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１．研究実施の概要  

ストレス蛋白グループ 

脳虚血により引き起こされる病的状態の代表は低酸素である。脳血管障害における神経細胞死

は当然低酸素により誘導されるが、それに加え我々はアルツハイマー病における神経細胞死も低

酸素により誘導される事を明らかとした。さらによりヒトの病態に近いと考えられる慢性の虚血環境

でも神経保護作用を持つことを示してきた。我々は低酸素をキーワードとする両疾患の神経細胞

死の分子機序を明らかとすることに成功しつつある、現在、その機序の制御を通じた神経細胞防

御をめざしている。 

アルツハイマーグループ 

アルツハイマー病の神経細胞死防御機構の開発 

我々は、家族性アルツハイマー病ではプレセニリン1変異体が、孤発性アルツハイマー病（SAD）

ではプレセニリン2のスプライシング変種 (PS2V) がそれぞれ細胞内小器官である小胞体の機能

不全を引き起こすことを明らかとした。すなわち小胞体特異的なストレス（小胞体ストレス）時、小胞

体に蓄積する不良タンパク質の処理機構である小胞体ストレスセンサー群（IRE1、ATF6、PERK）

の活性化機構を障害することによって、ストレスに対し感受性が増大することが病態発症につなが

ることを明らかにした。SAD においてはPS2Vを産生する異常なスプライシングを引き起こす因子の

同定を試みたところ、既知の蛋白質HMG-Iが同定された。HMG-IはDNA結合蛋白質として知られ

種々のストレス時に各種転写因子の増強因子として働くことが知られているが、PS2のpre-mRNAに

結合してスプライシング異常を引き起こすことを本研究によって世界で初めて見つけ出した。詳細

な解析からHMG-IがPS2エクソン5に結合すると異常スプライシングが引き起こされる機構が明らか

となりその結合を阻害することによって細胞死が救えるか否かについて検討し、AD治療への可能

性を示した。 

再生・機能修復グループ 

哺乳類では大人の中枢神経は再生しないといわれてきた。その理由のひとつとして、一旦損傷

された軸索が再び伸展しないことが古くから知られているが、このメカニズムについては明らかでは
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ない。本研究では、神経回路を再形成することにより、中枢神経損傷による機能障害を修復させる

ストラテジーを開発することを目標とし、神経再生阻害因子ならびに軸索誘導因子の単離、機能解

析を行った。myelin associated glycoprotein (MAG)は再生阻害因子であるが、我々はニューロトロ

フィン受容体 p75 が MAG 受容体であることを見い出し、MAG による Rho の活性化により神経突起

の伸展を抑制していることを示した。さらにこのシグナルを阻害するペプチドを開発した。また軸索

誘導に関与する新規の遺伝子 FIR を単離した。その機能解析をおこなった結果、FIR は Rac に対

する guanine nucleotide exchange factor であり、海馬の神経細胞の突起伸展を抑制することが明ら

かになった。一方、幼若ニューロンは阻害因子に対して不応性であることが知られている。この分

子レベルでのメカニズムがわかれば、成熟ニューロンにも応用することができると考えられるが、本

研究により細胞質に存在する p21(WAF1/Cip1)が Rho kinase を不活性化し、阻害物質による Rho

の活性化刺激をその下流で止めるためであることを示した。これら一連の研究により、神経細胞の

軸索誘導を司る共通の細胞内シグナルとして small GTPase が重要な役割を果たしていることが明

らかになり、軸索再生治療のターゲットとして注目される。 

２．研究実施内容（研究目的、方法、結論などを記述） 

ストレス蛋白グループ 

１） 脳血管障害後の痴呆の救済 

我々は ORP150 に関してトランスジェニックマウス(TG)およびノックアウトマウス(KO)を作成、虚血

と興奮性アミノ酸の 2 つのパラダイムを用いた検討を行ってきた。しかしながらこれらはすべて急性

ストレスモデルであり、ORP150 が、実際にヒトの病態で神経保護機作を発揮していることを証明す

るためには慢性ストレスモデルによる検討が不可欠である。ORP150 関して、本年度は「慢性負荷」

をキーワードに研究を進めた。我々は ORP150 以外に低酸素により特異的にアストロサイトで発現

が上昇する新規因子 SERP1(特許申請済み)、Lon、SUP2 等を取得している。SERP1 については細

胞生物学的検討を終了し、個体レベルでの実験を開始すべくノックアウトマウスの作成を完了した。

また、アストログリア細胞より新規に同定されたミトコンドリアに局在する Lon に関しても細胞生物学

的検討を完了した（図１）。 

 

