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研究成果の概要（和文）：ハンチントン病関連タンパク質HAP1は神経細胞質封入体stigmoid body(STB)のコア分
子である。本研究で、プロテアソーム阻害剤 (PI)によりHAP1がSTB形成から顆粒網状構造へと発現形態を変化さ
せることが分かった。PIはHAP1とミトコンドリアタンパク質VDAC1との結合を増強した。顆粒網状構造HAP1はミ
トコンドリアチトクロムC漏出やカスパーゼ３活性化を減弱し、PI誘導性アポトーシスを抑制した。HAP-KOマウ
スのPI誘導性アポトーシスは亢進していた。つまり、老化脳にも観察されるプロテアソーム活性低下状態におい
て、HAP1が内在性の神経保護因子である可能性を示すものである。

研究成果の概要（英文）：Huntingtin-associated protein 1 (HAP1) is a core component of the stigmoid 
body (STB). In this study, we found that subcellular HAP1 morphology was changed from STB formation 
into cytoplasmic reticulo-granular structure surrounding mitochondria after treatment of proteasome 
inhibitor (PI) in HAP1-transfected cells. The drug also induced interaction of HAP1 and 
mitochondrial porin protein VDAC1 on mitochondria. PI-induced apoptosis was shown to be clearly 
suppressed by over-expression of HAP1 with cytoplasmic reticulo-granular structure in terms of 
reduction of cytoplasmic cytochrome C release and caspase-3 activation. Rather, PI-induced apoptosis
 was enhanced in CRISPR-Cas9-mediated Hap1-knock out mice established here. These results indicated 
that HAP1 is a intrinsic neuroprotectant particularly in proteasome-activity-reduced condition, 
which is closely related to aged conditions in the brain.

研究分野： 神経解剖学

キーワード： アポトーシス　老化　ミトコンドリア　ハンチントン病　ノックアウトマウス
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１．研究開始当初の背景 

 種々のストレス、老化やそれに伴う細胞死

の進行は非常に関連が深いことが知られて

いる。脳では遺伝的背景や細胞ストレスが原

因となり、加えて老化の進行とともに領域特

異的な細胞死・神経変性が引き起こされるこ

とが示されているが、そのメカニズムについ

ては不明な点が多い。 

 私達はこれまでに、脳内

huntingtin-associated protein 1(HAP1)の

発現パターンがハンチントン病、球脊髄性筋

萎縮症や脊髄小脳変性症3型の領域特異的神

経細胞死を説明するモデルになることを報

告してきた(Fujinaga et al., J Comp Neurol, 

2004; Takeshita, Fujinaga et al., Hum Mol 

Genet, 2006; Takeshita, Fujinaga et al., 

NeuroReport, 2011; Fujinaga et al., Exp 

Cell Res, 2011)。 

 HAP1 は、一般的に神経変性の起こりやすい

大脳皮質、大脳基底核、海馬、視床、脳幹運

動核、小脳、脊髄前角には非常に弱いまたは

ほとんど発現が認められず、それ以外の変性

の起こりにくい視床下部や扁桃体領域など

の領域に広くかつ特異的に高発現している

ことを報告している (Fujinaga et al., J 

Comp Neurol, 2004; Fujinaga et al., 

Histochem Cell Biol, 2009)。この事実から、

私達は一つの仮説として、HAP1 はハンチント

ン病、球脊髄性筋萎縮症や脊髄小脳変性症 3

型のようなポリグルタミン病特異的ではな

く、普遍的な意味で神経細胞の生存維持（安

定化）に重要な役割をしている可能性を考え

た。さらに、私達は、HAP1 が神経細胞質内に

見出される非膜系オルガネラである

stigmoid body（STB）のコア蛋白質であるこ

とも報告してきた (Fujinaga et al., 

Histochem Cell Biol, 2007, 2009)。最近に

なり、プロテアソーム活性が低下すると HAP1

細胞内局在が顕著に変化することを見出し

た。近年、プロテアソーム活性の低下は老化

による細胞死促進の鍵イベントであること

が示唆されている。 

 

２．研究の目的 

 本研究では培養細胞とゲノム編集技術に

より作製した HAP1 ノックアウトマウスを用

いて、種々のストレス、特にプロテアソーム

活性低下が HAP1 の発現形態に与える影響と

細胞死に対する HAP1 の抑制効果を明らかに

することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 種々のストレス、特にプロテアソーム活性

低下が引き起こす HAP1 の細胞内発現形態変

化のメカニズムと HAP1 の細胞死に対する抑

制効果について、培養細胞とノックアウトマ

ウスを用いて解析した。細胞は、CELLution

社から購入した視床下部不死化細胞株を用

いた。内因性 HAP1 は検出されなかった。方

法として、in vitro の実験では、蛍光顕微鏡

解析、共焦点レーザー顕微鏡解析、サブセル

ラーフラクショネーション、タイムラプスイ

メージング、免疫沈降法、ウエスタンブロッ

トを用いた。Hap1 ノックアウトマウスはゲノ

ム編集技術（CRISPR-Cas9 システム）により

作出した。薬剤（プロテアソーム阻害剤）は

頸部皮下にインジェクションし、アポトーシ

スはウエスタンブロットにより評価した。 

 

