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研究成果の概要（和文）：　本研究では、オートファジーと分子シャペロンーユビキチン・プロテアソーム系
（UPS）などの細胞内の蛋白質分解処理機構において、TFEB（転写因子EB）やHIKESHI等の調節因子の発現を増強
してオートファジーと分子シャペロンーUPSの両者を活性化することにより、ターゲットの病因蛋白質に対して
特異性が高く、強力な病因蛋白質の除去効果のある治療法を探索した。本研究により、TFEBの高発現によって変
異した病因蛋白質の分解が選択的に促進されることを見い出した。TFEBは既存のオートファジーのアダプター分
子とは関係しないことが判明し、TFEBは別な機構で変異蛋白質特異的な分解を行っていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The transcription factor EB (TFEB) has been reported to regulate autophagy 
by upregulating genes that belong to the coordinated lysosomal expression and regulation (CLEAR) 
network, thereby controlling lysosomal biogenesis. Hikeshi is essential for the entry of the 
Hsc70/Hsp70 (Hsp70s) to the nucleus under stress condition. We examined the effects of the 
overexpression of TFEB and Hikeshi in cultured cell models of neurodegenerative diseases. Neuronal 
cells were transfected with plasmids encoding mutant androgen receptor, huntingtin, ataxin-1, 
ataxin-3, Hikeshi and TFEB. The overexpression of TFEB and Hikeshi decreased the expression of each 
causative protein in the neuronal cell models. Hikeshi could interact with TFEB and enhance the 
degradation of the disease-causative proteins. On the other hand, reduction of TFEB and Hikeshi 
slows the turnover of mutant proteins. These findings demonstrated that TFEB and Hikeshi influence 
the degradation of the disease-causative proteins.

研究分野： 神経内科学
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１．研究開始当初の背景	 

（１）変異蛋白質分解系と神経変性疾患：オ

ートファジーと分子シャペロン-ユビキチ

ン・プロテアソーム系（UPS）は、細胞内の

変異蛋白質を分解するシステムとして重要

であるが、多くの神経変性疾患では、神経変

性の原因となる変異蛋白質が、このオートフ

ァジーと UPS の機能を凌駕して神経組織内で

不溶性の凝集体を形成したり、あるいは蓄積

する過程で細胞毒性をもたらし、神経細胞が

変性し細胞死に至る。多くの神経変性疾患は、

中年期以降に発症し、加齢と共にこれらの蛋

白質分解系の機能が衰えてくることが成人

発症の一つの原因と考えられている。このよ

うに、オートファジーや分子シャペロン-UPS

の機能の増強あるいは維持は、神経変性疾患

の治療のストラテジーとして重要であるが、

これらのシステムを利用した有効な治療法

は未だ確立されていない。我々はこれまでに、

神経変性疾患の一つである SBMA のトランス

ジェニックモデルマウスを作成し、このマウ

スでオートファジーのアダプター分子であ

る p62 の発現量を変化させたり、分子シャペ

ロン Hsp70,	 Hsp90,	 Hsp105 などの発現を増

加させたり、その機能を調節したりすること

によって、神経変性疾患モデルマウスの神経

機能障害の改善や神経細胞内への変異蛋白

質の蓄積が押さえられることを明らかにし

てきていた。本研究では、これらをさらに発

展させて、オートファジーと分子シャペロン

-UPS の協働による強力な治療法の開発を目

指した。	 

（２）変異蛋白質分解系の調節促進因子と治

療への展開：転写因子 TFEB（転写因子 EB）

は、オートファゴソームの形成を促進したり、

リソソーム内の多くのプロテアーゼの発現

を上昇させてオートファージを活性化する

マスターレギュレーターとされ、注目されて

いた。この TFEB の活性化機序は、従来から

知られている mTORC を含めいくつかの経路が

あると考えられていたが、十分に明らかにさ

れていなかった。また、オートファージによ

る蛋白質の分解は強力であるが、病因蛋白質

の選択的な分解を誘導する治療法も開発途

上であった。一方、Heat	 shock	 protein(Hsp)