図１ アストログリア由来のストレス蛋白は慢性虚血から神経細胞を救えるか？ 

 

ORP150 に見られたようにグリア細胞由来のストレス蛋白は急性虚血から神経細胞を救うことがで

きる。しかし、よりヒトの病態に近いと考えられる慢性ストレスにおいても、同様の考えで神経細胞に
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耐性を賦与することができるのでろうか？ 

1) 小胞体分子シャペロン ORP150 は遅発性神経細胞死を抑制する。 

砂ネズミの一過性総頚動脈結紮によって海馬 CA1 領域に遅発性神経細胞死 (DND) がおこ

り、この細胞死は虚血耐性を獲得させた個体では起こらない。ORP150 は虚血耐性を獲得した

砂ネズミ CA1 領域に極めて強く発現し、また、あらかじめ CA1 領域にアデノウイルスベクターを

用いて ORP150 を遺伝子導入することにより、神経細胞死を救済することができることを示した。

DND では 1-2 週間で神経細胞死が完成する「慢性虚血性神経細胞死モデル」である。このパラ

ダイムにおいても ORP150 は神経細胞死を抑制することが示された(図２)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ ORP150 遺伝子治療による遅発性神経細胞死の抑制。 

砂ネズミ海馬CA1領域にORP150をアデノウイルスベクターによって強制発現させたのち、総頚動

脈結紮により遅発性神経細胞死を引き起こした。アデノウイルスを投与しない場合、海馬の神経細

胞はほとんど死滅しているが(A)、ORP150 による遺伝子治療を行った場合、海馬領域の神経細胞

が生き残っている(B、△で示した)。 

 

砂ネズミ海馬 CA1 領域に ORP150 をアデノウイルスベクターによって強制発現させたのち、総

頚動脈結紮により遅発性神経細胞死を引き起こした。アデノウイルスを投与しない場合、海馬の

神経細胞はほとんど死滅しているが(A)、ORP150 による遺伝子治療を行った場合、海馬領域の

神経細胞が生き残っている(B、△で示した)。 

2) ORP150 は発生段階における神経細胞死を抑制する。 

小胞体における小胞体ストレス応答は虚血や変性に伴う神経細胞死に関わることが明らかに

なっている。マウスにおける小脳発生では神経細胞死がおこることが知られているが、新規小胞

体ストレス蛋白である ORP150 は、生後 4-8 日にかけて小脳、特にプルキンエ細胞に強く発現、

GRP78、GRP94、HSP70 などとは異なった発現パターンを示した。ORP150 を過剰発現させたトラ

ンスジェニックマウス(TG)では、プルキンエ細胞に強い ORP150 の発現を認めるとともに、

ORP150 ノックアウトヘテロ接合体(KO)では、その発現は明らかに減弱していた。野生型マウス

では生後４日をピークにプルキンエ細胞層で活性化型 Caspase-3 の免疫陽性細胞が見られた
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が、TG では陽性細胞数が有意に減少していた。 

Calbindin染色で評価したプルキンエ細胞数も生後4-20日にかけてTGで多く、KOで減少して

いた。また、グルタミン酸拮抗薬であるMK-801の投与により、TGと同様の傾向が再現された。

ORP150は海馬神経において、グルタミン酸による細胞内Ca++上昇を抑え、細胞死を抑制するこ

とから小脳発生過程における神経細胞死にも小胞体を介する神経細胞死の関与が示唆される

(図３)。 

 

図３ ORP150 は発生段階での小脳神経細胞死を抑制する。 

 

ORP150 ノックアウトマウスヘテロ接合体(ORP150-/+)、野生型(ORP150+/+)、および ORP150

強制発現マウス(ORP150TG)における生後 6 日目の Calbindin(緑)、TUNEL(赤)二重染色像。 

ORP150 発現量の少ないノックアウトマウスでは、小脳プルキンエ細胞に多くの TUNEL 陽性

細胞が出現し、神経細胞死が加速していることを示している。これに対して、ORP150 発現量の

多い ORP150TG では TUNEL 陽性細胞が観察されず、神経細胞死がほとんどおこっていない。

以上の事実は発生のような慢性的なストレス環境でも ORP150 が神経細胞を救えることを示して

いる。 

３） SEPR1 のノックアウトマウスの作成 

SERP1 も低酸素暴露された培養アストログリアよりクローニングされた新規ストレス蛋白である。す

でに SERP1 の細胞生物学的機能に関しては報告済みであるが、SERP1 の機能を実際の脳虚血の

場において検討するため、SERP1 ノックアウトマウスを作成、すでに遺伝子変異体のホモ接合体を

得ている。現時点では、慢性的に小胞体ストレスが存在すると考えられる膵臓β細胞でのインスリ

ン産生低下が明らかとなっている(特許出願準備中)。 

４） 新規ストレス蛋白 Lon (小胞体ストレスのミトコンドリアへのクロストーク) 

