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研究成果の概要（和文）：本研究では脳特異的酸化脂質である24S-hydroxycholesterol（24S-OHC）誘導性の神
経細胞死は、24S-OHCのエステル化依存的に細胞ストレスによって誘導される統合的ストレス応答を活性化させ
ることで引き起こされることを見出した。またAcyl-CoA:cholesterol acyltransferase 1（ACAT1）選択的阻害
剤K-604がアミロイドβ（Aβ）産生酵素の基質であるC99を分解に導くことで、アルツハイマー病発症に関わるA
β産生を減少させることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that the brain-specific oxysterol 
24S-hydroxycholesterol (24S-OHC) activated the integrated stress response, resulting in induction of
 cell death in a 24S-OHC esterification-dependent manner. We also found that acyl-CoA: cholesterol 
acyltransferase 1 (ACAT1) selective inhibitor K-604 induced degradation of C99, which is a substrate
 for amyloid β (Aβ)-producing enzyme, thereby reducing Alzheimer's disease (AD)-related Aβ 
production.

研究分野：生化学

キーワード： アルツハイマー病　脂質代謝　細胞死　ACAT (SOAT)　ドラッグリポジショニング　24S-hydroxycholest
erol　小胞体ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病の根本治療薬は現在でも開発は成功しておらず、世界的な問題となっている。ACAT1の選択的
阻害剤であるK-604は、これまでのアプローチと全く異なる新たな視点から、アルツハイマー病態に関与するAβ
産生の抑制、さらにオキシステロール誘導性細胞死の抑制という相乗的な効果をもつことが示され、発症を予防
且つ改善する治療薬の開発を目指す点において有望な治療薬となる可能性をもつことが考えられた。また、学術
的な知見としてオキシステロールが統合的ストレス応答を引き起こすことを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
高齢化が著しい日本社会において、アルツハイマー病（AD）の増加への対策は喫緊の課題で
あるが、その発症機構については未だ不明な点が多く、現行の AD治療薬はアリセプトに代表さ
れるように記憶力の低下を遅らせる対症療法薬しか存在しない。AD の原因として支持される
アミロイド仮説に基づくアミロイドβ（Aβ）産生酵素（β、γセクレターゼ）阻害剤は Notch
タンパク質等のセクレターゼが認識する多くの基質の働きを抑えることによる副作用が生じ、
期待される臨床試験結果には至っていない。よって、これまでと異なる作用機構による AD治療
薬の開発が期待されている。 

Acyl-CoA:cholesterol acyltransferase（ACAT）は、コレステロールに脂肪酸をエステル結合
させる酵素であり、ACAT1と ACAT2の 2つのアイソザイムが存在する。ACATは体内に過剰
なコレステロールが蓄積されるのを抑制し、コレステロール代謝に重要な役割を果たす一方で、
動脈硬化におけるマクロファージの泡沫化に寄与する。そのため、ACAT阻害剤は動脈硬化治療
薬として開発が試みられてきたが、様々な困難により実用化に至っていない。これまで ACAT1
と ADの関連が示唆されており、ACAT1ノックアウトマウスでは Aβの分解亢進や老人斑の減
少が起き、認知機能減退を抑制出来る可能性が報告されている。これまで我々は、ACAT1選択
的阻害剤である K-604 が濃度依存的に A産生を抑制する一方で、A産生酵素の別の基質であ
る Notchの切断には変化がないことを明らかにした。つまり K-604による ACAT1選択的阻害
は A産生酵素活性の直接的な阻害とは異なる機序により A産生を抑制すると考えられるが、
その作用機序は不明であった。 
コレステロールは血液脳関門を通過できないため、過剰なコレステロールの大部分は神経細
胞特異的に発現している cholesterol 24-hydroxylase（CYP46A1）によって血液脳関門を通過可
能な 24S-hydroxycholesterol（24S-OHC）に変換されて脳内から排出される。一方で過剰な 24S-
OHCは細胞毒性を示すことや、脳脊髄液中の 24S-OHC濃度が健常者群と比較して AD患者群
では約 2.7倍に、軽度認知症患者群では約 2倍に増加しているという報告がある。また、AD患
者の脳内において、老人斑周辺で CYP46A1が高発現していることや、CYP46A1をコードする
CYP46A1 遺伝子の多型が AD 発症の危険因子として働く可能性も報告されており、24S-OHC
が神経変性疾患の発症や神経細胞死と関連することが示唆されている。これまで我々は、24S-
OHCの神経細胞障害機構について解析を行い、過剰な 24S-OHCはカスパーゼ非依存的な制御
された細胞死を誘導することを明らかにした。さらにその原因として ACAT1により 24S-OHC
がエステル化され、小胞体構造が変化することが細胞死誘導の重要なイベントであることを見
出した。また K-604 や ACAT1 siRNA は、24S-OHC 誘導性の神経細胞死を完全に抑制するこ
とを明らかにし、ACAT阻害剤が神経細胞死の抑制剤として有用であることを示してきた。この
ように ACAT1は様々な点で ADの創薬標的として有望であるが、治療薬開発という点では進ん
でいなかった。そこで我々は ACAT阻害剤のドラッグリポジショニングによる AD治療薬の開
発を目指した。 

