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１．研究課題名 
    VCP蛋白質の機能修飾を介した神経変性疾患の治療戦略の構築 
 
２．研究概要 
 現在我が国は、世界最高レベルの医療制度を誇っているが、神経変性疾患に代表される

いわゆる難治性疾患（難病）に対しては、画期的といえる治療法の開発は遅々として進ん

でいない。今後超高齢化社会に突入するわが国において、認知症に代表される神経変性疾

患を患う患者の急激な増加が予想され、今十分な対応策を講じておかなければ、今後予想

される医療費と人的負担の膨大な増加は、わが国の存亡をも左右しかねない事態になるこ

とは確実である。この状況は多くの先進国にも当てはまるが、世界でもっとも顕著な高齢

化社会を迎えつつある我が国にとって、この分野の研究の推進ほど緊急かつ重要な科学政

策はないとさえ言える。 
 神経変性疾患のみならず現在治療法がない難病に対する治療戦略を構築しようとする場

合、同じ方法(薬剤)によってできるだけ多くの疾患を治療することが理想的である。そのた
めには、多くの疾患の病態の根幹となる共通メカニズムを解明し、そこを治療標的とする

ことが何より重要となる。神経変性疾患は疾患ごとに特有の障害部位を有し、症状があま

りにも多岐にわたるため、多くの疾患に当てはまる発症の共通メカニズムは長く想定され

ることはなかった。我々は、神経変性疾患に共通する分子メカニズムの解明を目指し、90
年代初頭から研究を開始した。そして 1994 年には、遺伝性脊髄小脳変性症である
Machado-Joseph 病(MJD)の原因遺伝子の同定に成功し、MJD がハンチントン病(HD)と同じ
く原因遺伝子内のポリグルタミンをコードする CAG の繰り返し（CAG リピート）数が伸
長することが遺伝子レベルでの原因であることを明らかにした。1996年には MJD蛋白質に
由来する伸張したポリグルタミンが神経細胞内で凝集し、神経細胞の変性・細胞死を引き

起こすことを実験的に見いだし、MJD や HD と同じ遺伝子変異により発症する 9 つの遺伝
性神経変性疾患を「ポリグルタミン病」と呼ぶことを提唱した。さらに、他の優性遺伝性

神経変性疾患（アルツハイマー病・パーキンソン病・筋萎縮性側索硬化症等）においても、

原因遺伝子から作られる異常な蛋白質が細胞内外で凝集・蓄積することによって神経細胞

が変性に陥り脳から脱落していくことが主要な病態であることを提唱した。 
 神経変性疾患に認められる凝集物、例えばポリグルタミンの凝集物の病理的な意義とし

て、凝集物自体が直接的に細胞に障害を与えたり、重要な細胞内因子をトラップして細胞

毒性を果たすとの考えがある。我々は、これらの考えとは別に、異常蛋白質の蓄積・凝集

に対して生体反応が起こり、それが行き過ぎた状態が神経変性を引き起こしているという

立場で研究を進めている。即ち、異常蛋白質の蓄積が引き起こす細胞の生体応答（フィー

ドバック機構）こそが共通のメカニズムであり、その解明が多くの神経変性疾患に適応す

る治療法の開発に繋がるものと考えている。 
 このようなフィードバック機構を想定した時、異常蛋白質の蓄積を認知するセンサー蛋

白質の存在が推測できる。そこで、そのようなセンサー蛋白質の候補を見つける目的で、

伸長したポリグルタミンに結合する蛋白質の同定を試みたところ、分子量約 100kDaの蛋白
質を精製・同定することに成功した。この蛋白質は、VCP (valosin-containing protein)と言う
名前で報告されていた AAAファミリーに属する ATPaseであった。続いて、VCP蛋白質に
対する抗体を作成し、VCP と種々の神経変性疾患で認められる変性蛋白質との細胞内での
共局在を調べた。その結果、VCPは、HDや MJDの核内封入体やパーキンソン病などで認
められるレビー小体、さらには運動ニューロン内の蛋白質凝集体との共局在が確認され、

複数の神経変性疾患で病因蛋白質と考えられる変性蛋白を認識し、結合していることが判

明した。さらに、ショウジョウバエを用いた遺伝学的なスクリーニングでポリグルタミン

が引き起こす複眼変性を軽減する遺伝子として ter94 遺伝子（ショウジョウバエの VCP）
遺伝子の機能低下変異を同定した。これらの結果から、同じ VCP蛋白質が、異常蛋白質の
センサーとして働くのみならず、ポリグルタミンが引き起こす細胞変性・細胞死の実行蛋

白質と働いていることが強く示唆された。さらに 2004 年には、前頭側頭葉型痴呆を伴う
Inclusion Body Myopathy with Paget disease of bone and Fronto-temporal Dementia (IBMPFD)と
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いう優性遺伝病の原因遺伝子として VCP遺伝子が同定され、疾患を引き起こす幾つかのミ
スセンス変異が明らかになった。さらに、我々は VCP蛋白質がリン酸化やアセチル化など
の翻訳後修飾を強く受ける蛋白質であること、また、VCPの ATPase活性が酸化を受けると
容易に失活することなどを見いだしていた。 
 このような背景のもと、神経変性疾患の根幹となるフィードバック機構には VCPの機能
修飾が強く関与するとの考えに至り、本研究を提案するに至った。即ち、本研究では、研

究代表者がこれまでに開発してきた伸長したグルタミンリピート（ポリグルタミン）を発

現させるトランスジェニックマウス・ショウジョウバエ及び培養神経細胞による神経変性

疾患のモデルシステムを駆使して、これらのモデルにおける VCPの役割を解析することに
よって、神経変性疾患の根幹となるフィードバック機構の解明を目指すことを狙いとした。

さらに、酵母やショウジョウバエの遺伝学を用いて、VCP 蛋白質の新たな機能や想定され
るフィードバック機構に関わる他の蛋白質の同定と役割を解明すること、そして、得られ

た知見から、現在治療法のない神経変性疾患の治療及び発症予防のための全く新しい方法

論（戦略）を開発するための基盤の構築を目指した。 
 本研究で明らかになった点は以下のように要約される。 
I. VCP 蛋白質の定常状態でのアミノ酸修飾を網羅的に解析し、報告のあった 4 ヶ所のセリ
ンに加え、少なくとも新たに 10個所のセリン、 14 個所のスレオニン、 6個所のチロシ
ンがリン酸化を受け、22 個所のリジンがアセチル化の翻訳後修飾を受けることを明らか
にした。この内、16個のアミノ酸修飾がこれまで機能が知られていない D2α領域(646~765
のアミノ酸に対応)とよばれる種間で良く保存された領域に集中していた。実際、この領
域の Lys696 と Thr761 のアミノ酸を修飾模倣体や非修飾模倣体に置換すると VCP の
ATPase 活性が変化することが判明し、我々は、これまで機能が全く解っていなかったこ
の D2α領域を VAR (VCP ATPase Regulatory) domainと呼ぶことを提唱した。 

II. VCPは、何も処理していない培養細胞では細胞質に均質に分布するが、ポリグルタミン
の凝集を持つ PC12細胞などの培養神経細胞では、VCPは凝集体と共局在することに加え、
たとえポリグルタミンの凝集が細胞質にある場合でも、VCP が核に集積することを免疫
染色法で見いだした。同様な核への集積は、ポリグルタミンを発現させたマウス小脳プ

ルキンエ細胞、ショウジョウバエの複眼、そして、MJD の患者さんの神経細胞で確認で
きた。この VCP の核移行には VCP の Ser612、Thr613、Lys614 のアミノ酸修飾が関与し
ていること、即ち、これらのアミノ酸修飾を模倣するアミノ酸に置換した VCP(DEQ)を
PC12細胞に発現させると VCP(DEQ)は核に局在するばかりか、神経突起の退縮と細胞体
積の減少をしめした（この表現型を atrophic phenotypeと呼ぶ）。この時、コアヒストンで
ある H3や H4のアセチル化の低下を伴う転写機構の抑制とそれに引き続き全般的な蛋白
質の合成抑制が引き起こされた。さらに、VCPの核移行を阻害した PC12細胞やショウジ
ョウバエの複眼では、ポリグルタミンによって引き起こされるそれぞれ atrophic phenotype
と複眼の変性の抑制が観察され、どちらの場合もコアヒストンのアセチル化の低下も回

復していた。これらの結果から、細胞質にポリグルタミンのような異常蛋白質が蓄積す

ると VCPはアミノ酸修飾を受け、その結果核に移行し、コアヒストンの脱アセチル化を
伴う転写の抑制を引き起こし、蛋白質合成を抑制するというフィードバック機構が存在

することが示された。遺伝子や環境などの変化で過剰に供給された異常蛋白質の蓄積が

長く解消しないような場合には、このフィードバック機構が過度に働き、神経細胞の萎

縮が生じることが推測される。すなわち、この本来神経細胞を異常蛋白質の蓄積から防

御するためのフィードバック機構が、神経変性を引き起こす主要な要因の一つとなって

いることが推測された。 
III. ポリグルタミンを発現させたショウジョウバエの複眼やマウス小脳プルキンエ細胞に
おいて、DiOC6(3)という色素に対する著しい染色性の低下が観察された。ショウジョウバ
エの複眼をすり潰し、詳細な解析を行ったところ、ポリグルタミンの発現によって、フ

ォスファチジルイノシトール(PI)、フォスファチジルコリン(PC)、フォスファチジルエタ
ノールアミン(PE)、フォスファチジルセリン(PS)などのリン脂質のうち、PEと PCが全体
量として明らかに減少していることが判明した。より詳細な解析により、ポリグルタミ
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ンを発現させたショウジョウバエの複眼では、リノール酸(18:2)を含む幾つかのリン脂質
が相対的に激しく減少していること、さらに、餌にリノール酸を加えて飼育した場合に

は複眼の変性に変化はなかったが、リン脂質を豊富に含む鶏卵抽出エキスや最も低下の

激しかったリノール酸を２個含む PE(18:2/18:2)を餌に混ぜて与えた場合には、複眼の変性
が有意に回復した。この時、ポリグルタミンの凝集体の量や大きさには際立った変化は

観察されなかった。また、内在性 ter94の核移行およびアセチル化ヒストンの低下にも際
立った変化は観察されなかった。前述の解析結果と併せて考えると、ポリグルタミンの

発現による病態には少なくとも２つの作用点、すなわち核における修飾 VCPが引き起こ
す作用と細胞膜におけるリン脂質の異常（含有量の低下と組成の変化）が存在すること

が示唆された。 
IV. VCPは、ポリグルタミンの凝集物のみならずレビー小体などに共局在する。さらに、プ
ロテアゾーム阻害剤によって形成されるアグレゾームにも集積することから VCPは、細
胞内の凝集体に対して何かの積極的な働きを行っていると考え、その意義を培養細胞を

用いて解析した。その結果、VCPは ATPase活性を用いて、アグレゾームに代表される細
胞内の凝集物を解体する機能があることが明らかになった。一方、VCP をノックダウン
させた細胞や ATPase 活性が低下した変異 VCP を発現させた細胞では、アグレゾームや
ポリグルタミンの凝集体が形成され難くなる。以上の結果は、VCP は、単に異常蛋白質
を認識して結合するだけでなく、ATPase 活性によって細胞内の凝集体の形成と分解の双
方を仲介している蛋白質であることを示している。次に、IBMPFDに同定された変異 VCP
の解析を行った。解析したすべての IBMPFD-VCPは、ユビキチン化された蛋白質との結
合能が亢進していること、その ATPase活性が亢進していること、そして、アグレゾーム
やポリグルタミン等の凝集体形成能が亢進していることを見いだした。これらの変異

VCP は、単独でショウジョウバエの複眼に発現させても何も表現型を示さなかった。し
かしながら、ポリグルタミンと共発現させるとポリグルタミン単独の場合に比べて顕著

に複眼の変性を増強した。ところが培養細胞の場合と異なり、この時、ポリグルタミン

の凝集体の数や大きさに明らかな変化は観察されなかった。すなわち、IBMPFD に同定
された変異 VCPは、異常蛋白質と共存した時に、細胞の変性を増強する活性があること、
そしてその主要な原因は ATPase活性の上昇であることが示唆された。 

V. VCPと物理的に相互作用する分子として PEX19を同定した。PEX19はペルオキシゾーム
へ膜蛋白を運搬することが知られている蛋白質である。そこで、ペルオキシゾームを含

め細胞内小器官への蛋白質輸送と VCP の関係を解析した。その結果、VCP 及び PEX19
のノックダウン細胞では、カタラーゼが細胞質に蓄積することが判明し、VCP/PEX19 は
複合体としてカタラーゼのペルオキシゾームへの輸送を担っていることが明らかになっ

た。カタラーゼが細胞質に漏れ出ている VCP ノックダウン細胞では、basal level のみな
らず H2O2などの ROSを産生する薬剤で処理した時の細胞内の ROSの量が劇的に減少す
ることが観察された。VCP は ROS に出会うと主要な ATPase ドメイン内の 522 番目の
Cys(Cys522)が酸化され、ATPase活性が失活する。実際、VCPのノックダウンと同様なカ
タラーゼの細胞質への蓄積が、ATPase活性をなくしたVCPの過剰発現でも観察され、ROS
を産生する薬剤で処理した細胞では、カタラーゼが細胞質に漏れ出てくる像が観察され

た。さらに、このカタラーゼの細胞質への漏出は、VCP の過剰発現で抑制された。これ
らの結果から、我々は細胞内酸化に対する以下のような新たなフィードバック機構の存

在を提唱する。即ち、VCPは細胞内で ROSを感知するセンサー機能があり、VCPの Cys522
が酸化を受けるとカタラーゼをペルオキシゾームに運搬する機能が低下し、細胞質にカ

タラーゼが増加し ROSの分解が亢進する。その結果、ROSが減少し、細胞内の抗酸化物
質の回復が進む、それに伴い VCPの Cys522の酸化も徐々に解消し、VCPの ATPase活性
が回復すると共に、カタラーゼがペルオキシゾームに再び運搬されるようになる。