低酸素暴露した培養ラットアストロサイトより、ミトコンドリア ATP 依存性プロテアーゼ Lon のラット

ホモログをクローニングした。Lon の発現は、虚血・低酸素、或いはいわゆる小胞体ストレスによって

約 4 倍程度上昇した。ミトコンドリア蛋白に対する小胞体ストレスの影響を Cytochrome c oxidase 

(COX)の発現をモデルにして検討した所、小胞体ストレス下において、核 DNA 由来の COX IV 及

び COX V の発現は抗原量で約 30%に低下し、ミトコンドリア DNA 由来の COX II は、発現量自身

- 674 -

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) ORP150-/+ B) ORP150+/+ C) ORP150TG



に変化は認めず、その分解が亢進していた。 細胞を蛋白合成阻害剤 cycloheximide(Cx)で処理

することによっても COX サブユニットの発現に同様のアンバランスが生じ、Lon 或いは他のミトコン

ドリア ATP 依存性プロテアーゼである Yme1 の発現は上昇した。小胞体ストレスによる Lon の誘導

は、蛋白合成抑制のシグナルを伝達する小胞体蛋白 PERK の KO 細胞では認められなかった。さ

らに、野生型或いはプロテアーゼ中心を変異させた Lon を過剰発現させると、小胞体ストレス下に

おいて COX II の、COX I を含む複合体への assembly は亢進し、brefeldin A 或いは低酸素による

ミトコンドリアの障害は部分的にではあるが改善された。以上のことより、蛋白合成の抑制により小

胞体ストレスはミトコンドリアに伝播されるが、同時にミトコンドリアATP依存性プロテアーゼが誘導さ

れ、少なくともその一部は分子シャペロンとして働き、ストレス下でのミトコンドリアの機能維持に役

立っていると考えられた。 

アルツハイマーグループ 

１）孤発性アルツハイマー病患者脳にみられるPS2遺伝子スプライシング変種の制御に関する研究 

①  孤発性アルツハイマー病患者脳では PS2 遺伝子のエクソン 5 が欠損したスプライシング変種 

(PS2V) が発現しており、このバリアント由来の蛋白質を特異的に検出するポリクローナル抗体を

作成し、免疫組織学的に孤発性アルツハイマー病脳での発現を検討したところ PS2V 蛋白質は

17 例中 17 例（100％）に検出された。この成果については既に Journal of Biological Chemistry

に掲載された。そこで、PS2 遺伝子の異常なスプライシングを引き起こす因子の同定を独自の

pre-mRNA 結合実験法を構築し、試みたところ、低酸素刺激下の神経芽細胞腫 SK-N-SH 細胞

の核抽出液中に PS2 pre-mRNA に結合する約 20 kDa 蛋白質が存在することを発見した。さらに、

この結合蛋白質は PS2 pre-mRNA 中に存在する特徴的な配列に特異的に結合していることも

明らかとした。 

そこでこの結合蛋白質をその結合活性を指標に単離精製を行い、ペプチドシークエンスを行

ったところ既知の蛋白質 HMG-I であることが分かった。HMG-I 蛋白質は DNA 結合蛋白質で、

ある種の転写因子の一つとして知られていたが今回同定されたように pre-mRNA に結合してス

プライシングに影響を与えていることを示した例は初めてである。この HMG-I 蛋白質について詳

細な解析を行ったところ、低酸素刺激により核内で発現上昇 (speckle への蓄積)し、PS2 

pre-mRNAエクソン5の3’末端にある特異的な配列に直接結合し、正常なスプライシングに必須

のスプライシング調節因子 U1snRNP 構成蛋白質である U1-70K と結合して PS2pre-mRNA への

結合を阻害して PS2V を産生させることを明らかにした。実際、HMG-I 蛋白質を SK-N-SH 細胞

に強制発現させると PS2V の出現が確認された。そこで HMG-I が孤発性アルツハイマー病患者

の脳に発現しているか否かを確認する目的で HMG-I 蛋白質を特異的抗体を用いて検出したと

ころ HMG-I 蛋白質はコントロール脳に比べ孤発性 AD 脳内で有意に発現していることが確認で

きた。これら結果は、この蛋白質のまったく新しい機能を証明すものであると共に、孤発性 AD 発

症メカニズム解明の大きな足がかりとなる可能性が示唆される。 
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②  孤発性アルツハイマー病治療薬開発標的としての可能性 

