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1.研究実施の概要 

 本研究は、神経変性の基本メカニズムを解明し、現在治療法の全く無い神経変性疾患の

治療及び発症予防のための新しい方法論を開発することを目指している。そのために、ポ

リグルタミン病をモデルにした実験系を樹立し、これらの疾患モデルを徹底的に解析する

ことにより、一見異なる複数の神経変性疾患に共通する神経細胞変性の基本原理を分子レ

ベルで解明してきた。その結果、ポリグルタミン病のみならず、パーキンソン病などの神

経変性疾患の発症にVCPと呼ばれるATPaseが鍵分子として機能している可能性を支持する

証拠が蓄積してきた。すなわち、ポリグルタミンの発現によって、パーキンソン病の場合

と良く似て酸化ストレスが誘導されること、酸化ストレスによってVCPのATPase活性が顕

著に抑制されること、ATPase活性を失ったVCPはER ストレスと神経細胞死を誘導すること

が明らかになった。一方、VCP蛋白質は、酸化修飾以外にもリン酸化やアセチル化を受け

てそのATPase活性の調節を受けることが判明した。すなわち、VCPの酸化、リン酸化、ア

セチル化をコントロールすることで、神経変性疾患の治療・予防に繋がる可能性が生じて

来たと考えている。 

 