４．研究成果 

 ハ ン チ ン ト ン 病 関 連 タ ン パ ク 質

（huntingtin-associated protein 1:HAP1）

をトランスフェクションしたマウス由来視

床下部不死化細胞株を用いて、種々のストレ

ス処理を行った(熱ショック、小胞体ストレ

ス、酸化ストレス、プロテアソーム阻害など)。

その結果、プロテアソーム阻害により HAP1

の細胞内発現形態が顕著に変化することが

再確認された。この現象は non-tagged HAP1

と GFP-HAP1 両者に観察され、GFP タグの影響



が無い事が確認された。GFP-HAP1 導入細胞を

用いてタイムラプスイメージング解析を行

った。通常、HAP1 は細胞質内で STB を形成す

るが、プロテアソーム阻害剤存在下では STB

形成ではなく、核周囲を中心に顆粒網状に発

現する様子が観察された。さらに、既に形成

されたSTBが顆粒網状形態に変化するのでは

なく、新たに翻訳された HAP1 分子が顆粒網

状に発現することが分かった。また、プロテ

アソーム阻害剤存在下での細胞内オルガネ

ラとの関係を免疫染色とタイムラプスによ

り詳細に解析した。 小胞体、リソソーム、

エンドソーム、ゴルジ体などとの明らかな形

態学的関連は見出せなかったが、顆粒網状形

態はミトコンドリアに近接配置しているこ

とが明らかになった。顕微鏡観察に加えて、

サブセルラーフラクショネーションにおい

ても HAP1 タンパク質が細胞質フラクション

からミトコンドリアフラクションに移動し

ていることが示された。HAP1 がプロテアソー

ム阻害剤が誘導する細胞死にどのように影

響を与えるか調べる目的で、まず、コントロ

ール実験として視床下部不死化細胞株をプ

ロテアソーム阻害剤で処理しアポトーシス

の誘導を解析した。その結果、阻害剤濃度、

処理時間依存的にアポトーシスが進行する

ことが分かった。次に、HAP1 過剰発現がプロ

テアソーム阻害剤誘導性のアポトーシスに

抑制効果を持つか調べるために、GFP-HAP1 過

剰発現細胞とGFP過剰発現細胞のアポトーシ

スを検出した。GFP を過剰発現させたコント

ロール視床下部不死化細胞株に比べ、

GFP-HAP1 を過剰発現させた視床下部不死化

細胞株ではプロテアソーム阻害剤誘導性の

断片化 PARP の量や活性化型カスパーゼ３の

量が減少していた。つまり、HAP1 はプロテア

ソーム阻害剤誘導性アポトーシスに対して

抑制的に機能していることが分かった。熱シ

ョック、小胞体ストレス、酸化ストレスもア

ポトーシスを誘導したが、これらに対する

HAP1 のアポトーシス抑制効果は見出されな

かった。つまり、HAP1 がプロテアソーム阻害

剤存在下でSTB形成から顆粒網状形態に発現

形態を変化させ、ミトコンドリアに近接配置

することがアポトーシス抑制に重要である

ことが示唆された。ミトコンドリアを介した

アポトーシス誘導のきっかけとなるチトク

ロムCはミトコンドリアポリンから細胞質へ

放出されることから、HAP1 とポリンのコア分

子であるVDAC1との相互作用を共免疫沈降で

解析した。プロテアソーム阻害剤未処理のコ

ントロール群では HAP1 と VDAC1 の関連は見

出されなかったが、阻害剤処理を行うと HAP1

は VDAC と強く相互作用していることが明ら

かにされた。実際に細胞質チトクロム Cの量

をウエスタンブロットで解析すると、HAP1 過

剰発現細胞においてプロテアソーム阻害剤

が誘導するチトクロムCリリースが減少して

いた。 

 ゲノム編集技術（CRISPR-Cas9 システム）

により、Hap1 ノックアウトマウスの作出を行

った。Hap1 ヘテロマウスには顕著な表現形は

見出されなかった。Hap1 ヘテロマウスの交配

により、Hap1-null を作出すると、このマウ

スはほぼ出生２４時間以内に死亡すること

が判明した。出生当日の Hap1 ノックアウト

マウス脳のニッスル染色の観察では、野生型

マウスと比べて顕著な形態異常等は見出さ

れなかった。また、体重、体温等も野生型の

それらと比べて顕著な変化などは見出され

なかった。今回は、早期死亡の原因は明らか

にすることができなかった。培養細胞を用い

た実験からHap1-nullのマウス脳ではプロテ

アソーム阻害剤依存的なアポトーシスが亢

進することが予想された。そこで出生当日に

頚部皮下に阻害剤をインジェクションし、カ

スパーゼ３の活性化をウエスタンブロット

により定量した。その結果、野生型マウスと

比較してHAP1-nullマウスではカスパーゼ３

の活性化が顕著であることが分かった。 



 以上の結果から、次のようモデルが考えら

れた。HAP1 は脳内でプロテアソーム活性低下

状態（老化）が引き起こされると、ミトコン

ドリアポリンVDAC1との親和性を上昇させる

ことにより、その発現形態を STB 形成から顆

粒網状構造誘導にスイッチする。ミトコンド

リアに近接配置された HAP1 はミトコンドリ

アから細胞質へのチトクロムCリリースを抑

制し、結果としてカスパーゼの活性化及びア

ポトーシスを抑制していると考えられた。こ

れは、HAP1 の神経保護作用として新たなメカ

ニズムを提供するものであると考えられた。 
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