あるいは分子シャペロンと呼ばれている蛋

白質は、生体（細胞）が熱ショックに曝され

ると活性化され、変性して凝集しやすくなっ

た蛋白質を refold、あるいは分解する。また、

近年、分子シャペロンを核内へ運搬する役割

を果たす HIKESHI が熱ストレスに対する細胞

の防御機構を増強して、細胞死を抑制するこ

とも明らかになり、分子シャペロンの細胞内

での局在変化も細胞の機能改善に重要と考

えられていた。従って、オートファジーと分

子シャペロンーUPS の重要な調節因子を探索

して、これらの調節因子の誘導による 2つの

経路を協働して利用した、病因蛋白質を選択

的に強力に分解する治療法を開発すること

は、従来にない神経変性疾患の治療や予防法

として新たな展開になると考えられていた。

研究対象は遺伝性神経変性疾患であるポリ

グルタミン病とし、変異蛋白質分解系の分子

標的を探索同定することを目的とした。球脊

髄性筋萎縮症（SBMA）の原因はアンドロゲン

受容体（AR）遺伝子の、脊髄小脳変性症 1型

(SCA1)は ataxin-1	 遺伝子の CAG リピートの

異常延長である。今回は、これらの遺伝子改

変モデルを使用して研究した。	 

	 

２．研究の目的	 
（１）オートファジー活性化による神経変性

の治療-特に TFEB の役割	 

	 オートファジーでは、TFEB	 がマスターレ

ギュレーターとしてその活性化にかかわり、

また、p62,	 neighbor	 of	 BRCA1	 gene	 1(NBR1)、

optineurin などの蛋白が、ユビキチン化蛋白

質、ユビキチン化蛋白質凝集体、ユビキチン

化ミトコンドリア、ユビキチン化バクテリア

をオートファゴソームに選択的に輸送する

レセプター、ないしはユビキチン化基質をオ



ートファゴソーム形成部位に集めるアダプ

ター分子として機能して、病因蛋白質を選択

的に分解する機構が提唱されてきた。そこで、

AR、ataxin-1 を分子標的とし、TFEB 誘導に

よる治療法の開発を視野に入れて、それぞれ

の病因蛋白質に対して TFEB 高発現による治

療的効果の有無を検討した。私たちは、芍薬

の抽出物であるペオニフロリンを用いて、

TFEB の発現量が増加してオートファジーが

活性化されている現象を見い出しており、神

経変性疾患の治療法として実現可能な治療

法となる可能性があると考えられた。さらに、

それぞれの病因蛋白質の減少効果のメカニ

ズムを探るために、各分子の分解課程におけ

るオートファジーのアダプター蛋白などと

の相互作用について調べ、病因蛋白質の選択

的分解に関わる分子機構を探索し、副作用の

少ない治療法の開発へつなげる。	 

（２)	 HIKESHI の高発現による治療効果の検

討	 

	 近年、神経変性疾患の発症機構として、細

胞内の蛋白質の品質管理、特に蛋白質の立体

構造の正常と異常を区別して、損傷蛋白質を

選択的に分解し除去する機構が破綻してい

ることが示唆されている。UPS は、細胞内の

変異蛋白質を処理して無毒化する品質管理

機構として重要であり、この UPS が効率よく

働くには、蛋白質の立体構造の異常を認識す

る分子シャペロンが介在することが必要で

ある。分子シャペロンを核内へ運搬する役割

を果たす HIKESHI は熱ストレスに対する細胞

の防御機構を増強して細胞死を抑制する。そ

こで、HIKESHI の高発現による分子シャペロ

ンの細胞内発現分布の変動や部位特異的な

シャペロン機能の増強が病態の改善につな

がるかをポリグルタミン病の培養細胞及び

マウスモデルを用いて検討する。	 

	 

