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【略称一覧】 
A Aβ   amyloid β 

 
AD 

 
Alzheimer's disease 

 
ALS 

 
amyotrophic lateral sclerosis 

 
ANOVA 

 
analysis of variance 

 
APP 

 
amyloid precursor protein 

 ASK1  apoptosis signal-regulating kinase 1 
 ATF4  activating transcription factor 4 

 
ATF6 

 
activating transcription factor 6 

B BACE1   β-site APP cleaving enzyme 
 BIM  B-cell leukaemia/lymphoma2 (BCL-2) interacting mediator of cell death 
 BiP  immunoglobulin heavy-chain binding protein 

 
BSA 

 
bovine serum albumin 

C CARE  C/EBP-ATF response element 
 CHOP  C/EBP-homologous protein 
D DEPC   diethylpyrocarbonate 
 DIAN  Dominantly Inherited Alzheimer Network 

 
DMEM 

 
Dulbecco's modified Eagle's medium 

 
dNTP 

 
deoxynucleotide triphosphate 

 DR5  death receptor 5 

 
DTT 

 
dithiothreitol 

E E1   ubiquitin-activating enzyme 

 
E2 

 
ubiquitin-conjugating enzyme 

 
E3 

 
ubiquitin ligase 

 
EDEM 

 
ER degradation-enhancing α-mannosidase-like protein 

 
EDTA 

 
ethylenediamine-N, N, N’, N’-tetraacetic acid 

 
eIF2α 

 
eukaryotic initiation factor 2α 

 
ELISA 

 
enzyme-linked immunosorbent assay 

 
ER 

 
endoplasmic reticulum 

 
ERAD 

 
endoplasmic reticulum-associated degradation 

 
ERdj4 

 
ER-localized DnaJ-domain containing protein 4 

 
ERSE 

 
endoplasmic reticulum stress response element 

F FCS   fetal calf serum 
 FTD  frontotemporal dementia 
G GADD   growth arrest DNA and damage protein  
 GPR37  G protein-coupled receptor 37 
 GRP  glucose-regulated protein 
 GSK-3β  glycogen synthase kinase 3β 
H H2O2   hydrogen peroxide 

 
H2SO4  

sulfuric acid 

 
HCl 

 
hydrochloric acid 

 HECT  homologous to E6-AP carboxyl terminus 

 
HMG-CoA 

 
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A 

 
HRD1 

 
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase degradation 1 

 
HRP 

 
horseradish peroxidase 

I IgG   immunoglobulin G 
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IRE1 

 
inositol-requiring enzyme 1 

J JNK  c-Jun N-terminal kinase 
K KCl   potassium chloride 
M MgCl2  

magnesium chloride 
 MHC  major histocompatibility complex 
N NaCl   sodium chloride 

 
NaF 

 
sodium fluoride 

 
NaOH 

 
sodium hydroxide 

 NO  nitric oxide 

 
NP-40 

 
Nonidet P-40 

 Nrf1  nuclear respiratory factor 1 

 
NTC 

 
non template control 

P Pael-R   parkin-associated endothelin receptor-like receptor 

 
PBS 

 
phosphate-buffered saline 

 
PCR 

 
polymerase chain reaction 

 
PD 

 
Parkinson's disease 

 PDI  protein disulfide isomerase 

 
PERK 

 
double-stranded RNA-activated protein kinase-like endoplasmic reticulum kinase 

 
PMSF 

 
phenylmethylsulfonyl fluoride 

R rER 
 

rough-surfaced ER 
 RING  really interesting new gene 
 RNase  ribonuclease 
S SCF   Skip1/Cul1/F-box protein 
 SDS  sodium dodecyl sulfate 

 
SDS-PAGE 

 
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

 
SE 

 
standard error 

 
SEL1L 

 
suppressor enhancer lin12 1 like 

 sER  smooth-surfaced ER 

 
siRNA 

 
small interfering ribonucleic acid 

 SVZ  subventricular zone 
T TBS   tris-buffered saline 

 
TCR-α 

 
T-cell receptor-α chain 

 
Tg 

 
thapsigargin 

 
Tm 

 
tunicamycin 

 
TMB 

 
tetramethylbenzidine 

 TRAF2  tumor necrosis factor receptor-associated factor 2 

 
Tris 

 
tris (hydroxymethyl) aminomethane 

 
Triton X-100 polyoxyethylene (10) octylphenyl ether 

 
Tween-20 

 
polysorbate 20 

U Ub   ubiquitin 

 
UPR 

 
unfolded protein response 

 
UPRE 

 
unfolded protein response element 

X XBP1   X-box binding protein 1 
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【使用試薬一覧】 
1 1-Butanol 和光純薬工業株式会社	 