2.研究実施内容 

垣塚グループ： 

① 研究分担グループ長：垣塚 彰（京都大学大学院・生命科学研究科・教授） 

② 研究項目： 

ポリグルタミン病の発症機構について分子解析を行い以下の結果を得た。 

1) ポリグルタミンの発現と酸化誘導 

 パーキンソン病などの神経変性疾患の発症に酸化ストレスが関与することが古くか

ら提唱されている。我々がこれまでに樹立したテトラサイクリンを培地から除くとポ

リグルタミン(Q79)を誘導発現させることができるPC12細胞において、ポリグルタミン

の発現によって活性酸素種(ROS)が生じる可能性をROS感受性色素CM-H2DCFDAを用いて

解析した。その結果、ポリグルタミンの発現誘導後、CM-H2DCFDAシグナルの亢進した

細胞集団が有意に増加することがFACS を用いた解析で明らかになった。また、このと



き、ポリグルタミンの凝集部位と一致してCM-H2DCFDAシグナルが生じていることが蛍

光顕微鏡で観察された。 

2) 酸化ストレスによるVCP蛋白質の機能修飾 

 上述のように神経変性疾患の発症に酸化ストレスが関与する可能性が提唱されて久

しいが、酸化の標的となる鍵分子が同定されていないためにこの可能性は実験的に検

証されていない。我々は、いろいろな神経変性疾患の発症に深く関与していると想定

しているVCPこそが、これまで長らく探索されてきた神経変性疾患と酸化ストレスをつ

なぐ鍵分子であると考え、VCPのATPase活性が酸化ストレスによって影響を受けるか否

かを検討した。その結果、H2O2、ジアミドなどの酸化剤によってVCPのATPase活性が速

やかに低下することを見出した。また、この活性の低下はDTT処理で回復した。しかし

ながら、例えば10mMのH2O2および100µMのジアミドで37度10分間処理するとVCPのATPase

活性は完全に消失したが、そのような強い失活の場合はDTTによる回復は観察されなか

った。 

 次にこのような酸化により修飾を受けるVCP内のアミノ酸を同定するため、酸化処理

をしたリコンビナントVCPをトリプシンで分解後、そのペプチド断片に対してLC/MSを

用いた質量解析を行った。VCP蛋白質には12個のシステイン残基が存在するが、そのう

ちの３つのシステインが明らかな酸化修飾を受けることが判明した（それぞれcys69、

cys77、cys522）。次に、それらのシステインを酸化修飾を受けないアミノ酸に置換し

た変異体（レコンビナント）を作成した。未処理の状態では、個々の変異体のATPase 

活性には差が見られなかったが、酸化処理に対して、cys522の変異体のみがATPase活

性の低下をほとんど引き起こさなかった。このcys522は多細胞生物のVCPで高度に保存

されているが、酵母などの単細胞生物では保存されていない。実際、出芽酵母の

VCP(Cdc48)は、ほ乳動物のVCPに比べて、酸化処理に対して抵抗性であった。以上の結

果は、多細胞生物のVCP蛋白質は酸化・還元によってATPase活性の調節を受けているこ

とを示唆している。 

3) VCP蛋白質のリン酸化・アセチル化による機能修飾 

 上記の酸化修飾以外に、VCPがアミノ酸修飾を受けている可能性を検証するために、

質量分析計を駆使してVCP 蛋白質の質量解析を行った。その結果、リン酸化を受ける

可能性のある20ヶ所のセリンと10ヶ所のスレオニン、アセチル化を受ける可能性のあ

る15ヶ所のリジンを同定した。続いて、リン酸化を模倣するセリンをアスパラギン酸

もしくはグルタミン酸に変えた変異VCP（例えばS765D、S282D、S761E）やアセチル化

を起きないようにした変異体（例えばK696R）、アセチル化を模倣するリジンをアラニ

ンに変えた変異VCP（例えばK696A）をヴァキュロウィルスの高発現系で作成し、そこ

から変異VCP蛋白質を精製し、そのATPase活性を測定した。その結果、761番目のセリ

ンのリン酸化模倣体であるS761EのATPase 活性が顕著に上昇していた。一方、696番目

のリジンを同じ塩基性アミノ酸でアセチル化を受けないアルギニンに変えたK696Rでは、

ATPase活性がほとんど消失していること、そして、そのアセチル化模倣体であるK696A



では、ATPase活性が野生型以上に回復していることが判明した。282番目、761番目、

765番目のセリン、696番目のリジンとそれらの周囲のアミノ酸は種を超えてほとんど

同一であることからも、VCP蛋白質はリン酸化・脱リン酸化、アセチル化・脱アセチル

化によって、そのATPase活性の調節を受ける蛋白質であると結論された。 

 現在、同定した修飾アミノ酸と類似アミノ酸をもつVCPや酸化修飾を受けないVCPを

ショウジョウバエの複眼に発現させ、これらのハエとポリグルタミンを複眼に発現さ

せたショウジョウバエとの交配を行い、変異VCPの複眼の変性に対する効果を観察して

いる。ショウジョウバエの複眼の変性を回復させるVCPの変異体が同定された場合、同

じ変異VCPを発現させるトランスジェニックマウスを作成し、ポリグルタミン病のみな

らずパーキンソン病や筋萎縮性側策硬化症(ALS)マウスとの交配を行い、VCPの機能修

飾によって神経変性疾患モデルマウスを治療できる可能性を検証する予定である。す

なわち、VCP蛋白質のさらなる機能解析を押し進めることで、神経が変性する過程の詳

細な分子メカニズムと、さらには、治療への足掛かりを得ることができると考えてい

る。 

 

後藤グループ 

① 研究分担グループ長：後藤 由季子（東京大学・分子細胞生物学研究所・助教

授） 

② 研究項目： 

 細胞の生存及び死のシグナル伝達機構について分子解析を行い、以下の結果を得た。 

1) Akt及びJNKの生存および死のシグナル伝達における役割の解析 

 細胞の生死は細胞自身が内包する死のシグナル伝達と生のシグナル伝達という拮抗

する2つの生化学的活性の微妙なバランスの上に成り立っているという考えに基づき、

死のシグナル伝達と生のシグナル伝達に関わるAkt及びJNKが、神経変性の過程でどの

ように関わるかを培養細胞モデルを用いて解析を行い、以下の結果を得た。 

 生のシグナルに関与するAktのターゲットを探索し、p53のユビキチンリガーゼであ

るMdm2がAkt により直接にリン酸化され活性化されるという結果をこれまでに得てい

たが、さらにリン酸化されたMdm2が別の因子もユビキチン化するかを検討した。その

結果、Aktによってリン酸化されたMdm2が新たに細胞周期に関与する転写因子をユビキ

チン化する事を見いだした．この因子はDNA損傷などによるアポトーシス誘導に必須の

役割を果たす事からAkt-Mdm2経路がこの因子をユビキチン化し分解する事が生存促進

に貢献している可能性が考えられる。 

 また、ポリグルタミンの関与するタンパク質凝集体にJNK経路の上流キナーゼが局在

し細胞死に貢献しているという垣塚らのデータや、アミロイドbetaペプチド凝集体に

よる神経死にJNK活性化が必要であるという私達のデータから、JNK経路の神経変性に

おける重要性が示唆されている。そこでJNKによる細胞死誘導におけるターゲットにつ

いても探索を行った。その結果、JNKが14-3-3を直接リン酸化することを見いだした。



このリン酸化によって14-3-3とBaxの解離が起こり、これによってBaxがミトコンドリ

アに移行してミトコンドリアの膜透過性の上昇を引き起こす事が明らかになった．Bax

はアポトーシス誘導の鍵分子であるが、本研究によりその活性制御機構の重要な一端

が明らかになったと考えている． 

 今後、AktおよびJNKの生死制御機構を更に解析し、その知見を基に、神経変性疾患

に伴う細胞死を抑制する手段の開発を目指していきたい。 

 

3.研究実施体制 

垣塚グループ 

① 研究分担グループ長：垣塚 彰（京都大学大学院・生命科学研究科・教授） 

② 研究項目：ポリグルタミン病の分子解析 

1) ポリグルタミンの発現と酸化誘導 

2) 酸化ストレスによるVCP蛋白質の機能修飾 

3) VCP蛋白質のリン酸化・アセチル化による機能修飾 

 

後藤グループ 

① 研究分担グループ長：後藤 由季子（東京大学・分子細胞生物学研究所・助教

授） 

② 研究項目：生と死のシグナル伝達機構の解析 

1) Akt及びJNKの生存および死のシグナル伝達における役割の解析 
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