IBMPFD の原因となるような ATPase 活性の上昇した VCP の元では、カタラーゼのペル
オキシゾームへの運搬が過度に強くなり、結果として、ペルオキシゾーム以外の細胞質

や核での ROSレベルが上昇し脳や筋肉では組織障害に繋がっている可能性が推測される。 
VI. VCP 蛋白質の新たな機能を探る目的で２つの方法を用いて出芽酵母での遺伝学的解析



 5 

を行った。一つの方法では、VCP の発現がないと生育できない温度感受性株の樹立を行
い、37℃（制限温度）では VCP の発現がないと生育できない温度感受性株を分離した。
この株では、GPI10という ERで GPIアンカーを形成するマンノシルトランスフェラーゼ
遺伝子内のミスセンス変異が温度感受性の原因変異となっていることを突き止めた。こ

の温度感受性株をVCPの発現がない状態で 37℃で飼育すると出芽の停止とそれに引き続
いて DNAの過剰複製が生じることが判明し、VCPの発現によって出芽の回復と DNAの
過剰複製の抑制が観察された。以上の結果から、VCP には、少なくとも酵母において、
出芽の手助けと DNAの過剰複製を抑制する機能があることが示唆された。 
 もう一つの方法では、出芽酵母の VCP ホモローグである Cdc48 の温度感受性株
(Cdc48-3)をレスキューする multi-copy suppressor の同定を行い、Rfu1(Regulator of free 
ubiquitin chain 1)と名付けた遺伝子を同定した。遺伝学的解析及び生化学的解析から、Rfu1
は Doa4と呼ばれる脱ユビキチン化酵素の活性を阻害する negative regulatorであると結論
した。細胞内のユビキチンは、モノマー(free Ub)、オリゴマー（Ub chain）、蛋白質に結合
したコンジュゲイティドフォーム(conjugated Ub)の３つの形態で存在する。なかでも free 
Ubは直接ユビキチン化に利用されるため、その量は厳格に調整される必要がある。例え
ば heat shock時には変性蛋白質の処理のために大量の free Ubが消費されるが、減少した
free Ub がどのように補われるかはこれまで明らかになっていなかった。本研究で、heat 
shockにより、Rfu1の減少と Doa4の増加が起こることによって、Ub chain から free Ub
が供給されることが明らかになり、Ub chainが平常時では free Ubのリザーバーとしての
役割を担うこと、そして、そのリザーバーからの free Ubの放出時に脱ユビキチン化酵素
とその negative regulator のバランスをシフトすることで調節が行われていることを明ら
かにした。この調節機構は free Ubの量を維持するためのフィードバック機構と思われる。 

VII. 培養細胞の培地に[α-33P]UTP を加えるだけで、細胞内の RNA 合成（特に rRNA）を
autoradiographyで簡単に検出できることを見いだし、この方法を VRS 法(Visualization of 
RNA Synthesis method)と名付けた。いろいろな条件や試薬を加えた後 VRS 法で rRNA合
成を調べたところ、細胞をツニカマイシン(Tm)、サプシガルジン(Tg)、プロテアゾーム阻
害剤(PSI)で処理すると著しい rRNA の合成低下が引き起こされることが判明した。これ
らの薬剤に共通する作用として ER ストレス誘導が知られている。実際、ER 膜に存在す
る３つのセンサー蛋白質、IRE1α, PERK, ATF6の内、PERKのノックダウンで Tm、Tgに
よる rRNAの合成抑制が解除された。一方、PERKノックダウン時でも PSIによる rRNA
の合成抑制の解除は起こらなかったが、PSI処理時には、PERK の下流である elF2αのリ
ン酸化が観察され、このリン酸化が Tm、Tg、PSI処理時に共通する作用点であることが
判明した。elF2α のリン酸化は翻訳抑制を引き起こすことが知られており、PSI 処理、サ
イクロヘキサミド処理、また elF2αのノックダウンによっても翻訳抑制がおこり、同時に
rRNAの合成抑制が生じることが判明した。この時、細胞内の ATP量を測定すると ERス
トレス時でのATPの減少を rRNAの合成抑制によって軽減していることが明らかになり、
細胞が ATP を過剰に消費するようなストレス化では、rRNA の合成を低下させることで
細胞内の ATPの低下を抑制するメカニズムが存在することが判明した。elF2αの Ser51の
リン酸化は、酸化ストレス、アミノ酸飢餓、ウィルス感染、紫外線を浴びた時等にも誘

導される。即ち、生体は、ATPの消費を伴う多種多様なストレス存在下で elF2αのリン酸
化を通して、翻訳抑制のみならず、rRNAの転写の抑制を誘導し、ATPの節約を行ってい
ることが明らかになった。節約された ATP は、例えば ER ストレスの場合、シャペロン
の機能、ERからの異常蛋白質の引き出し、ユビキチン化、プロテアゾームによる蛋白質
分解などで有効に利用されるのであろう。本システムは、ATP を必要とするストレス時
に ATP の減少を緩和するために生体が持っているフィードバック機構の一つであると考
えられる。 

VIII. リコンビナント VCPの ATPase活性を指標に、低分子化合物ライブラリーのスクリー
ニングを行い、1 μM以下の IC50で VCPの ATPase活性を阻害する物質を見出した。これ
らの物質をリード化合物として、新規化合物の合成を行った。 

 
 



 6 

３．研究構想 
 生物はいろいろな内的及び外的な環境の変化（ストレス）に巧みに対応することで、恒

常性の維持を成し遂げている。これがストレス応答で、その中で最も普遍的に使われてい

るシステムがフィードバック機構である。生物の進化を考えた時、本質的に生物が疾病の

ためのメカニズムを選択することはないと思われる。原型はあくまでも生物のためのメカ

ニズムであるはずである。しかし、本来生物にとって有利であるはずのストレス応答機構

であるが、時にその反応が過剰に起こることで、生物にとって返って不都合な状況が作り

出されることがある。例えば、ウィルスや細菌感染時での免疫反応は、本来、生体を病原

体から守るシステムであるが、過剰な免疫反応は体力の消耗を招き時に患者を死に至らせ

しめる。我々は、多くの神経変性疾患の根底にある分子機構には、異常蛋白質の蓄積・凝

集に対して生体が反応しているフィードバック機構があり、それが行き過ぎた状態が神経

変性を引き起こしているという考えを基本として研究を行っている。本研究では、このフ

ィードバック機構の中心に VCPという ATPaseを位置づけ、神経変性疾患における VCPの
役割の解明を主目的とした。この目的のため、神経変性疾患のモデルとしては、「ポリグル

タミン病」を用い、我々が長年に渡り開発してきたポリグルタミンを発現させるトランス

ジェニックマウス・ショウジョウバエ及び培養神経細胞によるモデルシステムを駆使し、

これらのモデルにおける VCPの役割を解析すること、LS/MS/MSを用い VCPの正常および
ポリグルタミン病モデルでの VCPのアミノ酸修飾を同定しその意義を解明すること、ポリ
グルタミンなどの異常蛋白質の凝集体形成における VCPの役割を解明すること、VCPと相
互作用する蛋白質を網羅的に解析すること、酵母やショウジョウバエの遺伝学的手法を用

いて VCPと機能的に相互作用する分子の同定とその解析を計画した。VCPと相互作用する
蛋白質の網羅的解析からVCPが PEX19と協調してカタラーゼのペルオキシゾームへの輸送
を制御することが判明したので、その意義を解明する実験を計画した。また、ポリグルタ

ミン病のモデルショウジョウバエにおいて、ポリグルタミン発現細胞で著しいリン脂質の

減少が起こっていることを見いだしたので、このリン脂質の減少の意義を解明する実験を

計画した。さらに、ストレス化での ATP 量の制御という視点から、rRNA の合成を簡便に
解析する方法を開発し、ストレス下での ATP の節約における rRNA 合成抑制の意義を解明
する実験を計画した。 
 
 具体的には、以下の実験を行った。 
I. VCP のアミノ酸修飾の解析 

II. VCP が担う異常蛋白質に対するフィードバック機構の解明 
III. ポリグルタミンの発現によって著減するリン脂質の解析 
IV. 凝集体形成における VCP の両面性機能の解明 
V. VCP が担う酸化解消フィードバック機構の解明 
VI. 酵母を用いた VCP と機能的相互作用をする新規機能蛋白質の解析 
VII. ストレス時での ATP の節約のためのフィードバック機構の解明 
VIII. VCP の ATPase 活性を制御する物質の同定 
 
４．研究実施内容  
(1)実施の内容 
I．VCP のアミノ酸修飾の解析 

I－１．VCP の蛋白質構造 

 VCPは、ATPaseのサブファミリーとして AAA (ATPases Associated with diverse cellular 
Activities)に属する。AAA に属する ATPaseは、共通する構造として、ATPを結合するWalker 
Aモチーフ(WA)、ATPaseの加水分解に関わるWalker Bモチーフ(WB)に加えて、それらの C
末部位によく似たアミノ酸配列からなる SRH(Second region of homology)領域をもつことを
特徴とし（図 1）、このWA、WBと SRH領域の協調作用で ATPを加水分解すると考えられ
ている。VCPは、大きく４つの領域、N末領域、D1 ATPase (D1)領域、D2 ATPase (D2)領域、
Ｃ末領域からなり、2つの AAA familyに特徴的な ATPase 領域を持つ(図 1)。その内、主要
なATPase活性を担うのは D2 ATPase領域と考えられている。２つの ATPase領域にはATPase 
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ドメインに続いて機能未知な α へリックスに富む領域が続き、それぞれ D1α、D2α ドメイ
ンと呼ばれる(図 1)。N末領域は、ユビキチンや変性蛋白を結合・認識する機能および Npl4、
Ufd1、p47などの co-factorとの結合領域であることが示されている。 
 

 
  図 1. VCP の蛋白質構造の模式図 

VCP蛋白質は、N末領域、２つの ATPase (D1 and D2)領域と C末領域から構成される。
ATPase領域には、Walker A モチーフ (WA), Walker B モチーフ (WB)と second region of 
homology (SRH)からなる ATPaseドメインがあり、各 ATPase ドメイン (D1 and D2) から
は、それぞれD1α and D2αドメインと呼ばれるα-へリックスに富むドメインが続く。L: リ
ンカードメイン。 

 
I－２．VCP 内の新規アミノ酸修飾部位の同定 

 VCPのATPase活性を阻害もしくは活性化する物質をスクリーニングするためにバキュロ
ウィルスを用いた発現系でリコンビナント VCP を大量に作成した。この VCP を２次元電
気泳動法を用いて解析すると等電点の異なる複数のスポットとして観察された。そこで、

それぞれのスポットを切り出し、MALDI-TOF解析を行った。その結果、 このリコンビナ
ント VCPは幾つかの場所でリン酸化とアセチル化を受けていることが示唆された。VCPが
アセチル化を受けるとの報告はこれまでになく、VCP のような細胞質に主に局在する蛋白
質がアセチル化を受ける例はチュブリンなど一部の蛋白質にも見られるが、それほど一般

的ではない。VCP のアミノ酸配列は種間で非常によく保存されており、例えば、ヒト、マ
ウス、ラットでは完全に一致し、ヒトとショウジョウバエの間でも 84％のアミノ酸が一致
する。さらに、このリコンビナント VCPに推測された修飾を受けるアミノ酸及びその周辺
のアミノ酸配列は種間で良く保存されており、これらのアミノ酸修飾は、VCP の種を超え
た多機能性に密接に関わっていることが推測された。そこで、FLAG タグの VCP をヒトの
HEK293T細胞に発現させ、抗 FLAG抗体で免疫沈降させた VCPのアミノ酸修飾の全容解明
を目指した。これまでに、VCP内の翻訳後アミノ酸修飾を受ける部位として、Ser7, Ser352, 
Ser746, Ser748, Ser784, Tyr805が知られていたが、LC/MS/MS法による質量解析を行った結
果、これまでに同定されていた 4個所のセリンに加え、少なくとも新たに 10個所のセリン、 
14 個所のスレオニン、 6 個所のチロシンがリン酸化を受け、22 個所のリジンが、アセチ
ル化の翻訳後修飾を受けることが明らかになった。 
 これらの修飾アミノ酸の内、16個が N-末端領域、15個が D1領域、29個が D2領域に同
定された。C-末端領域は対応するペプチド自体が検出されず、イオン化が難しいことが推
測された。D2 領域の内、16 個が D2α 領域に集中していた。アセチル化修飾を受けるリジ
ンには、WA内の ATPの結合に必素の Lys251と Lys524が含まれており、これらのリジンが
直接アセチル化を受けることで D1、D2領域の ATPase活性が失活する場合があることが示
唆された。N-末端領域は、Ufd1 などのパートナー蛋白質の結合領域であるので、これらの
修飾によってパートナーの使い分けが行われていることが予測される。一方、D2α 領域の
機能は不明であったが、D2α領域そのもの、さらには同定された修飾を受けるアミノ酸は、
種間で非常によく保存されており、これらの修飾が種間を超えて VCPの機能修飾に関わる
ことが予測された。実際、この領域の Lys696と Thr761のアミノ酸を修飾模倣体や非修飾模
倣体に置換すると VCP の ATPase 活性が変化することが判明し、この領域のアミノ酸修飾
によって VCPの ATPase活性が調節されている可能性が示された。これらの結果から、我々
は、これまで機能が全く解っていなかったこの D2α 領域を VAR (VCP ATPase Regulatory) 
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domainと呼ぶことを提唱した。 
 
I－３．VCP 蛋白質の Thr761 のリン酸化の解析  

 前述したように、Thr761 番目のスレオニンをリン酸化を模倣する酸性アミノ酸であるグ
ルタミン酸もしくはアスパラギン酸に置換した VCP(T761E)、VCP(T761D)は、野生型に比
べて 2~3倍の ATPase活性を示した。このような強い ATPase活性をもつ VCPが存在する
ならば、おそらく何か特別な機能を担っていることが推測される。そこで、Thr761 をリン
酸化スレオニンに置換したペプチドを合成し、このリン酸化を特異的に認識する抗体を作