 
２．研究の目的 
我々は ACAT1の選択的な抑制が Aβ産生や神経細胞死を抑制することを明らかにしたが、そ
の作用機序の詳細は不明である。また、他のオキシステロールが誘導する細胞死や疾患も多くあ
り、ACATの関与を証明できれば治療薬としての適用が広がると期待される。そこで本研究では
以下の項目について明らかにすることを目標とする。 

I）24S-OHCによる神経細胞死誘導機構と K-604による阻害機構を明らかにする。 
II）他のオキシステロール誘導性細胞死に対する K-604の効果や阻害機構を明らかにする。 
III）K-604による A産生抑制の抑制機構を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）細胞としてヒト神経芽細胞腫である SH-SY5Y細胞、ヒト肝がん細胞株 HepG2細胞、ヒ
トケラチノサイト細胞株である HaCaT細胞、運動ニューロン細胞であるマウスNSC34細胞を
用いた。またヒト野生型 APPと Notchの γセクレターゼ基質部分（NotchΔE）が安定的に発現
している CHO細胞株（CHO-APP/NotchΔE）と APPのγセクレターゼ基質部分（C99）が発
現誘導可能な CHO細胞株（C99/wtPS1）を用いた。細胞死判定法はWST-8法を用いた。 
（２）Aの測定は、Tris-Tricine PAGEおよび特異的抗体（82E1）により行った。 
（３）タンパク質発現は Immunoblot 法により解析した。新生タンパク質の合成について
Puromycinを用いた SUnSET法により評価した。RNA発現量は real-time PCR法により定量
した。 
（４）小胞体膜破綻は、digitoninと NP-40を用いた 2段階細胞破砕による細胞分画法により解
析した。また電子顕微鏡を用いた構造解析も行った。 
 
４．研究成果 



（１）目的 Iについて、SH-SY5Y細胞を用いて 24S-OHCを処理した際の小胞体ストレスマー
カーの活性化を評価したところ、24S-OHC のエステル化依存的に PERK や IRE1 などの小胞
体ストレスマーカーが活性化することを明らかにした。ところが、GRP78や Calreticulinなど
の小胞体シャペロンの発現誘導は認められず、むしろ顕著に減少していることが確認された。ま
た PERK経路の細胞死誘導シグナルである CHOPの発現誘導はわずかであり、CHOP siRNA
による発現抑制は細胞死を抑制しなかったことから、CHOP は 24S-OHC 誘導性細胞死に関与
しないことが明らかとなった。さらに IRE1経路の下流として、小胞体に局在するmRNAの網
羅的な分解（regulated IRE1-dependent decay、RIDD）が起きていることが確認された。さらに IRE1
の阻害剤はmRNAの分解を抑制するとともに細胞死も有意に抑制することを明らかにした。一
方で、ATF6の活性化や IRE1の下流に存在する Xbp-1の発現誘導が認められないことから、細
胞生存に向かわせる適応反応は正常に作動しておらず、RIDDなど細胞死に誘導する反応の一部
が亢進していることが示された。 
また、24S-OHC 処理後の初期段階の細胞を電子顕微鏡を用いて観察したところ、24S-OHC
のエステル化依存的に膜構造が部分的に壊れている小胞体像が観察された。さらに細胞分画法
により、小胞体内腔に存在する PDIや Calreticulinなどのシャペロンタンパク質が、24S-OHC
処理した細胞では細胞質画分に回収
されることを確認し、24S-OHC のエ
ステル体の蓄積が小胞体の膜構造の
破綻を引き起こし、内腔タンパク質が
流出されることを見出した。CHOPや
Xbp-1 タンパク質の発現誘導が低か
ったことや、小胞体構造の変化から、
タンパク質翻訳に対する影響がある
のではと考え、SUnSET法により新生
タンパク質の翻訳を解析したところ、
24S-OHC で処理した細胞では新生タ
ンパク質の合成が顕著に減少してい
ることを明らかにした。これらの結果
から 24S-OHCのエステル体の蓄積が
小胞体膜破綻を引き起こし、細胞死誘
導性の小胞体ストレスが亢進すると
ともに、新生タンパク質の翻訳も抑制
されることで細胞死が起きているこ
とが示された。以上の結果をまとめ論
文報告を行った（図 1, CDDiscovery, 
2019）。 
さらに新生タンパク質の翻訳抑制について解析を進めたところ、液-液相分離により形成され
る膜をもたない構造体であるストレス顆粒の形成を誘導されることを見出した。ストレス顆粒
は翻訳停止中のmRNAの一時的な保管場所であることから、ストレス顆粒形成を促すシグナル
分子である eIF2に着目した。eIF2αは PERK経路の下流であることから、PERK阻害剤であ
る GSK2606414 の効果を検証したところ、24S-OHC 誘導性新生タンパク質の翻訳抑制が減弱
し、ストレス顆粒形成も抑制された。一方、eIF2αのリン酸化も抑制されたが、その効果は部分
的であった。そこで、別の eIF2αリン酸化酵素であるGCN2に着目し活性化を確認したところ、
24S-OHC処理によって GCN2の自己リン酸化が亢進することが確認された。また GCN2阻害
剤である GCN2iB処理は、eIF2αのリン
酸 化 を 一 部 減 弱 し た 。 さ ら に
GSK2606414やGCN2iBは細胞死を部分
的に抑制した。これらの結果から、PERK
経路と GCN2 経路の協調的な活性化、
すなわち統合的ストレス応答（ISR）が
起きていることが示唆された。そこで
ISR 阻害剤である ISRIB の効果を検証
したところ、24S-OHC誘導性のタンパ
ク質翻訳抑制が顕著に緩和し、ストレス
顆粒形成も完全に抑制された。また細胞
死も有意に抑制されたことから、
ACAT1を介した 24S-OHC のエステル
化による ISR 経路の亢進が細胞死を引
き起こす重要な役割を果たすことが示
された。以上の結果をまとめ論文投稿を
行っている（図 2）。 
（２）目的 IIについて SH-SY5Yと HepG2細胞における 25-OHCの細胞毒性を検討した。そ
の結果、どちらの細胞についても濃度依存的に細胞死が誘導された。そこで ACAT 阻害剤の効



