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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。得られた実験結果を他の疾患で比較解析し、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

て機能しているとする考えを支持する証拠が蓄積しつつある。 

 

2.研究実施内容 

垣塚グループ： 

 Machado-Joseph病の原因蛋白質を対象として、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) MJD原因蛋白質のプロセシング活性を有する神経細胞株の選別と解析 

 我々は、Machado-Joseph病(MJD)発症の第1ステップを担うと考えられるMJD蛋白質を特

異的にプロセシングする酵素を同定するために、MJD蛋白質が切断された細胞で薬剤耐性

遺伝子が発現するシステムを構築し、MJD蛋白質を切断する活性の高いPC12細胞亜株を選

別・樹立することに成功した。このPC12細胞亜株では、MJD蛋白質の切断活性が親株に比

べて300倍以上に亢進しており、MJD蛋白質は200～250番目のアミノ酸の近傍で切断を受け

ると推測された。次に我々は、これらの細胞株、すなわちMJDプロセッシング酵素活性の

ほとんど無い元の細胞とその活性が増強している細胞株から、mRNAを抽出し、DNAチップ

を用いた解析を行った。その結果、発現が大きく増加、減少している遺伝子がそれぞれ十

数個ずつ存在することが明らかになった。現在、これらの全長cDNAを単離して、機能解析

を進めている。 

2) ポリグルタミンなどの異常蛋白質の蓄積を感知する蛋白質の同定と解析 

 細胞内には、変性蛋白を感知するセンサー蛋白質が存在するとの仮定のもと、そのよう

な仮想センサー蛋白質を同定する目的で、伸長したポリグルタミンを含むMJD蛋白質



(MJD79)を用いて、細胞抽出液から分子量約100kDaの蛋白質PIP-1(polyglutamine-

interacting protein 1)をアフィニティ精製した。PIP-1に対して質量解析および蛋白シ

ークエンシングを行ったところPIP-1はVCP/p97と言う名前で報告されている６量体として

働くAAA familyのATPaseであった。 

 次にVCP蛋白質に対する抗体を作成し、VCPと変性蛋白質との細胞内での局在を調べた。

その結果、VCPは、ハンチントン舞踏病やMJDの核内封入体やパーキンソン病のLewy body

との共局在が確認され、ポリグルタミンのみならずAβやα-synuclein等の種々の変性蛋

白を認識・結合することが判明した。さらに、いろいろな場所に変異を導入したVCP変異

体の発現実験から、VCPの2番目のATP結合領域の変異体(K524A)が細胞質に小胞体由来の巨

大な空胞を多数形成した後、細胞死を誘導することを見出した。VCP (K524A)は、内在性

のVCPと一緒に六量体を形成することが判明し、レコンビナントVCPを発現・精製後、その

ATPase活性を測定したところ、VCP (K524A)は、ATPase活性をほとんど消失していること

が明らかになった。VCP (K524A)が引き起こす表現型が、神経変性疾患の病理像、ポリグ

ルタミンの発現やプロテアゾーム阻害剤で細胞を処理した時の表現型にきわめて似通って

いることから、異常蛋白質と結合したVCP六量体はその結合に比例してATPase活性が低下

し、その結果ドミナント・ネガティブ的に働くことが、神経変性疾患でのtoxic gain-of-

functionの本体の一つであろうと推測された。 

3)ドロソフィラの遺伝学を用いた神経細胞死に関与する遺伝子の同定・解析 

 ポリグルタミンが引き起こす細胞死のシグナル伝達に関わる遺伝子を同定する目的で、

複眼の変性を引き起こすモデルショウジョウバエを樹立した。この複眼の変性は、p35等

のcaspase阻害物質では抑制を受けず、caspase非依存性の細胞死であると考えられた。続

いて、遺伝学的スクリーニングによって、遺伝子機能の変異が複眼の変性を抑制する遺伝

子として、ter94（ドロソフィラVCP）遺伝子を同定した。複眼の変性の改善が最も顕著で

あったter94の変異体（ter9426-8）でも、ポリグルタミンの凝集には影響が見られず、VCP

の変異体ではポリグルタミンの凝集からの細胞死シグナルがブロックされていることが示

唆された。また、ter94の過剰発現でショウジョウバエの複眼の変性を認めた。このter94

の過剰発現による変性も、ポリグルタミンと同様、caspase阻害因子では抑制されなかっ

た。一方、両者の変性は、シャペロン活性を消失させたHsp70によって阻害された。以上

の結果は、ポリグルタミンが引き起こすcaspase 非依存性の細胞死シグナルはVCP/ter94

から発し、それはシャペロン活性に非依存的にHsp70によって阻害されることを示してい

る。 

 これらの結果を総合的に解釈するとVCP蛋白質は細胞内に作り出される異常蛋白質を関

知するセンサー蛋白として働くのみならず、異常蛋白質が引き起こす細胞反応（特に空胞

形成とcaspase 非依存性の細胞死）に直接関与する蛋白質であると考えられた。したがっ

て、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。 

 