３．研究の方法	 

（１）神経培養細胞モデルにおける TFEB 高

発現による効果の検討	 

	 ヒト神経培養細胞モデルでは、様々なTFEB

の発現量で、変異したAR、	 ataxin-1の発現

量の減少効果を検討した。減少効果のメカニ

ズムを探るために、それらの分子の分解課程

におけるオートファジーのアダプター蛋白

質 で あ る p62,	 neighbor	 of	 BRCA1	 gene	 

1(NBR1)、optineurinなどとの相互作用につ

いて調べた。神経細胞の培養実験に当たって

は、P1レベルの実験室で、ベクターの構築か

ら培養までの一連の実験を行った。各培養細

胞モデルは、正常および異常延長したポリグ

ルタミン鎖を含有するAR遺伝子発現ベクタ

ー、正常および異常延長したポリグルタミン

鎖を含有するataxin-1遺伝子発現ベクター

を発現するヒト神経培養細胞(Neuro2a)モデ

ルを使用する。逆にsiRNAなどの核酸解析法

を用いてTFEBの発現量を低下させて、AR、	 

ataxin-1の発現量に及ぼす影響もウエスタ

ンブロット法で検討した。	 

（２）マウスモデルにおける TFEB 高発現に

よる治療効果の検討	 

	 オートファジー活性化による治療法を開

発するために、私たちはプリオンプロモータ

ーの調節下で TFEB を高発現するマウスを作

製した。SBMA マウスモデルは、chicken	 β

-actin プロモーターの調節下で異常延長し

た CAG リピートをもつヒトの全長の AR 遺伝

子を発現するトランスジェニックマウス

（SBMA マウス）を用いた。SBMA マウスは、

表現形に性差があり、進行性の運動障害を来

たす。SBMA マウスモデルと TFEB 高発現マウ

スを交配して、TFEB 高発現の効果を解析する。

さらに、免疫組織化学などの病理学的検索、

ウエスタンブロットなどを用いた蛋白発現

解析および電子顕微鏡による凝集体の形態

観察などにより分子生物学的に検討する。特

に、ウエスタンブロットや病理学的解析によ

り変異蛋白質の細胞内凝集体の形状や蓄積

の程度を定性、定量的に解析する。	 



（３）神経培養細胞モデルにおけるHIKESHI

高発現による治療効果の検討	 

	 ヒト神経培養細胞モデルでは、HIKESHIを

様々な量で高発現させて、分子シャペロンの

細胞内局在変化による変異した AR 、	 

ataxin-1の発現量について調べた。	 

（４)マウスモデルにおける HIKESHI 高発現	 

	 HIKISHI 高発現の治療効果を検討するため

に、chicken	 β-actin プロモーターの調節下

で HIKISHI を高発現するマウスモデルを作成

した。HIKISHI 高発現の効果を、同様に解析

する。	 

４．研究成果	 

(１)	 TFEB の高発現によって変異した AR の分

解が促進され、HIKESHI との両者の高発現で

はさらに促進された。	 

	 

(２)	 TFEB の高発現によって変異した SCA-1

の分解が促進され、HIKESHI との両者の高発

現ではさらに促進された。	 

	 

(３)	 TFEB の高発現によって変異した AR と

SCA-1 の分解が選択的に促進された。	 

	 

(４)	 TFEB の発現の低下によって変異した AR

と ataxin-1 が蓄積した。	 

	 

	 

(５)HIKESHI の発現の消失や低下によって変

異した AR と ataxin-1 が蓄積した。	 

	 

	 

	 

(６)TFEB と HIKESHI は相互作用した。	 



	 

	 TFEB	 と p62,	 neighbor	 of	 BRCA1	 gene	 

1(NBR1)、optineurin などのオートファジー

のアダプター分子との相互関係を見て、ユビ

キチン化蛋白質、ユビキチン化蛋白質凝集体

をオートファゴソームに選択的に輸送する

メカニズムを見いだす実験を行うと、TFEB は

既存のオートファジーのアダプター分子と

の特異的な関係を神経変性疾患の病因蛋白

質の特異的な分解に関連しては関係しない

ことが判明し、TFEB は別な機構で変異蛋白質

特異的な分解を行っていることが考えられ

た。そこで、SBMA マウスモデルに対して TFEB

高発現による治療的介入実験を行っている。

今後は、オートファジーと分子シャペロンの

重要な調節因子をマウスモデルでも探索し

て、これらの調節因子の誘導による蛋白質分

解経路を利用した、病因蛋白質を選択的に強

力に分解する治療法を開発する予定である。	 
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