成し、細胞染色を行った。するとこの抗体は、間期ではセントロゾームを細胞分裂期には

スピンドルポールとミッドボディを特異的に染色した（図 2）。これらの結果は、リン酸化
もしくはアセチル化を受けることによって VCP の ATPase 活性や局在がコントロールされ
ている可能性を示唆している。即ち、VCP の多機能性は、たくさんのアミノ酸が修飾され
ることで発揮されることが強く推測される。 
 

 
 
 図 2. 761 番目の Thr のリン酸化を認識する抗体での細胞染色像 

761番目の Thrのリン酸化を認識する抗体は、増殖期にある HeLa細胞で、間期ではセン
トロゾームを細胞分裂期にはスピンドルポールとミッドボディを特異的に染色した。 

 
 FLAGタグを付けた野生型 VCPと VCP(T761E)を培養細胞に発現させ、FLAG抗体で免疫
沈降した後、抗ユビキチン抗体や VCPの co-factorである Ufd1、Npl4、p47に対する抗体で
一緒に落ちてきたこれらの蛋白質量を western blotで定量した。一緒に落ちてきたこれらの
蛋白質の量は、両者でほとんど違いがなかった（後述）。次に、VCP(T761E)をショウジョウ
バエの複眼に発現させた。VCP(T761E)の単独発現では、複眼の変性を誘導することはなか
った（後述）。一方、VCP(T761E)を全身で発現させたショウジョウバエは、野生型ショウジ
ョウバエを全身で発現させた場合に比べて短命であることが明らかとなった（後述）。 
 
I I．VCP が担う異常蛋白質に対するフィードバック機構の解明 

II－１．ポリグルタミンの発現とヒストンのアセチル化の低下 

 これまでに幾つかのグループが、ポリグルタミンの発現によりコアヒストンである H3や
H4のアセチル化の低下を伴う転写機能の低下が引きおこされること、その時、ヒストンの
アセチル化(HAT)活性をもつ CBP などの主要な転写 co-activator がポリグルタミンの凝集に
巻き込まれることによって細胞全体で HAT活性の低下が起こることを提唱していた。 
 同様な結果が観察されるかどうかを H3の Lys9 / Lys14のアセチル化、H4の Lys5のアセ
チル化を認識する抗体を用いて我々の実験系で検証した。例えば神経様細胞である PC12細
胞では、ポリグルタミンの発現によってこれら２つの抗体が認識するヒストン H3と H4の
アセチル化の低下が観察された。しかしながら、このアセチル化の低下はブチレイトなど



 9 

のヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)の阻害剤で正常細胞と同レベルまで復帰したことか
ら、ポリグルタミンによって観察されるヒストンのアセチル化の低下は、HAT 活性の低下
ではなくヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)の活性の亢進によることが示唆された。ポリグ
ルタミンを発現するマウス小脳プルキンエ細胞でも、同様な H4のアセチル化の低下が観察
されたが、H3のアセチル化はあまり影響を受けていなかった。 
 培養細胞をより詳細に観察すると、ポリグルタミンの凝集を核に持つ細胞よりポリグル

タミンの凝集を細胞質に持つ細胞の方が、かえってヒストンのアセチル化の低下が強く起

こっている像が観察された(図 3)。次に、核移行シグナル(NLS)もしくは核排除シグナル(NES)
を付加した 79リピートのポリグルタミン(Q79)を PC12細胞に発現させ、ヒストンのアセチ
ル化の低下を観察した。すると、やはり、細胞質で凝集体が形成される NES-Q79を発現さ
せた時の方が、核で凝集体が形成される NLS-Q79を発現させた時よりもより多くの細胞で
ヒストンのアセチル化の低下が観察された。ヒストンのアセチル化の低下が観察された

PC12細胞では、神経突起の退縮が引き起こされるが、HDAC阻害剤によってこの退縮は抑
制できなかった。従って、ヒストンのアセチル化の低下は、マーカーとしては優れている

が、病態の本体とは少し離れたものと考えられた。 
 

 
 図 3. ポリグルタミンの発現場所とアセチル化ヒストンの低下 

 H3/H4 のアセチル化の低下を示す細胞は、核内にポリグルタミンの凝集をもつ細胞より
細胞質にポリグルタミンの凝集をもつ PC12細胞で、より高頻度に観察された。**p < 0.01 

  
 
 これらの観察結果は、従来考えられているメカニズムではなく、ポリグルタミンのよう

な異常な蛋白質が細胞（特に細胞質）に蓄積すると核に情報が伝わり、ヒストンの脱アセ

チル化を伴う転写機構の抑制が引き起こされるとの考えによく合致すると思われた（後述）。 
 
I I－２．VCP の核移行と新たな連続するアミノ酸修飾 

 VCP 蛋白質に対して免疫染色を行うとほとんどの細胞で細胞質が均質に染色される。一
方、ポリグルタミンを発現させた PC12 細胞やマウス小脳プルキンエ細胞で VCP を免疫染
色すると VCPはポリグルタミンの凝集体に強く局在する。 
 それに加えてポリグルタミンの凝集体を持つ細胞では、たとえポリグルタミンの凝集が

細胞質にあっても VCPが核へ移行している細胞が頻繁に観察されることに気がついた（図
4）。同様に、ポリグルタミン病の一つである Machado-Joseph 病（MJD）の患者さんの罹患
部位の脳切片の染色を行うとポリグルタミンの凝集を持つ神経細胞で有意に VCPの核移行
が確認され、ポリグルタミンの凝集を持つ神経細胞では、VCP の核移行が引き起こされて
いることが示唆された。即ち、VCP は前述した核への情報伝達を担う分子の候補としての
性質を備えていると考えられた。 
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 図 4. 神経細胞におけるポリグルタミンの凝集と VCP の局在 

 79 リピートのポリグルタミン(polyQ)(赤)を発現させた培養 PC12 細胞では、VCP(緑)は、
ポリグルタミンの凝集に局在することに加え、核に移行する（矢頭）。  

  
 この VCPの核移行には VCPのアミノ酸修飾が関わると予測し、ポリグルタミンと FLAG
タグの VCPを共発現させた細胞から VCPを回収し、LC/MS/MS法による修飾アミノ酸の同
定を行った。すると、伸長したポリグルタミンと共発現した場合に、VCP 内の哺乳動物で
良く保存されている Ser612、Thr613、Lys614 がそれぞれリン酸化、リン酸化、アセチル化
を受けていることが明らかとなった（図 5）。このような 3 つのアミノ酸の同時修飾は、細
胞をプロテアゾーム阻害剤で処理した場合にも観察されたが、健常者の長さのポリグルタ

ミンとの共発現では観察さえたなかったため、この修飾は異常蛋白質の蓄積と関連する修

飾であることが示唆された。 

 
 図 5. ポリグルタミンの蓄積・業種に伴い修飾を受ける VCP 内のアミノ酸部位 
   
I I－３．修飾模倣体による表現型 

 この修飾の意義を解析するために、修飾を模倣するアミノ酸置換を行った。例えば、Ser
のリン酸化を模倣するアミノ酸として酸性アミノ酸であるアスパラギン酸(D)に、Thr のリ
ン酸化を模倣するアミノ酸としてやはり酸性アミノ酸であるグルタミン酸(E)に、リジンの
アセチル化を模倣するアミノ酸として中性アミノ酸であるグルタミン(Q)に、さらに、修飾
を受けないアミノ酸としてアラニン（A）への置換をいろいろなコンビネーションで行い、
PC12細胞に発現させた。すると、３つのアミノ酸を全て修飾模倣体に置換した VCP（以下
VCP(DEQ)と呼ぶ）を発現させた細胞では、VCP(DEQ)の核局在が 60%以上の細胞で観察さ
れた。さらに驚いたことに、VCP(DEQ)が核移行した細胞では、PC12 細胞の神経突起の退
縮と細胞体の萎縮が観察された（図 6）（以下、この表現型を atrophic phenotypeと呼ぶ）。 
 この時、VCP(DEQ)体の核移行によって、ヒストン H3 と H4 のアセチル化の低下が誘導
されることが判明した。これらの観察結果は、まさに VCPが核への情報を伝達する分子で
あることを強く示唆している。 
 次に、単に VCPの核移行が重要なのか VCPの修飾体の核移行が重要なのかを調べるため
に、核移行シグナル(NLS)、核排除シグナル（NES）を野生型 VCP及びいくつかの代表的な
修飾模倣体に付加して PC12細胞に発現させ、その表現型の観察を行った。その結果、野生
型 VCP を NLS で強制的に核移行させてもヒストンのアセチル化の低下及び atrophic 
phenotypeは全く誘導されなかった。一方、VCP(DEQ)に NESを付けて核に行かなくした場
合も両者は全く誘導されなかった(図 6)。これらの結果から、Ser612、Thr613、Lys614の３
つのアミノ酸修飾を受けた VCP の核移行が、ヒストンのアセチル化の低下を伴う atrophic 
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phenotypeの誘導に重要であることが明らかとなった。 
 
 

 
 図 6. 野生型 VCP と修飾模倣体 VCP の核移行と atrophic phenotype の関係 
 
I I－４．VCP の核移行の阻害と atrophic phenotype の抑制 

 次に、VCP の核移行を阻害することで、ポリグルタミンの発現によって誘導されるヒス
トンのアセチル化の低下と atrophic phenotypeの抑制を引き起こせないか検証した。多くの
キナーゼでは、活性化に伴うリン酸化部位をアラニンに置換すると野生型に対してドミナ

ントネガティブ体として働くことが示されている。VCP は 6 量体を形成することから、
Ser612、Thr613、Lys614を全てアラニンに置換した VCP(AAA)が野生型 VCPのポリグルタ
ミンによる核移行を阻害する可能性を検証した。しかしながら、VCP(AAA)の過剰発現によ
ってもポリグルタミン発現時での内在性 VCPの核移行を阻害することはできなかった。次
に、NESを用いて内在性VCPの核移行を阻害する実験を行った。野生型VCP及びVCP(AAA)
は、NESを付与して細胞に過剰発現させると、ポリグルタミンによる内在性 VCPの核移行
を阻害すること、さらにその時、ヒストンのアセチル化の低下と atrophic phenotypeが共に
抑制されることが判明した（図 7）。 
 

 
図 7. VCP の核移行の阻害によるヒストンの脱アセチル化と atrophic phenotype の抑制 

ポリグルタミンを tet-offで発現させる PC12細胞において NES-VCPsは、ヒストンの脱ア
セチル化及び atrophic phenotypeを抑制した。**p < 0.01 

 
 我々が、ショウジョウバエの遺伝学的手法を用いて、ポリグルタミンが引き起こす神経

変性の実行因子の候補として ter94(ショウジョウバエの VCP)を同定した時、ter94をポリル
タミンと共発現させると複眼の変性が増強された。一方、哺乳動物の野生型 VCPをポリル
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タミンと共発現させた場合には、複眼の変性が抑制されるという全く逆の表現型が観察さ

れ、この相違の起こる理由が長らく大きな謎であった。ter94では、Lys614にあたる Lysは
保存されているが、Ser612、Thr613 に相当する Ser、Thr は別のアミノ酸に置き換わってい
る（図 5）。 
 そこで、PC12細胞の結果とは必ずしも一致しないが、ショウジョウバエの細胞では、哺
乳動物の VCPは ter94の核移行に対して阻害的に働いていると想定し、その確認を行った。
予想どおり、ショウジョウバエの複眼では、共発現させた VCPはポリグルタミンの発現に
よっても核移行しておらず、ヒストンのアセチル化の低下も抑制されていることが判明し

た。これらの実験結果から、ポリグルタミンが引き起こすヒストンのアセチル化を伴う

atrophic phenotypeの誘導には、VCPのアミノ酸修飾とそれに引き続く修飾 VCPの核移行が
重要な役割を果たすことが示された(後述)。 
 
I I－５．修飾 VCP による転写抑制と蛋白質の合成阻害 

 次に RNAポリメラーゼ IIによって転写されるプロモーターに対する VCP(DEQ)の影響を
解析した。この実験では、VCP(DEQ)の発現ベクターと pomp-Luc などのルシフェラーゼを
発現するベクターをコトランスフェクションし、ルシフェラーゼ mRNA の発現を Northern 
blotで解析した。コントロールとして、RNAポリメラーゼ Iによって転写される rRNAのプ
ロモーター下で Lucを発現する発現ベクターを用いた。その結果、VCP(DEQ)の発現によっ
て、rRNA のプロモーターは影響を受けなかったが、CMV などの RNA ポリメラーゼ II に
よって転写されるプロモーターの活性は抑制された。また、この転写抑制は、atrophic 
phenotype と同様ブチレイトの添加によっては回復せず、やはり、ヒストンのアセチル化の
低下は顕著な変化を示すマーカーではあるが、転写抑制に付随する表現型で、本質的なも

のではないことが再確認された。 
 次に全般的なRNAポリメラーゼ IIの転写抑制が atrophic phenotypeを引き起こす分子メカ
ニズムとして蛋白質の全般的な合成阻害を考え、それを確認する実験を行った。そのため

に、GFPを繋いだ野生型 VCP、VCP(AAA)、VCP(DEQ)を tet-offプロモーターの制御下で発
現する PC12細胞を樹立した。培地からテトラサイクリンを除くと、同調して GFP融合 VCP
をほぼ同じレベルで発現する細胞株を選択した。これまでの結果と同じように、VCP(DEQ)
のみが核に移行し、神経突起の退縮と atrophic phenotypeを示した。この時、S35-Met/Cysで
新規の蛋白合成量をモニターすると、VCP(DEQ)を発現する細胞のみで、経日的に新規の蛋
白質合成が低下してくることが明らかになり、転写抑制に引き続いて誘導される新規の蛋

