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研究成果の概要：神経変性疾患における小胞体ストレス応答とオートファジーの関連性から、

小胞体ストレスによりオートファジーが誘導されることを見出した。この新規タンパク質分解

経路の制御による脳内異常タンパク質除去の可能性を見極めるために、小胞体ストレス誘導性

オートファジーによるタンパク質分解機構について検討した。 
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１．研究開始当初の背景 

(1)小胞体で起こるタンパク質折り畳みが、

細胞内外からの各種ストレスにより撹乱さ

れる状態を小胞体ストレスという。小胞体ス

トレスが負荷されると防御機構である

Unfolded Protein Response（UPR）が活性化

し、小胞体分子シャペロンが誘導され、小胞

体内腔に蓄積した異常タンパク質を折り畳

むことで細胞死から防御する。各種神経変性

疾患ではこの防御機構が破綻して、異常タン

パク質の蓄積を招き、神経細胞死につながる

ことが明らかになった。このように小胞体ス

トレスが各種の神経変性疾患の発症に深く

関連することが数多く報告され、小胞体スト

レスの重要性が注目されている。 

 

(2)神経変性疾患にみられる細胞内の現象と

して、オートファジー（自己成分消化システ

ム）が亢進することが報告されている。オー

トファジーは、すべての真核細胞に存在する
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主要な自己成分消化システムである。オート

ファジーは、日常的な細胞の代謝回転に貢献

しているが、状況に応じて著しく誘導され、

飢餓時の栄養源確保やオルガネラの量的調

節に働く。 

 

(3)筆者らは、神経変性疾患における小胞体

ストレス応答とオートファジーの関連性か

ら、小胞体ストレスによりオートファジーが

誘導されることを見出した。しかしながら、

その詳細な作用機構や生体内での役割は不

明な点が多い。 

 

 

２．研究の目的 

(1)本研究では、小胞体ストレス誘導性オー

トファジーによるタンパク質分解メカニズ

ムの解析を行うとともに、この新規タンパク

質分解経路の制御による脳内異常タンパク

質除去の可能性を検討することを目的とし

ている。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 野生株マウス胚線維芽細胞 (MEF)、IRE1

αβノックアウトMEFなどの培養細胞に

GFP-LC3をトランスフェクションし、小胞体ス

トレス誘導剤あるいは各種阻害剤添加時の細

胞内シグナリングをウエスタンブロットや蛍

光顕微鏡にて解析した。 

 

(2)野生株 MEF、ATG5 ノックアウト MEF に小

胞体ストレス誘導剤添加後、12、24、36 時間

後にヘキスト染色を行い、生細胞とアポトー

シス細胞を計測し、細胞死を起こした比率を

定量化した。 

 

(3)GFP-LC3をトランスフェクションした神経

芽細胞腫SK-N-SH細胞などの培養細胞に1時間

ER-Trackerで処理し、小胞体ストレス誘導剤

添加後1分ごとにタイムラプスにて観察した。 

 

(4) 小胞体ストレス誘導性オートファジー

の in vivo における役割を解析するために、

小胞体内腔でタンパク質の異常蓄積が認め

られる BBF2H7 欠損マウスの軟骨細胞を電子

顕微鏡にて観察した。 

 

４．研究成果 

(1) Unfolded Protein Response（UPR）の主

要な小胞体ストレスセンサーは、IRE1、PERK、

ATF6 の 3 種である。どのセンサーが小胞体ス

トレス誘導オートファジーシグナルに関与

しているかを解析した。IRE1 ノックアウト

MEF においては、小胞体ストレスを負荷して

も GFP-LC3のドット面積の増加が見られない

ことから、小胞体ストレス誘導性オートファ

ジーには、小胞体ストレスセンサーのうちの

PERK や ATF6 ではなく、IRE1 が必要であるこ

とが明らかとなった。さらに JNK 阻害剤を細

胞に作用させた場合、TRAF2 のドミナントネ

ガティブを GFP-LC3と共に細胞にトランスフ

ェクションした場合ともに、小胞体ストレス

による GFP-LC3ドット面積の上昇は抑制され

た。これらの結果より、小胞体ストレスによ

るオートファジーは、IRE1 から、TRAF2、JNK

を介している可能性が強く示唆された。この

ことから神経変性疾患でみられる異常タン

パク質除去のためには、IRE1-TRAF2-JNK の経

路の制御法開発が重要と考えられた。 

 

(2)オートファジー不全株である ATG5ノック

アウト MEFに小胞体ストレスを負荷すること

で、より多くの細胞死を起こした。したがっ

て、オートファジーは小胞体ストレスから細

胞を保護する役目を持つことから、各種神経



 

 

変性疾患でみられる小胞体ストレス防御機

構の破綻による神経細胞死に対して、オート

ファジーが保護的に作用する可能性を有す

ることが示唆された。 

 

(3) 小胞体ストレス誘導剤サプシガルギン

を用いたタイムラプスによる解析から、小胞

体ストレスによるオートファゴソームは細

胞質内をはげしく移動することが観察され、

このオートファゴソームは小胞体マーカー

と全く一致しないことが明らかとなった。こ

の結果は、種々の小胞体ストレス誘導剤や培

養細胞を用いた解析からも同様に確認する

ことができた。したがって、小胞体ストレス

誘導性のオートファジーは小胞体内腔の異常

タンパク質の分解ではなく、細胞質内でのタ

ンパク質分解に機能することが考えられた。 

 

(4) 筆者らは、小胞体内腔でタンパク質の異

常蓄積が認められる BBF2H7（小胞体ストレス

センサー）欠損マウスの樹立に成功した。こ

のマウスの軟骨細胞では II 型コラーゲンの

発現時期に対応して小胞体ストレス応答が

みられることから、in vivo での小胞体スト

レス誘導性オートファジーによるタンパク

質分解の基質特異性を検討した。電子顕微鏡

による観察からは、オートファジーによって

分解される小胞体内腔の異常タンパク質は

認められなかった。したがって、小胞体スト

レス誘導性オートファジーの制御は、小胞体

の外に蓄積するポリグルタミン蛋白質など

により発症する神経変性疾患に対して有効

である可能性が考えられた。 
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