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研究成果の概要（和文）： 

 アルツハイマー病(AD)患者死後脳大脳皮質において、脳神経細胞に発現するユビキチンリガ

ーゼ（E3）HRD1 タンパク質量が有意に減少していることが明らかとなった。一方、H2O2 による

酸化ストレス負荷が HRD1 タンパク質の不溶化を引き起こした。 

 HRD1 タンパク質は、脳神経細胞のみならず、成体脳の脳室周囲細胞および海馬歯状回に存在

する神経幹細胞にも局在していた。 

 ケミカルシャペロン 4-PBA の誘導体および他の物質について、蛋白異常蛋白質の凝集を防ぐ

働きを持つ化合物が得られた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 The ubiquitin ligase (E3) HRD1 protein levels were significantly decreased in the 

cerebral cortex of patients with Alzheimer's disease (AD), and that the brains of these 

patients were under ER stress. Furthermore, HRD1 levels negatively correlated with Aβ 

levels. The present study revealed that the decrease in HRD1 levels was due to its 

insolubilization. A reactive oxygen species (ROS)-induced insolubilization of HRD1 and 

SEL1L may be involved in Aβ generation in the pathogenesis of AD. Neural stem/progenitor 

cells (NSCs) reside in the subventricular zone (SVZ) and subgranular zone of the 

hippocampal dentate gyrus in adult mammals. We found the localization of HRD1 in the NSCs 

of the adult brain.We found that several 4-phenylbutyric acid 1 (4-PBA) derivatives 

demonstrated anti-aggregation activity as a chemical chaperone activity higher than that 

of 4-PBA.  
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１．研究開始当初の背景 

パーキンソン病やアルツハイマー病およ

び脳梗塞などの脳・神経変性疾患において

は小胞体に異常蛋白質の蓄積・凝集が認め

られ、これが脳・神経変性疾患の病態に重

要な役割を演じていることが推定される

ようになった。このような背景から変性蛋

白質の凝集・蓄積を防止する薬物，特に小

胞体ストレスを抑制する医薬の開発が望

まれている。  

  私たちの研究室では小胞体ストレスを

抑制する因子として、修復不能な変性蛋白

質を小胞体より排出し，分解を促進する小

胞 体 関 連 分 解 （ ER-associated 

degradation; ERAD）に関与するユビキチ

ンリガーゼの一種である新規遺伝子 HRD1

のクローニングに成功し，HRD1 が小胞体ス

トレスによる細胞死を抑制することを見

出した。また、常染色体劣性遺伝若年性パ

ーキンソン病の原因遺伝子 Parkin（ユビキ

チンリガーゼの一種）の基質分子の一つで

ある Pael-R は、凝集し易い蛋白質で、

Parkin に変異がある場合には Pael-R が分

解されずに小胞体に蓄積され小胞体スト

レスとなり、細胞死を惹起するとされてい

る。私たちは最近、HRD1 が Pael-R と相互

作用すること、および Pael-R を過剰発現

することで生じる細胞死を HRD1 が抑制す

ることを見出した。また、ごく最近抗 HRD1

抗体を用いて HRD1 のマウス脳内組織局在

を詳細に検討した結果、黒質、海馬、大脳

皮質、小脳プルキンエ細胞の神経細胞特異

的局在を明らかにした。さらに HRD1 分子

の領域特異的欠失変異体を構築し、それぞ

れの領域の機能解析を行った結果、ユビキ

チンリガーゼ活性領域の他、安定化に必要

な領域、および変性蛋白質の輸送に関わり

得る領域を見出した。 

  また、私たちは最近、蛋白質の折りた

たみを促進し，異常蛋白質の凝集を防ぐ働

きを持つ化合物であるケミカルシャペロ

ン の 一 つ で あ る 4- フ ェ ニ ル 酪 酸

（4-phenylbutylic acid，4-PBA）がPael 受

容体の蓄積を防ぎ、パーキンソン病や脳虚

血モデルによる神経細胞死を抑制できる

ことを明らかにした。私たちの報告の後、

Science 誌において4-PBAが小胞体ストレ

スの関与する糖尿病に有用である可能性

が報告されている。 

 一方、神経新生や神経分化に対する小胞

体ストレスおよび小胞体関連分解機構の

関与については殆ど報告されていない。 

 
２．研究の目的 

（１）アルツハイマー病患者大脳皮質におい

て、脳神経細胞に発現するユビキチンリガ

ーゼ（E3）HRD1 タンパク質の界面活性剤

可溶性画分における有意な減少が認めら

れた。そこで、HRD1 を不溶化させる因子

をマウス神経芽腫細胞（Neuro2a）を用い

て検討する。 

（２）HRD1 抗体および神経幹細胞特異的抗体

を用いて、成体脳に存在する神経幹細胞に

HRD1 が局在するかを検討する。また、HRD1

による神経分化の制御機構を検討するた

めに、神経幹細胞モデルとしてのマウス胚

性腫瘍細胞株 P19 細胞および胎生マウス

由来神経幹細胞を用いて、神経分化過程に

おけるHRD1の発現量およびHRD1欠損によ

る神経系の各種マーカータンパク質の発

現量を解析する。また、HRD1 による神経

分化の制御機構を明らかにするために、神

経系の分化制御に深く関与している bHLH

遺伝子群および Notch シグナル分子の発

現量を遺伝子レベルで解析する。 

（３）4-PBAの誘導体など種々の化合物につ

いてシャペロン機能を解析することで、

ケミカルシャペロンとしての活性を決

定する分子機構を明らかにする。4-PBA

の誘導体等の化学合成は、本学薬学部

薬化学研究室との共同研究にて行う。

さらに、アルツハイマー病およびパー

キンソン病治療薬等の薬物が、小胞体

に作用部位を有するかどうかについて

検討する。具体的には変性タンパク質



の凝集を抑制する作用（シャペロン活

性）を有するか否かについて検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）マウス神経芽腫細胞（Neuro2a）を用