白質合成の低下が、atrophic phenotypeを引きおこす原因であると考えられた。 
 VCP(DEQ)体が引き起こす転写抑制の分子機構を探るため、VCP(DEQ)と相互作用する分
子の網羅的解析を行った（産総研の夏目徹博士、家村俊一郎博士との共同研究）。具体的に

は、FLAGタグの VCPを HEK293細胞に発現させ、抗 FLAG抗体で免疫沈降し、共沈して
くる分子を全て質量解析で網羅的に同定するという方法である。コントロールとして用い

た野生型 VCPと共沈する分子は以外と少なく、ほとんどのものがこれまで報告のある分子
であったが、報告されている分子でもこのアッセイでは共沈してこないものも存在してい

た。一方、野生型 VCP とは相互作用しないが、VCP(DEQ)と相互作用する蛋白質を幾つか
同定できた。その中には、importin が含まれており、VCP(DEQ)が核移行することを説明す
る結果が得られ、この方法が上手く働いていることが示唆された。これまで、VCP と相互
作用する分子として HDAC6が報告されているが、このアッセイでは HDAC6は野生型 VCP
ともVCP(DEQ)とも共沈してこなかった。また、VCP(DEQ)の核移行によって、内在性HDAC6
が核移行するような像は、培養細胞の免疫染色でも観察されなかった。現在、VCP(DEQ)
と共沈降する分子の機能を順次 saran等を用いて解析している。 
 これらの実験と平行して、ショウジョウバエの siRNA の発現ラインとポリグルタミンを
複眼に発現するポリグルタミン病モデルショウジョウバエとの掛け合わせを行い、siRNA
によってポリグルタミンによる複眼変性が抑制される遺伝子の検索を行った。その結果、

複眼の症状が回復したラインの中には、ter94の核移行が抑制されているもの、ter94は核に
移行しているがヒストンのアセチル化の低下が抑制されているもの、ter94 の核移行もヒス
トンのアセチル化の低下も回復していないものが同定されている。これらの遺伝子産物の
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哺乳動物細胞での役割に興味がもたれる。 
 
I I－６．細胞質に蓄積した異常蛋白質に対するフィードバック機構 

 生体内で異常な状態が作られた時、生体はそのような異常状態を解消するための応答反

応を引き起こし（ストレス応答）、異常な状態を解消しようとする。このようなストレス応

答の中心となるメカニズムがフィードバック機構である。例えば、ERに異常な蛋白質が蓄
積した時、細胞は異常蛋白質の量を軽減するために、翻訳抑制、シャペロンの誘導、

ERAD(ER-associated protein degradation)と呼ばれる異常蛋白質の分解系の亢進を行う。この
ような ERでの反応は UPR(unfolded protein response)と総称される。一方、細胞質に異常な
蛋白質が蓄積した時にどのようなフィードバック機構が働くかは、ほとんど解明されてい

ない。我々が見いだしたポリグルタミンの蓄積時に誘導される VCPの修飾を介した転写の
抑制による翻訳抑制機構は、細胞質の異常蛋白質を軽減させるためのフィードバック機構

の存在を解明したものと考えている。異常蛋白質の蓄積が一過性である場合、このフィー

ドバック機構によって、さらなる異常蛋白質の供給が防がれるため、細胞内のオートファ

ジーやプロテアゾームなどの蛋白質分解系によって、異常蛋白質は徐々に減少していくと

思われる（図 8）。しかしながら、遺伝的な要因や何らかの環境要因で異常蛋白質の蓄積・
凝集が長く継続した場合、長期に渡る蛋白質の合成阻害が生じるものと思われる（図 8）。
この状態に、さらにオートファジーやプロテアゾームなどの分解系の亢進が加われば、細

胞内の蛋白質量の減少は益々加速され、それが細胞の萎縮（atrophic phenotype）を引き起こ
すことは容易に推測できる。即ち、このフィードバックシステムによる長期間にわたる新

規蛋白質の合成阻害が、異常蛋白質の蓄積がもたらす神経細胞萎縮を作りだす上での中心

となる生体反応であると考えられる。 
 

 
 

   図 8． VCP による異常蛋白質の蓄積に対するフィードバック機構 
 

 
I I I．ポリグルタミンの発現によって著減するリン脂質の解析 

 ポリグルタミンの発現や VCPの核移行に伴い、ERの形態等に変化がおこる可能性を考え、
ERを染めると報告のあるDiOC6(3)という色素でポリグルタミンを発現させたショウジョウ
バエの複眼の染色を行った。驚いたことに、ポリグルタミンの発現によって、ERの形態の
変化というより、染色輝度の著しい低下が観察された。同様な輝度の低下は、ポリグルタ

ミンを発現させたマウス小脳プルキンエ細胞でも観察され、種をこえた反応であると思わ

れた。即ち、細胞にポリグルタミンが凝集・蓄積すると DiOC6(3)と結合する物質の著しい
量の低下が引き起こされることが示唆された。 
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 DiOC6(3)は lipophilic な性質を持っているので、ショウジョウバエの複眼をすり潰し、
lipophilicなフラクションを薄層クロマトで展開した後、DiOC6(3)で染色を行った。その結果、
幾つかのリン脂質と思われるスポットが DiOC6(3)で染色された。その中で、泳動位置から、
フォスファチジルコリン(PC)とフォスファチジルエタノールアミン(PE)に相当するスポッ
トが、ポリグルタミンの発現によって明らかに減少していることが判明した。 
 次に LC/MSを用いて減少しているリン脂質の組成の解析を行った。野生型の複眼と比べ、
ポリグルタミンを発現させた複眼で、PE(34:2), PE (36:4), PI (36:4), PC (34:2), PS (36:2), PS 
(38:4), PC (34:2)の減少が相対的に著しいことが判明した。さらに、MS/MSを行った結果、
ポリグルタミンの発現によって減少するこれらのリン脂質すべてにリノール酸(18:2)が含ま
れていることが判明した。 
 これらのリン脂質の低下が病態に果たす役割を解析するために、これらのリン脂質を豊

富に含む餌を与えることで、複眼の変性が回復しないかを検討した。40mg/mlの濃度でステ
アリン酸(18:0)、オレイン酸(18:1)、リノール酸(18:2)、さらに、同濃度でリン脂質を豊富に
含む卵黄抽出物を餌に加えてポリグルタミン病のモデルショウジョウバエに与えた。ステ

アリン酸、オレイン酸、リノール酸を与えた場合には、複眼の変性に変化は認められなか

ったが、リン脂質を豊富に含む餌を与えることで、複眼の変性が回復した。さらに、最も

低下の激しかったリノール酸を２個含む PE(18:2/18:2)を 2mg/mlの濃度で餌に混ぜて与えた
場合にも、複眼の変性が有意に回復した。変性が軽減した複眼では、リン脂質の組成が完

全ではないが回復していることが確認できた（図 9）。 
 以上の結果は、ポリグルタミンの発現時に観察されたリン脂質異常は、神経変性の結果

引き起こされる付随的な現象ではなく、神経変性の原因となる病態を作りだす変化である

ことを示している。  

 
 
図 9. リノール酸含有フォスファチジルエタノールアミン(PE)投与による複眼の回復 
 
 次に複眼の変性が軽減した時のポリグルタミンの量、内在性 ter94の局在、ヒストンのア
セチル化の解析を行った。その結果、ポリグルタミンの凝集体の量や大きさには際立った

変化は観察されなかった。また、内在性 ter94の核移行およびアセチル化ヒストンの低下に
も際立った変化は観察されなかった。前述の VCP(DEQ)の解析結果と併せて考えると、ポリ
グルタミンの発現による病態には少なくとも２つの作用点、すなわち核における修飾 VCP
が引き起こす転写の抑制と細胞膜におけるリン脂質の異常（含有量の低下と組成の変化）

が存在することが示唆された。おそらくこのリン脂質の低下も何らかのフィードバック機

構の結果の一端を見ているものと推測される。どのような生体応答の結果を見ているかは、

いまのところ不明であるが、ヒトにおける神経変性疾患の病態・治療法を考える上で重要

な手がかりになるものと思われる。 
 
IV．凝集体形成における VCP の両面性機能の解明 

IV－１．異常蛋白質を細胞内から除去する VCP の機能解析 

 VCP は、ポリグルタミンの凝集体のみならず、パーキンソン病やある種の認知症に認め
られるレビー小体や筋萎縮性則索硬化症のモデルマウスに認められる SOD1 の凝集体に共
局在する。さらに、プロテアゾーム阻害剤によって形成されるアグレゾームにも集積する。
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これらの知見から VCPは、細胞内の凝集体に対して、何か積極的な働きを行っている可能
性を考え、以下の実験を行った。 
 まず、細胞をプロテアゾーム阻害剤で処理し、細胞内にアグレゾームを形成させる。次

に、プロテアゾーム阻害剤を除くのと同時に VCP-GFPをトランスフェクションによって発
現させ、GFPシグナルをトレースすることによって、細胞内の VCPの挙動とアグレゾーム
の運命を経時的に観察した。その結果、野生型 VCP.は、すでにできあがっているアグレゾ
ームに集積していくことが判明し、VCP が単に凝集に巻き込まれている訳ではないことが
示唆された。その後 VCPが集積したアグレゾームが経時的に消失し、その間 VCPはアグレ
ゾーム上に留まっていることが判明した。一方、ATPase 活性が低下した VCP(K251A)も同
様にアグレゾームに集積することが観察されたが、この場合、アグレゾームの消失が遅延

することが判明し、VCPはその ATPase活性を用いてアグレゾームに代表される細胞内の凝
集物を解体する機能があることが示めされた。 
 次に、VCP.をノックダウンさせた HeLa細胞で、プロテアゾーム阻害剤によって細胞内に
蓄積したユビキチン陽性の蛋白質がどのような運命をたどるかについて解析を行った。 
HeLa細胞をプロテアゾーム阻害剤で処理すると、ユビキチン陽性の蛋白質がトライトン可
溶性分画及び不溶性分画の両方に蓄積してくる。その後、培養液からプロテアソーム阻害

剤を除去すると観察されたユビキチン陽性蛋白質の蓄積は時間の経過と共に解消される。

しかしながら、VCPをノックダウンさせた HeLa細胞では、プロテアゾーム阻害剤で処理し
なくてもユビキチン陽性の蛋白質の蓄積がみられた。このようなユビキチン陽性蛋白質は、

プロテアソーム阻害剤によってさらに蓄積が増強され、プロテアソーム阻害剤を除去後も

それらの蛋白質の細胞内からの消失が著しく遅延することが明らかになった。以上の２つ

の実験から、VCPはその ATPase活性を用いて細胞内に蓄積した（ユビキチン陽性）蛋白質
を細胞から除去するという重要な活性、即ち aggregate clearance activityがあることが示唆さ
れた。 
 
IV－２．Unfoldase としての VCP の機能解析 

 細胞内で異常に折り畳まれた蛋白質を正常な折り畳みに修復する酵素は unfoldase と呼ば
れ、大腸菌には ClpX とよばれる unfoldase が存在する。しかしながら、ほ乳動物細胞には
はっきりとした unfoldaseと認知されている蛋白質は同定されていない。上記の実験で、VCP
には凝集蛋白質を除去する活性があることが判明したので、次に VCPが unfoldaseとしての
機能をもつ可能性を検証する目的で以下の実験を行った。細胞にルシフェラーゼをトラン

スフェクションし、細胞抽出液に 45度 15分間の heat shockを与えてルシフェラーゼを失活
させ、ルシフェラーゼ活性の回復を経時的に調べた。この時、VCP のノックダウンした細
胞とVCPのノックダウンした細胞に野生型 VCPもしくはVCP(K251A)を戻した細胞間で比
較した。その結果、ノックダウンした後野生型 VCPを過剰発現させた HeLa細胞、何も処
理しない HeLa 細胞、VCP をノックダウンした HeLa 細胞、VCP をノックダウンした後
VCP(K251A)を発現させた細胞の順にルシフェラーゼ活性の回復が観察された。以上の結果
から、VCPはその ATPase活性を用いて unfoldaseとして作用すること、即ち、VCPは哺乳
動物での unfoldase活性を担う蛋白質であることが示された。 
 以上 2つの結果から、VCPの unfoldase活性と aggregate clearance activityを共に増強させ
る薬剤を開発することができれば、種々の神経変性疾患に認められる異常蛋白質の蓄積・

凝集を細胞から除去する方法に繋がることが期待される。 
 
IV－３．凝集体形成における VCP の役割の解析 

 前述のように VCP 蛋白質は、ポリグルタミンの凝集体やレビー小体など、神経変性疾
患の罹患部位の神経細胞内に観察される細胞内凝集物に共局在を示す。一方、VCP をノッ
クダウンさせた細胞や ATP活性を失った変異 VCPを発現させた細胞では、細胞内のトライ
トンによる可溶性分画と不溶性分画の両方にユビキチン陽性の蛋白質が蓄積することを見

いだした。さらにこのような細胞では、プロテアゾーム阻害剤で処理したり、ポリグルタ

ミンを発現させた場合には、細胞内に蓄積するユビキチン陽性の蛋白質やポリグルタミン

総量が増加するにも関わらず、凝集体が形成され難くなる。そこで我々は、VCPと GFPの
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融合蛋白質を発現させてから、細胞をプロテアゾーム阻害剤で処理し、GFP シグナルをタ
イプラプスの蛍光顕微鏡でトレースした。その結果、細胞内にまず小さな凝集体様の構造

をとる GFP のスポットが数カ所現れ、それが時間の経過とともに一ヶ所に集まる像が観察
された。このような像は、ATPase 活性を消失させた変異 VCP-GFP の発現では観察される
頻度が著しく減少した。VCP のノックダウンさせた細胞の表現型と併せて、VCP は異常蛋
白質を認識・結合した後、自身の ATPase活性を使って細胞内に小さな凝集体を形成し、さ
らにこれらの凝集物を一ヶ所に集めて所謂アグレゾームのような一塊の蛋白質凝集体を形