上記のように PS2 pre-mRNA 上の特異的な領域に HMG-I が結合することによって小胞体機

能障害を引き起こす原因蛋白質としての PS2V が産生されることから、HMG-I の PS2 エクソン 5

への結合阻害によって PS2V の産生抑制さらには小胞体ストレスによる細胞死を抑制する可能

性を探索した。実際、HMG-I が PS2 の pre-mRNA に結合する特異的配列と同一の配列の RNA

を合成して「おとり」として細胞内に導入しておくと低酸素刺激によっても PS2V は産生されなかっ

た。また、低酸素刺激あるいは HMG-I を予め細胞に導入しておいた細胞では単独では細胞死

を引き起こさないツニカマイシン（小胞体ストレス）添加後、6 時間の時点でそれぞれ 20％、50％

の細胞死が観察されるが、この細胞死に対して上記「おとり」RNA は導入量依存的に効果を示し

た。 

この「おとり」が PS2V による神経細胞死を抑制することは AD 治療に結びつく結果であるが、

HMG-I の RNA 結合部位を遮断することが HMG-I 本来の DNA 結合能力に影響を与えないか

どうかを検討することは不可欠である。そこで HMG-I の DNA 結合能力に対して RNA 結合阻害

剤である「おとり」の影響について検討を行っている。 

以上の結果を 2 件の特許として出願し、論文も投稿済みである。 

以上のことから我々は、PS2V の産生を抑制し、孤発性アルツハイマー病の根本的治療法開

発に向け大きく前進したと考えている。今後は、HMG-I が低酸素刺激によって神経系の細胞で

のみ発現上昇することを鑑み、神経系の細胞とそれ以外の細胞での HMG-I 発現メカニズムの

違いを明らかにして、AD において神経細胞のみが何故選択的に脱落するのかを解き明かすヒ

ントをつかみ、AD 以外の血管性痴呆症、その他の神経変性疾患における HMG-I の関わりにつ

いても明らかにしていく予定である。 

２） ストレスセンサー群の活性制御に関する研究 

これまでに家族性アルツハイマー病に関連したプレセニリン1（PS1）の変異体は小胞体（ER）スト

レス時、ストレスセンサー蛋白質Ire1の活性化を阻害し、下流へのシグナル伝達を減弱させ、

GRP78をはじめとする分子シャペロン群の誘導を抑制することによって神経細胞死を引き起こしや

すくしていることを明らかにしてきた。そこでPS1変異体がIre1の活性化を阻害するメカニズムはPS1

自身の働きが失われた結果であるのか、新たに獲得された異常な機能によるものかを見極めるた

めにPS1のノックアウトマウス由来細胞、PS1/PS2ダブルノックアウト細胞、更にはPS1のγセクレター

ゼ活性を失わせた変異体発現細胞を用いてERストレス後のGRP78発現誘導と細胞死の程度を指

標に検討した。いずれの細胞においても各々に設けた対照群、正常群に対する有意な差は認め

られなかった。一方、家族性アルツハイマー病に関連した変異体を発現する神経芽細胞種、ノック

インマウス由来細胞においてはERストレス後、対照群に比べ有意にGRP78の発現誘導の減弱と脆

弱性が認められた。更にこの現象は、Ire1のみならず、ATF6、PERKといった他のERストレストラン

スデューサーの場合にも観察された。この結果は、変異PS1はIre1αを介するunfolded protein 

response (UPR) のシグナル伝達を障害させているだけでなく、ATF6による分子シャペロンの誘導、

PERKを介するタンパク質翻訳抑制のシグナル伝達にも影響を与えている可能性を示唆する。これ
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らの結果はJournal of Biological Chemistry誌に掲載された。また、このようなUPR全体の減弱にPS1