一條グループ： 

 多様な神経変性疾患において神経細胞死誘導に比較的共通のメカニズムとして注目され

る小胞体ストレスシグナル伝達経路におけるASK1-MAPキナーゼ系の役割の解析を中心に研

究を行い、以下の結果を得た。 

1) 小胞体ストレス誘導性細胞死おけるASK1の役割 

 蛋白質が正しい構造をとるように折りたたまれること(folding)は、細胞内においてそ

の蛋白質が正常に機能する上で必須である。そのfoldingが行われる場である小胞体での

異常蛋白質の蓄積は、小胞体ストレスとして感知され、様々な細胞内反応を引き起こす。

本年度我々は、小胞体膜上の受容体であるIRE1が、アダプター分子TRAF (TNF receptor 

associated factor) 2を介してASK1を活性化することを見いだした。ASK1ノックアウト由

来線維芽細胞ならびに神経細胞を用いて小胞体ストレス感受性を検討したところ、ASK1が

小胞体ストレス誘導性細胞死に必須の因子であることを突きとめた。 

2) ポリグルタミン発現による小胞体ストレス誘導 

 テトラサイクリン誘導系を用いたPC12細胞のポリグルタミン過剰発現系において、

polyQ79が小胞体ストレスを引き起こすこと、ならびにASK1-MAPキナーゼ経路を活性化す

ることを明らかにした。 

3) ポリグルタミン発現によって誘導される神経細胞死におけるASK1の役割 

 アデノウイルスベクターに導入したポリグルタミンの過剰発現系を用い、ASK1ノックア

ウト由来神経細胞でのポリグルタミン感受性を検討したところ、ASK1がポリグルタミン誘

導性神経細胞死に必須の因子であることが示唆された。 

 以上の結果から、ASK1-MAPキナーゼ系が神経変性疾患治療のためのターゲット分子とし

て極めてユニークかつ有力な候補分子であることが示唆された。 

後藤グループ： 

1) 神経系前駆細胞の生存促進機構の解析 

 神経系前駆細胞の生死制御機構についてはその重要性にも関わらず殆ど不明であった。

本研究グループは、Notchが神経系前駆細胞の細胞密度依存性の生存促進を誘導すること

を見いだした。興味深いことに、この生存促進効果には、Notchによる分化抑制に重要な

RBP-J/HES 経路は必要ないことが分かった。そこで次にNotchの変異体を用い、Notchのど

の部位が生存促進に重要かを検討したところ、RAMドメインが必要であることが明らかに

なった。また、活性型Notchの発現により、生存促進型Bcl-2ファミリーメンバーのBcl-2

およびMcl-1の発現が誘導されることも示された。NotchによるBcl-2, Mcl-1の発現にも

NotchのRAMドメインが必要であった。現在更にBcl-2, Mcl-1の神経系前駆細胞の生存にお

ける役割について検討中である。 

2)  PI3キナーゼ/Akt経路による細胞生存促進機構の検討 

 Aktがp53を抑制するメカニズムについて検討したところ、p53の分解を誘導するユビキ

チンリガーゼMdm2を、Aktが直接にリン酸化し活性化することが明らかになった。Aktによ

るMdm2のリン酸化部位(Ser186)はin vivoの生存促進的な条件下でリン酸化されているこ



と、またこの部位をAlaに置換したMdm2はp53ユビキチン化活性・p53分解促進活性が顕著

に消失しておりAktによる活性化を受けないことも示された。 

 

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) MJDの原因蛋白質のプロセシング活性を有する神経細胞株の選別と解析 

2) ポリグルタミンなどの異常タンパク質の蓄積を感知する蛋白質の同定と解析 

3) ドロソフィラの遺伝学を用いた神経細胞死に関与する遺伝子の同定・解析 

一條グループ 

 ① 分担グループ長：一條 秀憲（東京大学大学院・薬学研究科・教授） 

 ② 研究項目：死のシグナル伝達機構の解析 

1) 小胞体ストレス誘導性細胞死おけるASK1の役割 

2) ポリグルタミン発現による小胞体ストレス誘導 

3) ポリグルタミン発現によって誘導される神経細胞死におけるASK1の役割 

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：生のシグナル伝達機構の解析 

1) 神経系前駆細胞の生存促進機構の解析 

2) PI3キナーゼ/Akt経路による細胞生存促進機構の検討 
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