成する作用を担う活性、即ち aggregate-forming activityを持つことが示唆された。VCPは、
前述したように N-末部分に結合する co-factorを使い分けることで機能を発揮することが知
られている。そこで、この凝集体の形成に、既存の VCPの co-factorが関与しているかどう
かを co-factorをノックダウンすることで検討した。その結果、VCP co-factor の内、Ufd1と
Npl4が凝集体の形成に深く関与していることを見いだした（後述）。 
 
IV－４．IBMPFD に同定された 変異 VCP の機能解析 

 IBMPFD（Inclusion Body Myopathy with Paget disease of bone and Front-temporal Dementia）
と呼ばれる優性遺伝で中年以降に封入体を持つ筋症と Paget型の骨粗鬆症と前頭側頭葉型の
痴呆を示す疾患の原因遺伝子として VCP遺伝子が同定され(2004年)、患者では、VCP蛋白
質のコーディング領域にミスセンス変異が見つかった。この疾患の最も特徴的な病理像は、

筋肉細胞内に認められる rimmed vacuoleと呼ばれる縁取られた封入体の存在であり、それを
囲む縁や封入体の内部が抗 VCP 抗体で強く染色される。この封入体の内部には、Aβ, 
α-synuclein, リン酸化された tau 蛋白質, ユビキチン化を受けた蛋白質凝集体が染色される
ことが知られていた。これら全ては神経変性疾患に見られる典型的な蓄積蛋白質であり、

かつ、VCP と結合することが我々によって明らかにされた蛋白質である。また、IBMPFD
の患者で前頭側頭葉型の痴呆を示す患者の脳の罹患部位では、顕著な神経細胞の脱落があ

り、残存神経細胞内には、抗 VCP抗体と抗ユビキチン抗体で染色される凝集体が存在する。 
 そこで、IBMPFDの原因となる変異 VCPの性質の解析を行った。IBMPFDの原因となる
VCPの変異として初期に報告された、(R95G) (R155C) (R155H) (R155P) (R191Q) (A232E)の
６つの変異を FLAGタグを付けた野生型VCPに導入し、野生型VCPとそれぞれの変異 VCP
（以下 IBMPFD-VCP と呼ぶ）を培養細胞に発現させ、その発現量と細胞内局在を抗 FLAG
抗体による western blot及び免疫染色法でそれぞれ比較した。その結果、発現量、細胞内局
在ともに野生型と変異  VCP で明らかな違いは認められなかった。次に、これらの
IBMPFD-VCPの ATPase活性を測定したところ、VCP(A232E)の ATPase活性を最高に、全て
の変異 VCPで ATPase活性の上昇が認められた（図 10）。文献によると、(A232E)変異をも
つファミリーの症状がもっとも重いとあり、この ATPase活性の上昇度との相関は重要なも
のと考えてられた（後述）。 
 上述したように、VCPは自身の ATPase活性を使って凝集体を分解する能力と形成する能
力をもつ。そこで、これらの IBMPFD-VCPの凝集体形成に関わる活性を野生型VCP、 ATPase
活性が亢進した VCP(T761E)、ATPase活性が欠失した VCP(K251A)や VCP(K524A)と比較し
た。その結果、野生型と比べて、プロテアゾーム阻害剤及びポリグルタミンの発現によっ

て形成される凝集体の頻度が、調べたすべての IBMPFD-VCP及び VCP(T761E) で亢進して
おり、逆に ATPase 活性を欠失した VCP(K251A)及び VCP(K524A)で低下していることが明
らかになった（図 10）。次にこれらの IBMPFD-VCP を培養細胞に発現させ、FLAG 抗体で
免疫沈降を行い、共沈してくる蛋白質を western blotで解析したところ、すべての IBMPFD
に同定された変異 VCPは、Ufd1, Npl4及びユビキチン化された蛋白質との結合能が増強し
ていることが判明した。また、このアッセイで Ufd1もしくは Npl4を siRNAでノックダウ
ンすると共沈してくるユビキチン化された蛋白質が減少したので、IBMPFD-VCP とユビキ
チン化された蛋白質との結合は、Ufd1/Npl4複合体を介するものと推測された。 
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  図 10. IBMPFD-VCP での ATPase 活性の上昇と aggregate-forming 活性の上昇 

    *p < 0.05、**p < 0.01 
 
 これらの IBMPFD-VCPは、VCP(T761E)と同様、単独でショウジョウバエの複眼に発現さ
せても何も表現型を示さなかった。しかしながら、IBMPFD-VCP及び VCP(T761E)は、ポリ
グルタミンと共発現させるとポリグルタミン単独の場合に比べて、顕著に複眼の変性を増

強した（図 11）。ところが培養細胞の場合と異なり、この時、ポリグルタミンの凝集体の数
や大きさに明らかな変化は観察されなかった。すなわち、IBMPFD に同定された変異 VCP
は、異常蛋白質と共存した時に、細胞の変性を増強する活性があること、そしてその主要

な原因は ATPase活性の上昇であることが示唆された。 

 
図 11. ATPase 活性の上昇した VCP によるポリグルタミンによる複眼の変性の増悪 
 
 
V．VCP が担う酸化解消フィードバック機構の解明 

V－１．カタラーゼ輸送と VCP 

 VCP と物理的な相互作用をする分子を網羅的に同定する実験（前述）で、ペルオキシゾ
ームへ膜蛋白質を運搬すると考えられている PEX19 が同定された。野生型 VCP と PEX19
との結合は非常に弱いことから、おそらく PEX19との結合を促すような VCPのアミノ酸修
飾が存在するものと思われる。これまで、VCP蛋白質は ERから不良蛋白質を細胞質に抜き
出してプロテアゾームに運ぶ ERADを担う ATPaseであることが示されていた。この結果か
ら、VCP 蛋白質がペルオキシゾームなどの細胞内小器官へ蛋白質を運ぶ活性を担っている
可能性を考え、ペルオキシゾームのみならず、いろいろな細胞内小器官への蛋白質輸送と

VCPの関わりを解析することにした。 
 いろいろな細胞内小器官局在シグナルを付加した GFP 蛋白質を恒常的に発現する HeLa
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細胞を樹立し、VCP の siRNA で処理した時の GFP 蛋白質の局在の観察を行った。すると、
予想とは少し違ったが、GFP−KANL がペルオキシゾームから細胞質に漏れ出ている像が
VCPノックダウン細胞で観察され、同じ像が PEX19のノックダウンでも観察された。この
細胞質に GFP-KANLが漏れ出ている像は、蛋白合成阻害剤であるサイクロヘキシミドの存
在下で減少したので、新規に合成された GFP−KANLのペルオキシゾームへの輸送に障害が
起きていること、即ち、VCP と PEX19 が協調的に働き、GFP−KANL をペルオキシゾーム
に運ぶことに関与していることが示唆された。 
 KANLは、ペルオキシゾーム局在シグナルの中で蛋白質の C末端部分に存在する１型ペ
ルオキシゾーム局在シグナルの亜系である。典型的な１型シグナルは、SKLであり、それ
と比べて KANLは弱い局在シグナルと考えられており、唯一カタラーゼの C末部分に存在 
する。 
 そこで、VCPおよび PEX19のノックダウンでカタラーゼの局在に変化が生じるかどうか
を免疫染色で観察した。その結果、GFP−KANLと同様、VCPおよび PEX19のノックダウ
ンでカタラーゼが細胞質に漏れ出ている像が観察され、カタラーゼのペルオキシゾームの

局在に VCPおよび PEX19が重要な働きを果たすことが示唆された。 
 
V－２．VCP の ATPase 活性とカタラーゼの局在 

 カタラーゼは ROSの消去、特に H2O2を H2Oと O2に分解する。そこで次に我々は、カタ

ラーゼが細胞質に漏れ出ている VCP ノックダウン細胞の ROS の量を、ROS に反応して蛍
光を発する H2DCFDA を用いて測定した。すると VCP ノックダウン細胞では、basal level
のみならず H2O2などの ROS を産生する薬剤で処理した時の細胞内の ROS の量が劇的に減
少することが観察された。我々の以前の実験で、VCPは ROSに出会うと D2 ATPaseドメイ
ン内のWAに存在する Cys522が酸化され ATPase活性が失活することを示した。実際、VCP
のノックダウンと同様なカタラーゼの細胞質への蓄積が、ATPase活性をなくした VCPの強
発現でも観察された。さらに、ROS を産生する薬剤で処理した細胞では、GFP-KANL とカ
タラーゼが細胞質に漏れ出てくる像が観察された。一方、このカタラーゼの細胞質への漏

出は、VCPの過剰発現で抑制された。 
 
V－３．VCP による酸化制御機構 

 以上の結果から、我々は新たな細胞内酸化に対するフィードバックメカニズムとして以

下のモデルを提唱する（図 12）。即ち、VCPは細胞内で ROSを感知するセンサー機能があ
り、VCP の 522 番目の Cys が酸化を受けるとカタラーゼをペルオキシゾームに運搬する機
能が低下し、細胞質にカタラーゼが増加し、ROS の分解が亢進する。その結果、ROS が減
少し、細胞内のグルタチオン等の抗酸化物質の回復が進む。それに伴い VCPの 522番目の
Cysの酸化も徐々に解消し、VCPの ATPase活性が回復すると共に、カタラーゼがペルオキ
シゾームに再び運搬されるようになる。 
 これまでに、細胞の老化に伴い細胞内の ROS levelが増加すること、そしてその時、カタ
ラーゼが細胞質に局在してくることが知られていたが、その分子機構は不明であった。一

方、出芽酵母、アラビドーシス、線虫には、細胞質に存在するカタラーゼとペルオキシゾ

ームに局在するカタラーゼとを持っていることが知られており、これらの生物では、カタ

ラーゼは細胞質とペルオシキゾームの両方で必要とされている。出芽酵母では、VCP の
Cys522に相当する位置のアミノ酸は Thrであり酸化を受けない。即ち、出芽酵母では、VCP
の酸化によってはカタラーゼの局在を変化させることができず、その代わりに、細胞質に

もう一つのカタラーゼを必要としたと推測される。実際、出芽酵母では、ペルオキシゾー

ムのカタラーゼを破壊すると増殖抑制が引き起こされる。一方、哺乳動物などの高等動物

では、ROS を細胞内シグナルとして積極的に利用していることが報告されており、細胞質
に恒常的にカタラーゼを置くことは、このような ROSシグナルには不都合となる。しかし、
過剰な ROSの消去にはカタラーゼは細胞質にあった方が好ましく、ROSの程度に応じてカ
タラーゼの局在を変化させるための方策として、VCP が用いられるようになったものと推
測される。 
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        図 12. VCP による ROS 蓄積に対するフィードバック機構 
 
 ATPase の活性が亢進した VCP(T761E)を全身で発現させたショウジョウバエは短命にな
る。一方、IBMPFDの原因となる変異 VCPは、調べたかぎり全てでその ATPaseの活性が亢
進していた。また、多くの腺癌・扁平上皮癌で VCPの発現の亢進が見られる。おそらくこ
れらの機能亢進型 VCPや野生型であっても VCPの発現亢進時では、カタラーゼのペルオキ
シゾームへの運搬が過度に強くなり、結果として、ペルオキシゾーム以外の細胞質や核で

の ROSレベルが上昇し、脳や筋肉では組織障害に、癌細胞ではさらなる悪性化に繋がって
いることが推測される。 
 
VI．酵母を用いた VCP と機能的相互作用をする新規機能蛋白質の解析 

VI－１．DNA の過剰複製を抑制する新規分子の同定 

 VCP 蛋白質の新たな機能を探る目的で２つの方法を用いて出芽酵母での遺伝学的解析を
行った。一つの方法では、VCP 蛋白質の発現でレスキューされる温度感受性株を分離する
ことを試みた。まず、Gal4プロモーター下で VCPを発現する出芽酵母株を樹立し、この酵
母に EMS処理を行い DNA変異を導入した。そして、25℃（許容温度）では生育できるが、
37℃（制限温度）では VCPの発現がないと生育できない温度感受性株の樹立を行った。約
15,000 株のスクリーニングを行い、1 株だけではあるが、37℃では VCP の発現がないと生
育できない温度感受性株を分離した。さらに、プラスミッドレスキュー法でこの原因遺伝

子を同定し、GPI10という ERで GPIアンカーを形成するマンノシルトランスフェラーゼの
469 番目のグリシンをグルタミン酸に変化させる G から A へのミスセンス変異を同定し、
これが温度感受性の原因変異となっていることを突き止めた。 
 この温度感受性株を VCPの発現がない状態で 37℃で培養すると GPI10蛋白質は ER内で
凝集すること、そして増殖阻害の原因として出芽の停止とそれに引き続いて DNAの過剰複
製が生じることが判明した。一方、VCP の発現がある状態で 37℃に移した時にも、GPI10
蛋白質は ER内で凝集した状態であるにも関わらず出芽の回復と DNAの過剰複製の抑制が
観察された。以上の結果から、VCP によるレスキューは GPI10 の凝集阻害ではなく、VCP
には、少なくとも酵母において出芽の手助けと DNAの過剰複製を抑制する機能があること
が示唆された。GPI10 のような ER 蛋白質に DNA の過剰複製を制御している活性があるこ
とは驚きであったが、この温度感受性株に PIGB（ヒトの GPI10）を発現させると DNA の
過剰複製が部分的にではあるが抑制されたので、PIGB にも DNA の過剰複製を制御する活
性が内在している可能性が示された。GPI10、PIGB、VCPが DNA過剰複製の制御に関わる
という知見は、これまで示唆すらされておらず、これらの分子がどのように DNAの過剰複
製を制御しているのかを明らかにすることは、全く新たしい DNAの過剰複製の制御機構の
解明に繋がるものと思われる。 
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VI－２．細胞内のユビキチンプロファイルを調節する分子の同定 