 
2-Mercaptoethanol 和光純薬工業株式会社	 

 
2-Propanol 和光純薬工業株式会社	 

 
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS) SIGMA-ALDRICH 

A Acrylamide 和光純薬工業株式会社	 

 
Albumin, from Bovine Serum, Cohn Fraction V, pH7.0 (BSA) 和光純薬工業株式会社	 

 Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse antibody Molecular Probes 
 Alexa Fluor 546-conjugated anti-rabbit antibody Molecular Probes	 

 
Ammonium Peroxodisulfate 和光純薬工業株式会社	 

 anti-4−ΗΝΕ monoclonal antibody (HNEJ-2) 日本老化制御研究所	 

	  
anti-β-actin mouse monoclonal antibody (C4) Santa Cruz 

 anti-γ-tubulin monoclonal antibody (GTU-88) SIGMA-ALDRICH 

 
anti-HRD1 (C-term) rabbit polyclonal antibody ABGENT 

 
anti-HRD1/SYVN1 (C-terminal) rabbit polyclonal antibody SIGMA-ALDRICH 

 
anti-KDEL mouse monoclonal antibody (10C3) Stressgen 

 
anti-mouse IgG horseradish peroxidase GE Healthcare 

 
anti-PDI mouse monoclonal antibody (RL90) Affinity BioReagent 

 
anti-rabbit IgG horseradish peroxidase GE Healthcare 

 anti-rabbit IgG, HRP-linked antibody Cell Signaling 

 
anti-Sel-1L goat polyclonal antibody (T-17) Santa Cruz 

 anti-tau monoclonal antibody (Tau-5) Millipore 

 
Aprotinin SIGMA-ALDRICH 

B Benzyloxycarbonylleucyl-leucyl-leucine aldehyde (MG132) ペプチド研究所	 

 
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate Bio-Rad Laboratories 

 
Bromophenol Blue (BPB) 和光純薬工業株式会社	 

C Chloroform 和光純薬工業株式会社	 

 
CompleteTM Mini protease inhibitor cocktail tablets EDTA-free Roche Diagnostics 

 Cycloheximide SIGMA-ALDRICH 
D Deoxynucleotide triphosphate (dNTP) SIGMA-ALDRICH 

 
Diethylpyrocarbonate treated Water 株式会社ニッポンジーン	 

 
Dimethylsulfoxide (DMSO) 和光純薬工業株式会社	 

 
Disodium Hydrogenphosphate 12-Water (Na2HPO4・12H2O) 和光純薬工業株式会社	 

 
Dithiothreitol Invitrogen 

 
Donkey anti-Goat IgG, HRP Promega 

 
Dulbecco's Modified Eagle' Medium-high glucose SIGMA-ALDRICH 

E Ethanol (995) 和光純薬工業株式会社	 

 
Ethylenediamine-N, N, N’, N’-tetraacetic acid,  

同仁化学研究所	 

 
disodium salt, dihydrate (EDTA・2Na) 

F FastStart Universal Probe Master (Rox) Roche Diagnostics 

 
Fetal Bovine Serum BioWest 

 
First-Strand Buffer Invitrogen 

 
Formic Acid 和光純薬工業株式会社	 

G G418 disulfate salt (Geneticin®) Invitrogen 

 
Glycerol 和光純薬工業株式会社	 

 
Glycine 和光純薬工業株式会社	 
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H HNE-DMA SIGMA-ALDRICH	 
 Human Amyloid β (1-40) 測定キット-IBL 免疫性物研究所	 

 
Human Amyloid β (1-42) 測定キット-IBL 免疫性物研究所	 

 
Human/Rat β Amyloid (42) ELISA Kit Wako, High-Sensitive 和光純薬工業株式会社	 

 
Hydrochloric Acid (HCl) 和光純薬工業株式会社	 

 
Hydrogen Peroxide 和光純薬工業株式会社	 

I Image-iT® FX Signal Enhancer Invitrogen 
L Leupeptin SIGMA-ALDRICH 

 
LipofectamineTM LTX Invitrogen 

M Magnesium Chloride (MgCl2) Invitrogen 

 
Methanol 関東化学株式会社	 

 
N, N'-Methylene-bis (acrylamide) 和光純薬工業株式会社	 

N NP-40 (Polyoxyethylene (9) Octylphenyl Ether) Calbiochem 
O Okadaic Acid 和光純薬工業株式会社	 

 
OPTI-MEM® I Invitrogen 

 
Oligo (dT)12-18 primer Invitrogen 

P Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF) 和光純薬工業株式会社	 

 
PlusTM Reagent Invitrogen 

 
Polyoxyethylene (10) Octylphenyl Ether (Triton X-100) 和光純薬工業株式会社	 

 
Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate (Tween-20相当品) 和光純薬工業株式会社	 