変異体がどのようなメカニズムによって寄与しているのかについて検討中であるが、手がかりとして、

ERストレス特異的に活性化するカスペース12の活性化様式を調べており、Ire1からのシグナルがカ

スパーゼ-12の活性化につながることも明らかにし、Journal of Biological Chemistryに掲載された。 

カスペース12はマウスでしか知られておらず、ヒトカスペース12の同定が世界中で進められてい

るが 2002 年 4 月現在、完全長が得られたと言う報告は無い。我々もカスペース 12 を特異的に認

識する抗体を作成し、ヒト神経芽細胞腫に小胞体ストレス特異的に活性化される断片を取得してい

る。現在、この断片のペプチドシークエンスを行いヒトに於いてカスペース 12 と同様に働いている

分子の同定を、マウスカスペース 12 の配列をプローブにしたヒトｃDNA ライブラリースクリーニングと

併行して進めている。 

再生・機能修復グループ 

1. MAG 受容体の同定 

MAG の受容体は binding partner と機能的なシグナルを伝達する因子からなる。この機能的なシ

グナルを伝達する因子がニューロトロフィン受容体 p75 であることを見い出した。MAG は大人の

DRG neuron あるいは生後の小脳顆粒細胞の突起伸展を阻害するが、この効果は P75 ノックアウト

マウスから得た神経細胞では見られなかった。また p75 を発現する細胞では MAG は Rho を活性化

したが、p75 を発現しない細胞では Rho の活性化は見られなかった。これらより MAG は p75 を介し

て、Rho を活性化することにより、神経突起の伸展を阻害していること示された。また MAG binding

と p75 の細胞膜表面での局在が一致しており、binding partner と p75 が連関していることが示唆さ

れた。さらにこの binding patner がガングリオシド GT1b であることを見い出し、GT1b と p75 が受容

体複合として機能していることを証明した。 

MAG の効果を阻害する方法として、p75 の細胞内ドメインに付着するペプチドを開発し、これが

Rho の p75 への付着を防ぐことによりサイレンサーとして働いていることを見出した。このペプチドは

中枢神経再生を促進する薬剤として使える可能性がある。 

2. ニューロトロフィン受容体 p75 のシグナル伝達 

突起伸展を促進するニューロトロフィンと逆の作用を持つMAGが同一の受容体p75に結合する

にもかかわらず、作用発現は逆であるという現象は、p75の幅広いシグナルを反映している。この現

象を解明するために、p75のシグナル伝達の質に関する決定機構の解明を試みた。その結果ニュ

ーロトロフィンで活性化されたp75はcAMP-PKAを活性化し、更に自身をリン酸化することによって、

シグナル伝達の場であるラフトに移動し、シグナル伝達の質を変えていることを見出した。 

3. 軸索伸展阻害に関与する新規因子 FIR 

末梢神経の再生時、シュワン細胞で発現上昇してくる新規の遺伝子を単離した。これは新規の

Rac に特異的な Rho guanine nucleotide exchange factor（GEF）であり、ERM ドメインを有していた。

受容体からのシグナルによりその機能が制御されていることが示唆された。FIR と名付けたこの Rac 

GEF を胎生期の海馬ニューロンに発現させると、神経軸索の伸長が抑制され、神経軸索の誘導因
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子として機能していることを示した。 

4. 軸索伸展阻害物質に対する耐性機構 

幼弱神経細胞の軸索は容易に再生し、軸索伸展阻害因子に不応性である。このメカニズムの解

明を試みた。幼弱神経細胞に特異的に発現している遺伝子の探索を行い、cyclin dependent 

kinase inhibitor である p21(Cipl/WAF1)を捉えた。この因子は通常は核に発現し細胞分化に関わ

っているが、分化後は細胞質に移動し、Rho kinase を直接不活性化し突起伸展作用をもたらすこと

が明らかになった。Rho の下流でその経路を阻害することにより、Rho を活性化する刺激に対して

不応性になることがわかった。 

３．研究実施体制 

ストレス蛋白グループ 

① 研究分担グループ長名：小川 智（金沢大学医学系研究科、教授） 

② 研究項目： 

 虚血耐性を示すアストロサイト由来の三種の新規ストレス蛋白を虚血負荷により神経細胞

死に陥りつつある神経細胞に導入し神経細胞を救うプロジェクト 

アルツハイマーグループ 

① 研究分担グループ長名：片山 泰一（大阪大学大学院医学系研究科、助手） 

② 研究項目： 

 孤発性アルツハイマー病「長期にわたる低酸素ストレスによって生じた PS2 スプライシング

変性によって引き起こされる」ことを解明する 

再生・機能修復グループ 

① 研究分担グループ長名：山下 俊英（大阪大学大学院医学系研究科、助教授） 

② 研究項目： 

 中枢神経系の再生が極めて困難である分子機序を解明し、その機序の制御により中枢

神経系の再生をめざす 
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