 もう一つの方法では、出芽酵母の VCPホモローグである Cdc48の温度感受性株(Cdc48-3)
をレスキューする multi-copy suppressorの同定を行った（東京都臨床研木村洋子博士との共
同研究）。スクリーニングの結果、Cdc48 自身をコードする遺伝子断片に加え、哺乳動物の
脱ユビキチン化酵素と少しだけ似た 200 アミノ酸残基からなる機能未知の分子をコードす
る遺伝子断片が multi-copy suppressor として同定された。以下の解析結果からこの分子を
Rfu1(Regulator of free ubiquitin chain 1)と名付けた。ユビキチンは細胞内では、モノマー(free 
Ub)、オリゴマー（Ub chain）、蛋白質に結合したコンジュゲイティドフォーム(conjugated Ub)
の３つの形態で存在する。Rfu1の機能欠失株では、Ub chainが減少し、代わりに free Ubの
増加が観察された。Cdc48-3 ΔRfu1では、上記の Ubプロファイルに加えて、conjugated Ub
の著しい増加を認め、さらなる温度感受性の増強を示した。逆に Rfu1過剰発現株では、free 
Ubの減少と Ub chainの増加が観察され、Cdc48-3+ Rfu1では Ub chainの増加と conjugated Ub
の減少を認めた。ΔRfu1の Ubプロファイルは、報告されている脱ユビキチン化酵素の一つ
である Doa4の欠失型（Δdoa4）の Ubプロファイルと正反対であり、Doa4の過剰発現株の
UbプロファイルはΔRfu1のUbプロファイルとそっくりであることを実験で明らかにした。
そして、他の遺伝学的解析及び生化学的解析から、Rfu1は Doa4の脱ユビキチン化酵素の活
性を阻害する negative regulatorであると結論した。一方、Cdc48の増殖に関わる機能は細胞
内のユビキチン化された蛋白質の量に影響を受けていることが示唆された。 
 細胞内のユビキチンのなかでも free Ubは直接ユビキチン化に利用されるため、その量は
厳格に調整される必要がある。例えば heat shock 時には変性蛋白質の処理のために大量の
free Ubが消費されるが、減少した free Ubがどのように補われるかはこれまで明らかになっ
ていなかった。そこで、heat shock時の Rfu1と Doa4の蛋白量を western blotで解析した。
すると heat shockにより、Rfu1の減少と Doa4の増加が起こっていることが明らかになった。
もちろんこの両者の関係だけで heat shock時の Ubプロファイルの全てを説明することはで
きないが、本研究で、細胞内の Ub プロファイルが脱ユビキチン化酵素とその negative 
regulatorのバランスで調節されていること、さらに、これまで細胞内の役割が定かではなか
った Ub chainが、heat shock時等で free Ubを大量に必要とする時のために、平常時ではそ
のリザーバーとしての役割を担うこと、そして、そのリザーバーからの free Ubの放出時に
も脱ユビキチン化酵素とその negative regulator のバランスをシフトすることで調節が行わ
れていることを明らかにした。この調節機構は、free Ubの量を維持するためのフィードバ
ック機構と思われる。 
 
VII．ストレス時での ATP の節約のためのフィードバック機構の解明 

VII－１．VRS 法(Visualization of RNA Synthesis method)の開発 

 rRNA は、蛋白合成の場となるリボゾームの主要な部品である。一方、その合成時には、
非常にたくさんの ATP などの重要なリボヌクレオシド三リン酸を消費する。一般に UTPな
どのリボヌクレオシド三リン酸は、親水性が強く、脂質 2 重膜を通過しないと考えられて
おり、培養細胞での rRNAのラジオアイソトープラベリングには使われていない。しかしな
がら、HeLa 細胞などの細胞培養のメディウムに 20μCi の[α-33P]UTP を加え、30 分培養後
RNAを回収したところ、RNAがラジオラベルされていることが判明した。アガロース電気
泳動後、ラベルされた RNAをオートラジオグラフィーで可視化すると、経時的にまず rRNA
の前駆体がラベルされ、それが 28S、18S、5.8Sの rRNAへ成熟していく過程を検出するこ
とができた（図 13）。試した全ての細胞で[α-33P]UTP を用いて、rRNAをラジオラベルする
ことができたので、細胞には少なくとも UTPを細胞内に取り込み、RNA合成に利用するシ
ステムが存在することが判明した。我々はこの rRNA の合成を検出方法を VRS 法
(Visualization of RNA Synthesis method)と呼ぶことにした。 
 
VII－２．ER ストレス時での rRNA の合成抑制 

 多くのストレス時には ATP が必要とされるので、ストレス時には rRNA の合成低下が引
き起こされると考え、いろいろな条件や試薬を加えた後、VRS 法で rRNA 合成の低下が起
こっていないかを調べた。すると、培養細胞をツニカマイシン(Tm)、サプシガルジン(Tg)、
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プロテアゾーム阻害剤(PSI)で処理すると著しい rRNA の合成低下が引き起こされることが
判明した（図 13）。これらの薬剤に共通する作用として ER ストレス誘導が知られている。
実際これらの薬剤処理で ERストレスマーカーの CHOPの発現誘導が起こっていた。 
 ER ストレスは、ER膜に存在する３つのセンサー蛋白質、IRE1α, PERK, ATF6によって
認識され、それぞれが ERストレスを解消するシグナル（UPR: unfolded protein response）を
発することが知られている。そこで、この ERストレスによる rRNAの合成抑制がどのセン
サー蛋白質の下流に位置するかを解明する目的で、それぞれのセンサー蛋白質に対する

siRNAで該当蛋白質をノックダウンし、ERストレスによる rRNAの合成抑制の有無を解析
した。その結果、PERK のノックダウンで Tm、Tg による rRNA の合成抑制が解除された。
一方、PERKノックダウン時でも PSIによる rRNAの合成抑制の解除は起こらず、PSIによ
る経路は PERK以外にも存在することが示唆された（図 13）。 
 

 
 図 13. ER ストレス時における rRNA の合成抑制と細胞内 ATP レベルの維持 

   培養細胞をツニカマイシン(Tm)、サプシガルジン(Tg)、プロテアゾーム阻害剤(PSI)で
処理すると著しい rRNAの合成低下が VRS法で観察され、その内、Tmと Tgによる rRNA
の合成低下は PERK のノックダウンで解消された（左図）。一方、Tm 処理時には細胞内
の ATP量の減少がおこり、その減少は PERKのノックダウンでさらに亢進した。その時、
アクチノマイシン D(ActD)で rRNAの合成を抑制することで、ATP量の減少を軽減させる
ことができた（右図）。*p < 0.05 

 
VII－３．翻訳抑制と rRNA の合成抑制 

 PERKの下流では、CHOPの誘導と elF2αの Ser51のリン酸化が知られている。CHOPの
ノックアウトマウスからの MEF（阪大審良静男教授より供与）でも、Tm、Tgによる rRNA
の合成抑制が観察されたので、この rRNA の合成抑制に CHOP は関与しないことが判明し
た。一方、PERK ノックダウン時にでも、PSI 処理時には、elF2α の Ser51 のリン酸化が観
察され、このリン酸化が Tm、Tg、PSI処理時に共通する作用点であることが明らかになっ
た。elF2α のリン酸化は翻訳抑制を引き起こすことが知られている。実際、PSI 処理でも細
胞全体で翻訳抑制が生じていること、さらに、よく知られている翻訳抑制剤であるサイク

ロヘキサミド処理でも rRNAの合成抑制が誘導されること、また、elF2αのノックダウンに
よっても、翻訳抑制がおこりその時やはり rRNAの合成抑制が生じることが判明した。これ
らの結果は、恒常的な rRNAの転写には非常に半減期が短い（もしくはユビキチン化によっ
て制御される）蛋白質が関与しており、翻訳抑制によって、この蛋白質が消失もしくは rRNA
の転写機構から乖離する可能性が推測された。 
 
VII－４．ストレス時での rRNA の合成抑制の意義 

 最後に、rRNA の転写の抑制が ATP の節約になっているかどうかを検証した。細胞を 24
時間 Tm処理後、細胞あたりの ATPの量を測定したところ ATPの低下が観察された。PERK
をノックダウンした細胞では、コントロールの細胞に比べて、さらなる ATP の低下が観察
された。この時、Tm存在下でみられる rRNAの合成阻害と同程度の効果を示す濃度のアク
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チノマイシン D（ActD：RNA polymerase Iの阻害剤）を添加しておくと、細胞内の ATP量
の減少が有意に抑制された（図 13）。一方、ER ストレスをかけていない細胞では、同じ濃
度の ActDの添加でさらなる ATP量の増加は観察されなかった。 
 これらの結果は、細胞が ATPを過剰に消費するようなストレス化では、rRNAの合成を低
下させることで細胞内の ATP の低下を抑制するメカニズムが存在することを示している
（図 14）。elF2αの Ser51のリン酸化は、ERストレス以外でも、酸化ストレス、アミノ酸飢
餓、ウィルス感染、紫外線を浴びた時等にも誘導されることが報告されている。即ち、生

体は、ATPの消費を伴う（ATPを必要とする）多種多様なストレス存在下で、elF2αの Ser51
のリン酸化を通して、翻訳抑制のみならず、rRNAの転写の抑制を誘導し ATPの節約を行っ
ていることが明らかになった。節約された ATP は、例えば ER ストレスの場合、シャペロ
ンの機能、ERからの異常蛋白質の引き出し、ユビキチン化、プロテアゾームによる蛋白質
分解などで有効に利用されるのであろう。本システムは、ATP を必要とするストレス時に
ATP の減少を緩和するために生体が持っている、フィードバック機構の一つであると考え
られる（図 14）。 
 

      
 

  図 14. rRNA 合成抑制による ATP 節約のためのフィードバック機構  
 
VIII．VCP の ATPase 活性を制御する物質の同定 

 当初は、VCPの ATPase活性を増強させる化合物と阻害する化合物の両方の開発を目指し
た。しかしながら、解析したすべての IBMPFD-VCP で、ATPase 活性の上昇が共通に認め
られたこと、ter94（ショウジョウバエの VCP）の機能が低下したショウジョウバエでは、
ポリグルタミンによる複眼の変性が抑制され、さらに、ATPase 活性の上昇した VCP の発
現によって、ショウジョウバエの寿命が短くなることやポリグルタミンによる神経変性が

増強されることが判明した。これらのことから、我々は VCP阻害剤の方がより有効である
と考え、リコンビナント VCPの ATPase活性を指標に VCP阻害剤のスクリーニングを行っ
た。 
 まず、ある種の植物エキスに VCP の阻害活性が含まれることを見いだしたので、 この
分子を精製・同定することを試みた。第一段階として、Silica columnに対して移動相として
クロロホルムを用いた固相抽出を行い、第二段階では、 CVの順相 columnに対して移動相
としてジクロロメタンを用いた HPLC、第三段階で RP18の逆相 columnに対して移動相と
してアセトニトリルを用いた HPLC、第四、第五段階では、 C18の逆相 columnに対して移
動相としてアセトニトリルを用いた HPLC を行い、VCP の ATPase 活性を阻害する成分を
精製することに成功した。この一連の操作を繰り返し、約 1.5 mgの精製物を得、得られた
物質に対して NMRによる構造解析により、この物質の構造を決定することができた。残念
ながら、構造は非常に複雑で、簡単に合成できるようなものではなかった。 
 一方、平行しておこなった低分子化合物のスクリーニングで、リコンビナント VCP の
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ATPase活性を 1 μM以下の IC50で阻害する物質を見出した。これらの物質をリード化合物

として、新規化合物の合成を行った。 
 
 
 (2)得られた研究成果の状況及び今後期待される効果 
 本研究では、神経変性疾患の発症メカニズムを異常蛋白質の蓄積・凝集に対する生体応

答（フィードバック機構）の過剰反応と位置づけ解析を行った。そのメカニズムの最初の

段階である異常蛋白質の認識に関わる蛋白質として同定した VCPは、細胞内の異常な蛋白
質に単に結合するだけでなく、細胞の状況に応じて、異常蛋白質を解きほぐす unfoldase と
しての活性、異常蛋白質を凝集体として集める活性、また、そのような凝集体を解きほぐ

す活性を持っていることが判明し、細胞内の異常な折り畳みをした変性蛋白質の状態をコ

ントロールする重要な働きを担っていることが明らかになった。一方、近年になって VCP
のミスセンス変異が優性遺伝性の多臓器疾患 IBMPFD の原因となることが判明し、患者の
病変部位である骨格筋・神経細胞では、VCP 抗体で認識される蛋白質の凝集体を有してい
ることが報告された。我々の解析で、この IBMPFDを引き起こす変異 VCPは、凝集体を形
成する活性が増加していること、その時 co-factorである Ufd1/Npl4との親和性が増強するこ
とによってユビキチン化された蛋白質との結合が増強していることが明らかになった。さ

らに全ての変異 VCP では、ATPase活性の亢進があり、この ATPase活性の亢進度合いと臨
床的な重篤度との相関、さらに、ショウジョウバエでの寿命や複眼の変性の増強作用から、

IBMPFDの本質的な病態には、変異 VCPの ATPase活性の亢進が強く関連していることが示
唆された。 
 フィードバック機構での VCPの役割を想定するヒントとなったのが、VCP内で少なくと
も 60 ケ所という非常に多くのアミノ酸が修飾を受けることが判明したことにある。また、
VCP による凝集体形成を解析している時に異常蛋白質が蓄積している神経細胞で、VCP の
核移行を見いだしたことにある。解析の結果 VCPには、上記の異常蛋白質の状態をコント
ロールする機能に加え、自身で処理できる量を超えた異常蛋白質が細胞内（特に細胞質）

に蓄積した場合には、Ser612、Thr613、Lys614 のアミノ酸の修飾がおこり、VCP は核に移
行して H3/H4 のコアヒストンの脱アセチル化を伴う全般的な転写の抑制を誘導し、その結
果、蛋白質の合成抑制を行うというフィードバック機構を担う働きがあることを見いだし