果を検証したところ、SH-SY5Y 細胞では有意に細胞死が抑制されたのに対し、HepG2 細胞で
は阻害効果が認められなかった。またどちらの細胞もカスパーゼ 3 の活性化が認められず、さ
らに全カスパーゼ阻害剤 ZVAD が細胞死抑制効果を示さなかったことから、カスパーゼ非依存
的な細胞死を誘導することが明らかとなった。また、HepG2細胞では抗酸化剤であるビタミン
E 等により細胞死抑制効果が見られ、脂質過酸化物の増加が認められたことからフェロトーシ
スを誘導している可能性が考えられたが、ferrostatin-1 等のフェロトーシス阻害剤は細胞死抑
制効果を示さなかったことから、フェロトーシス様の細胞死であると考えられた。また HaCaT
細胞における 25-OHC誘導性細胞死では、K-604等の ACAT阻害剤は細胞死抑制効果を示さな
かった。またカスパーゼ 3の活性化が認められ、ZVADにより有意に細胞死が抑制されたことか
ら、アポトーシスが誘導されたと考えられた。すなわち同じ 25-OHC でも、細胞の種類によっ
て異なる細胞死誘導機構により異なる細胞死形態で細胞死が引き起こされることが示された。
以上の結果をまとめ論文報告を行った（FRBM, 2021）。 
また NSC34細胞を用い、25-OHCの細胞毒性を検討したところ、HepG2細胞と同様、カス
パーゼ非依存的な細胞死を誘導し、ACAT 阻害剤が細胞死抑制効果を示さないことが明らかと
なった。 
（３）目的 IIIについて C99/wtPS1を用いて Aβ産生に対する効果を確認したところ、K-604
処理は濃度依存的に Aβ産生を抑制し、さらに C99 の量を減少させる効果があることを明らか
にした。また CHO-APP/NotchΔE細胞を用いて K-604の Aβ産生抑制機構の解析を進めたとこ
ろ、K-604 は濃度依存的に Aβ 産生を抑制し、同様に C99 の量を減少させる効果があることを
明らかにした。C99 は-セクレターゼの切断産物であることから、-セクレターゼの基質で
ある St6Gal1を安定発現させた CHO細胞を用いて、K-604処理による切断に対する影響
を検討したところ、-セクレターゼ活性には直接影響を与えていないことが確認された。
C99 の減少が分解による可能性を考え、リソソームに存在するプロテアーゼの阻害剤で共処理
したところ、その減少が抑制されたことから、リソソームにおける C99 の分解亢進が Aβ産生
を抑制に導く可能性を明らかにした。 
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