いて、APP および HRD1 を過剰発現する細胞系

を構築し、種々のストレス試薬を負荷して、

HRD1 不溶化機構を検討した。 

（２）HRD1 抗体および神経幹細胞特異的抗体

を用いて、成体脳に存在する神経幹細胞に

HRD1 が局在するかを検討した。また、神経幹

細胞モデルとしてのマウス胚性腫瘍細胞株

P19 細胞および胎生マウス由来神経幹細胞を

用いて、小胞体ストレスや HRDI の神経分化

に及ぼす影響を検討した。 

（３）ケミカルシャペロン機能の測定は既に

確立した Lactalbumin を用いた蛋白凝集度

の測定により行った。 

 

４．研究成果 

(1) アルツハイマー病患者大脳皮質におい

て、脳神経細胞に発現するユビキチンリガー

ゼ（E3）HRD1 タンパク質の界面活性剤可溶性

画分における有意な減少が認められた。 

HRD1 を不溶化させる因子の一つとして、神経

毒性を有する Aβが考えられる。そこで、培

養神経細胞に対し Aβ負荷をかけた結果、

HRD1 タンパク質の発現誘導および小胞体ス

トレスの惹起が認められたが、HRD1 の不溶化

は認められなかった。つぎに、AD 患者の死後

脳大脳皮質が小胞体ストレス状態にあった

ことから、小胞体ストレスによる HRD1 不溶

化の検討を行った。培養神経細胞に対し、小

胞体ストレス誘導試薬であるツニカマイシ

ンおよびタプシガルギンを曝露した結果、小

胞体ストレス応答による HRD1 の誘導は認め

られたが、HRD1 の不溶化は認められなかった。

一方、酸化ストレスによる HRD1 タンパク質

への影響を解析するため、過酸化水素を培養

神経細胞に曝露した結果、HRD1 の不溶化が認

められた。また、過酸化水素の曝露により、

HRD1 が凝集体を形成することも明らかとな

った。したがって、本結果より、酸化ストレ

スによる HRD1 の不溶化と減少が起こると、

小胞体ストレス応答が破綻し、Aβの産生増

加や、それに伴うさらなる小胞体ストレスの

増加と神経変性が促進され、AD が発症する可

能性が考えられた。 

(2) 側脳室下帯新生細胞において、免疫組織

化学的検討の結果、HRD1タンパク質と nestin

（神経幹細胞のマーカータンパク質）の共発

現が認められた。したがって HRD1 は神経細

胞のみならず、神経幹細胞に局在しているこ

とが明らかとなった。P19 細胞において、神

経細胞への分化誘導前に HRD1 をノックダウ

ンした影響を検討した。神経細胞への誘導後

５日目において、神経細胞に分化した指標で

あるβ-Ⅲ tubulinとHRD1は共発現していた

が、β-Ⅲ tubulin 陽性細胞数は、対照群と

比較して減少していた。また、ウエスタンブ

ロッティング法の結果より、HRD1 をノックダ

ウンした細胞でも、分化誘導後いずれの時間

においても、神経幹細胞のマーカータンパク

質である nestin 及びアストロサイトのマー

カータンパク質である GFAP の発現量は変化

しなかった。一方、β-Ⅲ tubulin の発現は、

対照群と比較して、分化誘導後 3 日目及び 5

日目で明らかに減少していた。これらの結果

から、胚細胞時に発現する HRD1 タンパク質

は神経細胞への分化制御に重要な役割を担

っている可能性が示唆された。 

HRD1 による神経分化の制御機構を検討する

ために、神経幹細胞モデルとしてのマウス胚

性腫瘍細胞株 P19細胞および胎生マウス由来

神経幹細胞を用いて、神経分化過程における

HRD1 の発現量および HRD1 欠損による神経系

の各種マーカータンパク質の発現量を解析



した。小胞体ストレス誘導試薬であるツニカ

マイシンは、暴露 4 日目に小胞体ストレスマ

ーカーの発現を増加させるとともに HRD1 の

発現を増加させた。したがって、小胞体スト

レスは、HRD1 の増加を介して神経細胞への分

化を促進する可能性が推察された。 

 

(3) ケミカルシャペロン機能を解析する目

的で、4-PBA の炭素鎖の変化（ n = 3～6 ）

により、in vitro において n が大きいほどタ

ンパク質凝集抑制活性が高いことが分かっ

た。さらにツニカマイシンを用い、小胞体ス

トレスで誘導した神経細胞死に対する保護

作用も n が大きいほど強く、小胞体ストレス

マーカーである GRP94 と GRP78 の発現量も同

様に減少していた。さらに pael-R の過剰発

現細胞を用いて、特に 3-PPA と 4-PBA が変性

タンパク質の移行を促進させることが明ら

かとなった。さらに変性タンパク質凝集抑制

作用を有する化合物には、インドール骨格の

3 位にプロピオン酸をもつ YKO2-34 と同様に

インドール骨格 3 位にアクリル酸をもつ

YKO2-35 に効果があった。また、GRP78,94 の

発現量から小胞体ストレスに関しては低濃

度から高濃度へと濃度依存的に軽減してい

ることが明らかとなった。 
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