た。このフィードバック機構は、細胞質への更なる異常蛋白質の供給を抑制するという機

能を担うが、この抑制が長期に渡ると全般的な蛋白質の供給が減少し、細胞機能の抑制、

さらには神経細胞の萎縮が引き起こされると考えられる。すなわち、長期に渡りこのフィ

ードバック機構が働くことが、神経細胞の萎縮・変性、さらには細胞死を引き起こすもの

と推測される。実際、ショウジョウバエのポリググルタミンによる複眼の変性で、内在性

の ter94（ショウジョウバエの VCP）の核移行を阻害することで複眼の変性が回復した。 
 研究を開始した時には全く予期しなかったこととして、ポリグルタミンの凝集を持つ細

胞で、リン脂質の著しい減少が起こっていることが見いだされた。この減少は、ショウジ

ョウバエの複眼のみならずマウス小脳プルキンエ細胞でも見いだされ、種をこえた現象で

ある。ショウジョウバエでは、とくに PE(18:2/18:2)の減少が著しく、驚いたことにこの PE
を餌で補充するだけで、複眼の変性がある程度回復した。すなわち、このリン脂質異常は、

神経変性の結果引き起こされる付随的な現象ではなく、神経変性の原因となる病態を作り

だす変化であると考えられた。また、この時 ter94の核移行やヒストンの脱アセチル化の回
復は観察されず、このリン脂質の減少は、核でのイベントとは独立の現象であることが示

唆された。これもおそらく何らかのフィードバック機構の現れと思われるが、その実態は

不明である。一つの可能性としては、リン脂質に含まれる脂肪酸が、ATP の供給元として
利用されていることが考えられる。 
 我々は以前の研究で、VCPの Cys522が酸化を受けると VCPの ATPase活性が失われるこ
とを見いだしていた。本研究で VCPと相互作用する蛋白質として PEX19が同定され、そし
て VCP/PEX19が強調してカタラーゼのペルオキシゾームへの輸送を担っていることが判明
したことが、細胞内の ROSを処理する新たなフィードバック機構の解明に繋がった。即ち、
VCP の Cys522 が酸化を受けるとカタラーゼをペルオキシゾームに運搬する機能が低下し、
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細胞質にカタラーゼが増加し、ROS の分解を亢進させるというフィードバック機構の存在
が明らかとなった。IBMPFDを引き起こす VCPやいろいろな進行癌で認められる VCPの発
現亢進が、カタラーゼの過度のペルオキシゾームへの輸送を引き起こし、このフィードバ

ック機構を破綻させていることが推測される。 
 これらの VCPが関与する 2つのフィードバック機構に加え、ストレス時での ATPを節約
するための新たなフィードバック機構の存在を明らかにすることができた。ほとんど注目

されてはいないが、rRNA の合成には非常にたくさんの ATP が使用される。我々は、培養
細胞の培養液に[α-33P]UTPを加えるだけで、新規合成された rRNAを簡単にラジオラベルで
きることをみいだし、この方法を VRS 法(Visualization of RNA Synthesis method)と名付けた。
VRS 法での解析の結果、細胞が ATP を過剰に消費するようなストレス化、例えば ER スト
レス時には、rRNAの合成を低下させることで細胞内の ATPの低下を抑制するメカニズムが
存在することが判明した。この時、elF2αの Ser51のリン酸化によって引き起こされる翻訳
抑制が重要な働きをすることを明らかにした。elF2α の Ser51 のリン酸化は、ER ストレス
以外でも、酸化ストレス、アミノ酸飢餓、ウィルス感染、紫外線を浴びた時等にも誘導さ

れることが報告されている。即ち、生体は、ATP の消費を伴う（ATP を必要とする）多種
多様なストレス存在下で、elF2α の Ser51 のリン酸化による翻訳抑制を通して、rRNA の転
写の抑制を誘導し ATPの節約を行っていることが明らかになった。 
 この他にも出芽酵母を用いた遺伝学的なスクリーングから、VCP と機能的な相互作用を
する蛋白質の同定を試み、ER 蛋白質である GPI10 が出芽や DNA の過剰複製に関与してい
ること、細胞内のユビキチンプロファイルの制御に重要な働きをしている蛋白質を同定す

ることができた。 
 

            
 

 図 15. 神経変性疾患に想定される発症機構と治療標的としての３つの階層 
 
 本研究により、神経変性疾患の発症過程に以下の３つの階層を想定することの重要性が

再確認できたと考えている。即ち、一番上の階層には「異常蛋白質の蓄積・凝集」が、２

番目の階層には「生体応答」が、そして３番目の階層には「神経細胞の変性・細胞死」が

位置づけられる（図 15）。 
 では、この考えに基づけばどのような治療戦略が考えられるのであろうか？ 本研究で

行った VCP の機能調節という点からは、まず、１番上の階層での VCP の unfoldase活性と
凝集体を解体する活性を特異的に増強する方法（薬剤）の開発が考えられる。２番目の階

層では、VCP修飾の阻害、VCPの核移行の阻害、そして転写抑制を解除する方法、atrophic 
phenotypesを抑制する方法の開発が重要であり、また、減少するリン脂質を補うことも重要
であると考えらえる。３つ目の階層の具体的な標的は依然不明であるが、本研究により、

細胞内の ATP レベルを維持することの重要性が示唆されたものと考えている。それぞれの
階層を標的とした治療戦略を考案し、たとえその一つ一つの効果が限られていたとしても、

その組み合わせによって神経細胞を多面的に守ることで、複数の神経変性疾患を総括的に

治療することに繋がるものと期待される。一方、修飾 VCPが引き起こす転写抑制の分子機
構の解明、ポリグルタミンが引き起こすリン脂質減少の分子機構の解明など、今後明らか
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にしなければならない課題も生まれた。さらなる解析で、新たな治療標的を明らかにする

こと、さらにはこれらの標的をコントロールできる薬物の開発を目指して、今後も神経変

性疾患などの難病を治療するための研究を継続したいと考えている。 
 
５．類似研究の国内外の研究動向・状況と本研究課題の位置づけ 

 神経変性疾患の発症原因として最初のステップに異常蛋白質の蓄積を位置づける考えは

広く浸透してきた。近年になり、細胞内の蛋白質の品質管理機構として、従来からのシャ

ペロン系、ユビキチンープロテアゾーム系に加え、オートファジー系が注目されるように

なってきた。これは、オートファジーを活性化させるラパマイシンが培養細胞やショウジ

ョウバエでポリグルタミンなどの異常蛋白質の凝集を軽減させることやオートファジーを

脳特異的に機能できなくしたノックアウトマウスで神経細胞内にユビキチン陽性の封入体

と神経変性疾患に特有の症状を示すことが示されたことこと等による。代表的なオートフ

ァジー活性化剤であるラパマイシンは脳血液関門を通過することができず、ヒトに応用す

るために他の薬剤の開発が試みられている。ユビキチンープロテアゾーム系を活性化する

薬剤の開発もこれからの課題である。 
 凝集体の形成に VCPが重要な役割を果たすことも広く浸透してきた。VCP以外では、ヒ
ストン脱アセチル化酵素の１つである HDAC6 が凝集体を形成する過程に関わることが示
されており、VCP と HDAC6 が物理的に相互作用し、協調的に作用することも提唱されて
いる。しかし、我々のこれまでの解析では、この相互作用は検出できていない。この相互

作用にも何らかの VCP のアミノ酸修飾が必要なのかもしれない。HDAC6 はオートファジ
ーの誘導にも関わることが示され、近年、VCP もオートファジーの誘導に必須の因子であ
ることが提唱された。VCP の細胞内の蛋白質の品質管理や異常蛋白質のコントロールにお
ける役割の重要性は確立しつつあり、本研究で示したような VCPの unfoldaseとしての作用
や凝集体を解体する作用の活性化、さらには VCPを介してオートファジーを活性化するこ
とができるなら、これらの方法は細胞内の異常蛋白質の蓄積を軽減させる重要な戦略にな

ると考えられる。 
 一方、凝集体自体の病態における意義については、神経を守るための保護的作用ではな

いかとの議論が依然続いている。しかしながら、神経変性疾患、特にポリグルタミン病に

対する治療戦略としては、凝集体の除去・軽減を狙った１番上の階層をターゲットとした

ものが主流となっている。具体的には、前述したオートファジーの活性化に加え、シャペ

ロン蛋白質の誘導、ポリグルタミンの凝集を阻害するペプチドや低分子化合物の検索、

siRNA による原因遺伝子産物の発現抑制、凝集体除去に関わる蛋白質をレンチウィルスを
用いて脳に導入すること等が動物実験で試みられている。いろいろなポリグルタミン病モ

デルに対するこれまでの治療実験で、少なくとも凝集体を増やすことで治療効果を示した

ものは報告されていない。また、我々の解析で、IBMPFDの原因となる変異 VCPでは凝集
体を作る活性の亢進が観察されており、これは凝集体が増悪因子であるとの考えに合致し

ている。ポリグルタミン病の中でも SBMA に関しては、ポリグルタミンを含む原因蛋白質
が男性ホルモン受容体であることを利用し、前立腺癌の治療に用いられている LH-RHアナ
ログによる生化学的去勢や Hsp90 の作用を修飾する 17-DMAG で治療効果が期待されてい
る。これらの方法が他のポリグルタミン病やパーキンソン病、ALS、アルツハイマー病の治
療にまで効果が拡大するかどうかに興味が持たれる。 
 第２番目の階層である生体応答に関して、VCP を中心的に考えているのは、現在はまだ
我々の研究グループに限られる。転写の抑制が起こっていることに関しては長らく提唱さ

れており、我々の解析からも長期に渡る転写抑制がもたらす蛋白質の合成抑制が重要な生

体応答として位置づけられた。しかし、従来の考えは、生体応答としてではなく、凝集体

が CBP などの重要な転写因子をトラップして利用できなくなることが病態として想定され
ており、メカニズムとしては、ヒストンのアセチル化酵素(HAT)の活性低下が提唱されてい
る。しかしながら、我々の解析では、HDAC の機能亢進と考える方がデータに合致してい
る。ヒストンのアセチル化を回復させるためにブチレイトなどの HDAC 阻害剤を用いたと
ころショウジョウバエやマウスモデルに対し、治療効果があったとする報告もある。たし

かに、ブチレイトの添加はヒストンのアセチル化の低下を劇的に回復させるが、実際には、
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転写の回復作用も神経突起の退縮を抑制する作用も観察されない。ヒストンの脱アセチル

化は転写抑制のマーカーとしては優れているが、病態との関わりとしてはあまり本質的な

変化ではないと思われる。転写の抑制は、パーキンソン病やアルツハイマー病でも示唆さ

れており、多くの神経変性疾患に共通する治療標的となり得るかもしれない。ここを治療

標的とするなら、前述したように、VCP 修飾の阻害、VCP の核移行の阻害、そして転写抑
制を直接解除する方法、atrophic phenotypesを抑制する方法の開発が重要であると思われる。 
 本研究により、おそらくこの２番目の階層に位置すると思われる生体応答にリン脂質の

低下が浮上した。これまで、多くの脳神経疾患の症状を改善させる目的で

DHA(Docosahexaenoic acid)や EPA (Eicosapentaenoic acid)などの多価不飽和脂肪酸（PUFA：
polyunsaturated fatty acid）の投与が試みられている（PUFAを治療に用いるはっきりとした
根拠は不明）。最近、ハンチントン病の患者に対する大がかりな臨床試験が行われたが、

残念ながら際だった治療効果は観察されなかった。直接比較することは難しいかもしれな

いが、我々のショウジョウバエモデルでの研究で、リノール酸(18:2)の大量投与では全く効
果がなかったポリグルタミンによる複眼変性の軽減が、少量の PE(18:2/18:2)の投与によって
観察されたことから、PUFAではなくリン脂質の投与に治療効果が認められるかもしれない。
有効な治療戦略としては、修飾 VCPの核での作用とリン脂質の膜での低下の両方をコント
ロールすることを考える必要があると思われる。 
 神経変性疾患の病態で最も共通性の高い部分は、３番目の階層の神経細胞変性・細胞死

であり、神経細胞死を防ぎ、遅らせる戦略の構築が極めて重要であると考えられる。古く

は BDNFなどの神経増殖因子や近年の caspase阻害剤等で神経細胞死を防ぐ試みに大きな期
待が持たれた時期があった。しかしながら、培養神経でみられる神経細胞死の多くが caspase
阻害剤に非感受性であり、しかも、caspase 以外の具体的な分子標的が見つからないこと、
また、多くの神経変性疾患の疾病モデル、特にマウスモデルにおいて、神経細胞死が観察

され難いため、モデルを使った検証が上手くいかないこと等から、現在、神経細胞死を防

ごうとする試みは手詰まり状態となっている。我々のショウジョウバエのポリグルタミン

病モデルの研究から、修飾 VCPの核での作用とリン脂質の膜での低下という少なくとも２
つのイベントが最終的な複眼の変性に深く結びついていることが判明した。神経細胞死は、

ショウジョウバエの方がマウスより観察が容易であるので、現在行っている複眼の変性を

修飾する遺伝子スクリーニングから、具体的な神経細胞死の分子メカニズムの詳細が解明

できることを期待している。また、最近示された遺伝性パーキンソン病の原因遺伝子産物

の PINK1と PARKINが協調してミトコンドリアの機能維持に関わっていること、いろいろ
なストレス下で rRNAの合成を抑制して ATPを節約していること、IBMPFDの病態に VCP
の ATPase活性の上昇が深く関与すること、さらには、ほとんどの細胞機能が ATPによって
支えられていることなどを考え合わせると、細胞内の ATP 量をコントロールする薬剤の開
発も神経細胞死の抑制に対して１つの重要な治療戦略になり得ると思われる。 
 

 

６．研究実施体制  
 (1)体制  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

垣塚グループ 
京都大学大学院生命科学研究科 

高次生体統御学分野 
 

すべての研究を担当 

研究代表者 
垣塚 彰 
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(2)メンバー表                                                           

    ①垣塚グループ                                        

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

垣塚 彰 京大・院・生命 教授 研究の総括 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

堀 清次 京大・院・生命 講師 治療薬の開発 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

大泉 宏 京大・院・生命 助教 疾患治療モデルの解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

小林 妙子 京大・院・生命 博士研究員 疾患関連蛋白質の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 17 年 3 月 

安田 邦彦 京大・院・生命 博士研究員 疾患関連蛋白質の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

前田 良太 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 17 年 3 月 

平野 朋子 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 17 年 3 月 

野口 昌克 京大・院・生命 博士研究員 疾患関連蛋白質の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 19 年 3 月 

加藤 成芳 京大・院・生命 研究員 疾患関連蛋白質の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

森  千穂 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 19 年 3 月 

福士 順平 京大・院・生命 院生（博士） 疾患治療モデルの解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

東前 直樹 京大・院・生命 院生（博士） 疾患動物の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 20 年 3 月 

大沼 洋平 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連遺伝子の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

小池 雅昭 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

宮澤 晴久 京大・院・生命 院生（修士） 治療薬の開発 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 17 年 3 月 

嶋田 深志 京大・院・生命 院生（修士） 治療薬の開発 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 17 年 3 月 

佐藤 みず穂 京大・院・生命 院生（修士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 17 年 3 月 

鎧坂 将史 京大・院・生命 院生（博士） 疾患動物の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 20 年 3 月 

萬野 篤 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 21 年 3 月 

中谷 恵美 京大・院・生命 院生（修士） 治療薬の開発 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 18 年 3 月 

村上 克洋 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連遺伝子の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 21 年 3 月 

大滝 佳代 京大・院・生命 院生（博士） 治療薬の開発 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 20 年 3 月 

高田 尚寛 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連遺伝子の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 21 年 3 月 
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岡本 暁彦 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

石井百々子 京大・院・生命 チーム事務員 研究事務 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

黒岩 圭子 JST (京大) 実験助手 グループの実験補助 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

林 綾子 京大・院・生命 実験補助 器具の洗浄 
平成 16 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

大久保裕介 京大・院・生命 院生（修士） 治療薬の開発 
平成 17 年 4 月～ 

 平成 19 年 3 月 

野村 礼 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 18 年 4 月～ 

 平成 20 年 3 月 

渡辺 亜紀 京大・院・生命 院生（修士） 治療薬の開発 
平成 18 年 4 月～ 

 平成 20 年 3 月 

兼森 祥子 京大・院・生命 院生（修士） 治療薬の開発 
平成 18 年 4 月～ 

 平成 20 年 3 月 

本橋 康弘 京大・院・生命 院生（修士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 18 年 4 月～ 

 平成 20 年 3 月 

濱口 まり子 京大・院・生命 院生（修士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 18 年 4 月～ 

 平成 20 年 3 月 

藤代 昌彦 京大・院・生命 院生（修士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 18 年 4 月～ 

 平成 19 年 10 月 

橋本 章史 京大・院・生命 院生（修士） 疾患治療モデルの解析 
平成 19 年 4 月～ 

 平成 21 年 3 月 

一戸 勇弦 京大・院・生命 院生（博士） 疾患治療モデルの解析 
平成 19 年 4 月～ 

 平成 22 年 3 月 

佐々木千代美 京大・院・生命 院生（博士） 疾患治療モデルの解析 
平成 19 年 4 月～ 

 平成 22 年 3 月 

福浜 悦子 京大・院・生命 チーム事務員 研究事務 
平成 19 年 11 月～ 

 平成 22 年 3 月 

宮澤 遙 京大・総合人間 学部生 疾患関連蛋白質の解析 
平成 20 年 3 月～ 

 平成 22 年 3 月 

戸田 聡 京大・工・物工 学部生 疾患関連蛋白質の解析 
平成 20 年 3 月～ 

 平成 21 年 3 月 

河合 裕子 京大・院・生命 院生（修士） 疾患モデルの解析 
平成 20 年 4 月～ 

 平成 22 年 3 月 

齊藤 大允 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 20 年 6 月～ 

 平成 22 年 3 月 

池田 華子 京大・院・医 助教 疾患治療モデルの解析 
平成 21 年 4 月～ 

 平成 22 年 3 月 

田中 喬 京大・院・生命 院生（修士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 21 年 4 月～ 

 平成 22 年 3 月 

中山 慎平 京大・院・生命 院生（修士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 21 年 4 月～ 

 平成 22 年 3 月 

杉山 悠真 
京大・院・生命 院生（修士） 疾患モデルの解析 

平成 21 年 4 月～ 

 平成 22 年 3 月 

佐上 聖 京大・院・生命 院生（修士） 疾患治療モデルの解析 
平成 21 年 4 月～ 

 平成 22 年 3 月 

笹岡 紀男 京大・院・生命 院生（博士） 疾患関連蛋白質の解析 
平成 21 年 4 月～ 

 平成 22 年 3 月 
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７．研究期間中の主な活動 

 

(1)ワークショップ・シンポジウム等                

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

 

平成 21年 
10月 24日 

第 82 回日本生化学会
シンポジウム「ストレ

ス応答の新機軸」 

神 戸 国 際

会議場 

約 100 名 紫外線、熱、重金属などの物理化学

的ストレス、あるいは、ウイルス、

細菌などの生物的ストレスに代表

される環境ストレスに対し、細胞は

多彩なシグナル伝達機構を駆使す

ることによって適応し、恒常性を維

持しようとする。基礎生物学的観点

からは、細胞がどのようにしてスト

レスを感知し（ストレスセンシン

グ）、適切なシグナル伝達経路を活

性化して（ストレスシグナル）、様々

な生物学的反応（ストレスレスポン

ス）を誘導するのか、それぞれのス

テップに於ける正確な分子機構の

解明が極めて重要である。一方、ス

トレスに対するシグナル伝達機構

の破綻が、癌、神経変性、アレルギ

ー、糖尿病等、多様な疾患の原因と

なることが分子レベルで明らかに

なりつつある。本シンポジウムで

は、生理的、病理的な状態での多様

なストレス応答の実態とその制御

という視点からストレスシグナル

研究の最前線を議論した。 

 

平成 20年 
11月 11日 

BMB2008 シンポジ
ウム「神経変性疾患関

連遺伝子検索と機能

解析」 

神 戸 国 際

会議場 

約 300 名 今後、超高齢化社会に突入するわが

国において、認知症を代表とする神

経変性疾患を患う患者の急激な増

加が予想されるが、有効な治療法は

いまだ見つかっていない。しかしな

がらこの十数年間の研究で、神経変

性疾患の発症には、脳・神経系での

異常な蛋白質の蓄積が引き起こす

生体反応が深く関与していること

が明らかになってきた。したがっ

て、そのような生体反応に関わる分

子メカニズムを解明することが治

療へ向けての糸口を得る最短距離

と考えられる。このような視点か

ら、本シンポジウムでは、「神経変

性疾患関連遺伝子検索と機能解析」

と銘打って、いろいろな神経変性疾

患の原因遺伝子の機能解析のみな

らず、発症に関与する生体反応に関

わる可能性のある遺伝子の同定・解

析結果を広く議論をおこなった。 

 

平成 19年 
2月 5日-6日 

生体応答システムとし

ての細胞死 
京都大学医

学・生命科

学研究棟 

約 30名 細胞死は細胞が生きていく上での

終焉として考えられていたが、細胞

死が次の世代へのバトンを渡す役

目として機能していることなどが

最近明らかになってきた。このこと

は細胞が死に至るまでの過程やそ

の意義にはただ単なる終焉を迎え

るだけというわけではないことを

示唆するものである。これまでの細

胞死に関する多くの研究は、いかに

して細胞死が誘導されるのかとい

うメカニズムを明らかにすること

が主流を占めており、多くの因子が
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そのシグナル経路に関与すること

が明らかになってきた。そこで今後

は細胞死という現象をその生物学

的な意義をふまえて、これまでとは

異なる視点から捉えられれば、全く

新しい研究分野として広げること

ができるのではないだろうか、と考

えた。この集会で、この可能性につ

いて討議を行った。 

平成 17年 12
月 9日 

第 28 回分子生物学会
ワークショップ「蛋白

質のフォールディン

グ / プロセシングに
よる細胞機能調節と

その破綻」 

ホ テ ル 日

航博多 

約 300 名 細胞のいろいろな機能を担う蛋白

質が正しく働くためには、正しいコ

ンフォメーション（高次構造）に折

りたたまれ、正しい場所に運ばれて

機能しなければならない。さらに、

これらの過程には、蛋白質のプロセ

シングが深く関与する場合がある。

本ワークショップでは、蛋白質のフ

ォールディング・プロセシング研究

の現状をそれらの機能破綻（疾患）

という視点から取り上げた。発表

は、６題の指定演題に加え、神経変

性疾患や脂質代謝調節など、これら

の現象に関する分子解析の研究成

果に付いて応募した一般応募から

６題を採択した。 

 

平成 17年 
10 月 17 日
−10月 18日 

生理学研究所研究会

「細胞死の新たな生

理機能と病態におけ

る意義」 

生 理 学 研

究所 

約 60 名  細胞死の分子メカニズムが詳し

く研究され、その素過程に関わる分

子が徐々に明らかにされてきた。現

在はそれぞれの分子がどのように

生理機能に関わるかということに

加え、ガンや神経変性疾患のような

病態での役割が注目されるように

なってきた。我が国の細胞死研究は

その初期から高いレベルにあり、細

胞死実行過程の研究では世界をリ

ードする成果が多く出されてきた。

一方、神経変性疾患における細胞死

の分子解析でも世界をリードする

研究者を多数輩出するにいたって

いる。このような状況で、精力的に

細胞死研究を行っている研究者が

一同に会し、その分子機構と生理学

的意義に関して研究交流の場をも

つことは非常に意義のあることと

考え、本研究会を行った。 

 

                                                           

(2)招聘した研究者等 

氏 名（所属、役職） 招聘の目的 滞在先 滞在期間 

 

Anthony  Oro, M.D., Ph.D. 
(Associate Professor: Stanford 
University) 

セミナー 京都 平成 20年 5月
16日 

 

Henry Sucov, Ph.D. (Associate 
Professor: University of South 
California) 

セミナー 京都 平成 19 年 11
月 12日 
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７． 垣塚 彰 「MJD1遺伝子」医学書院医学大事典 pp244l. 2008 
８． 垣塚 彰 「MJD1蛋白質」医学書院医学大事典 pp244m. 2008 
 

(2)口頭発表 

①学会 

国内 64 件（内英語 4 件）, 海外 5 件 

②その他 

国内 32 件（内英語 14 件）, 海外 2 件 
 
(3)特許出願（SORST 研究の成果に関わる特許（出願人が JST 以外のものを含む）） 

 

 

 件数 

国内出願 9 

海外出願 0 

計 9 

 

 

 (4)その他特記事項 

第 82 回日本生化学会大会優秀プレゼンテーション賞受賞：小池雅昭「神経変性疾患
に関わる VCP の翻訳後修飾とその機能：Modifications of VCP via Abnormal Protein 
Accumulation lead to Neuronal Cell Atrophy and Neurodegeneration」」第 82回日本生化学
会年会 平成 21年 10月 24日 神戸国際会議場 
  
優秀ポスター賞受賞：Masaaki Koike “Modificaions of VCP via abnormal protein 
accumulation lead to neuronal cell atrophy and neurodegeneration.”  ”The 5th NTU-Kyoto-U 
mini-symposium on molecular and cellular biology. May 23, 2009. Raku-yu Kaikan, Kyoto, 
Japan. 

 

 

９．結び 
 我々のSORST研究が平成16年にスタートしてより、あっという間に5年の歳月が経過
した。その間、多くの方の協力と励ましに支えていただいたことに心より感謝してい

る。当時、ほとんど注目されなかったVCPというATPaseがポリグルタミンに関連する
分子として生化学的な精製と遺伝学的なスクリーニングで同時に私の目の前に出現し

た。この分子の調節機構が、神経変性疾患のみならず、生命を支える重要な役割を担

っているとの信念で始めた本研究であるが、VCPが関わる２つの新しいフィードバッ
ク機構に加え、rRNAの合成抑制を介したATP節約のフィードバック機構の存在を明ら
かにすることができた。また、ポリグルタミンの発現によってリン脂質の著しい低下
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が引き起こされ、それが病態に関わることを見いだせたことも将来の神経変性疾患の

治療戦略を考える上で大きなヒントになったと思っている。我々の研究が多くの学生

の興味を引きつけていることは疑いの余地がなく、毎年、50人ほどの修士希望者がラ
ボ見学に訪れる。これらの若い力をいかに伸ばし、独自性・独創性の高い研究を担う

研究者に育てることの難しさを日々感じている。 
 今後は、これまで培ってきた神経変性疾患の分子標的やシーズ化合物を用いたモデ

ル動物の治療、さらにはヒトを対象とした臨床研究へと本研究を継続・発展させて行

きたい。これからは、これまでのような潤沢な研究費の元という訳にはいかないが、

新しい治療薬を切望している患者さんの期待に応えるため、苦難の道かもしれないが、

何としても治療薬の開発を成し遂げたいと思っている。JSTには、是非とも神経変性疾
患に限らず、難治性疾患の治療を目指した研究を継続してサポートするプログラムを

準備いただくことを心よりお願いしたい。 
末筆となりましたが、暖かく見守っていただいた吉田光昭研究統括、私からの無理

な要求にいつも快く応えていただいた似鳥嘉昭技術参事を始めとする「SORST」事務
所の方々、科学技術振興機構本部の多くの方々のご支援・ご協力にこの場をお借りし

て厚く御礼申し上げます。 
 

 

 

 
 

 