 
Polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane MERCK MILLIPORE 

 
Potassium Chloride (KCl) 和光純薬工業株式会社	 

 
Potassium Dihydrogenphosphate (KH2PO4) 和光純薬工業株式会社	 

 
Precision Plus ProteinTM Standards Dual Color Bio-Rad Laboratories 

 
Pure Nitrocellulose Membrane (0.45 µm) Bio-Rad Laboratories 

R RNaseOUTTM Recombinant RNase Inhibitor Invitrogen 
 Rotenone SIGMA-ALDRICH	 
S SlowFade® Gold antifade reagent Invitrogen	 
 Skim Milk 森永乳業株式会社	 

 
Sodium Chloride (NaCl) 和光純薬工業株式会社	 

 
Sodium Deoxycolate 和光純薬工業株式会社	 

 
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 和光純薬工業株式会社	 

 
Sodium Fluoride (NaF) 和光純薬工業株式会社	 

 
Sodium Hydrogen Carbonate (NaHCO3) 和光純薬工業株式会社	 

 
Sodium Orthovanadate (V) 和光純薬工業株式会社	 

 
SuperScript® Enzyme Mix Invitrogen 

 
SuperScriptTMIII RNase H− Reverse Transcriptase Invitrogen 

T N, N, N', N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 和光純薬工業株式会社	 

 
Thapsigargin 和光純薬工業株式会社	 

 
Tunicamycin 和光純薬工業株式会社	 

 
TRI® Reagent SIGMA-ALDRICH 

 
Trizma® base (Tris) SIGMA-ALDRICH 

 
Trypsin-EDTA solution SIGMA-ALDRICH 

V VILOTM Reaction Mix Invitrogen 
W Western LightningTM Chemiluminescence Reagent Plus Perkin Elmer 
あ	 一般99度以上合成アルコール	 株式会社ゴードー	 
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【序論】 
 
	 小胞体（endoplasmic reticulum；ER）は真核生物における細胞内小器官の一つであり，滑面
小胞体（smooth-surfaced ER；sER）とリボソームが付着した粗面小胞体（rough-surfaced ER；
rER）に大別される．sER では，主として，コレステロールやリン脂質の生合成，ヘムの分解，
薬物代謝などが行われる他，細胞内におけるカルシウムイオン（Ca2+）の貯蔵にも関与する．一

方，rERでは，主として，膜結合型リボソームを介した分泌型タンパク質や膜結合型タンパク質
などの分泌系タンパク質の合成が行われる他，新規合成タンパク質へのN結合型糖鎖基本構造の
付加，ジスルフィド結合の形成，ER シャペロンによるフォールディングを介した高次構造の形
成に関与する．成熟した分泌系タンパク質は，ゴルジ装置へと運ばれ，さらなる修飾を受ける他，

リソソームや細胞表面などの最終目的地へと輸送分泌される．細胞が産生する全タンパク質の約

3分の1は，小胞体を通過すると考えられており，同器官における新規合成タンパク質に対する
品質管理は，細胞が生存する上で極めて重要である． 

 
 
小胞体におけるタンパク質品質管理機構 
 
	 細胞膜受容体に代表される膜結合型タンパク質や，ホルモンに代表される分泌型タンパク質は，

小胞体において様々な修飾を受け，正しい分子構造を形成することで，正常な機能を有するタン

パク質へと成熟する．しかしながら，タンパク質の高次構造形成は往々にして失敗し，結果とし

て未成熟な異常タンパク質は一時的に小胞体へ蓄積する．また，低酸素，低グルコース，Ca2+濃

度の変化などによる細胞を取り巻く環境の変化，あるいは変異遺伝子より翻訳された異常タンパ

ク質の産生は，タンパク質の正常な成熟を阻害し，小胞体における異常タンパク質の蓄積を助長

する．このような異常タンパク質の蓄積は，小胞体におけるタンパク質品質管理機構を破綻させ，

“異常タンパク質が小胞体内腔において過度に蓄積した状態”である「小胞体ストレス」を惹起

する．細胞は，小胞体ストレスに対する防御反応として小胞体ストレス応答（unfolded protein 
response；UPR）機構を有しており，1) 翻訳開始因子のリン酸化を介した新生タンパク質の合
成抑制，2) 転写因子活性化による小胞体シャペロンの誘導，3) ユビキチン・プロテアソーム系
によるタンパク質分解（小胞体関連分解：endoplasmic reticulum-associated degradation；
ERAD）機構の促進を介して，小胞体ストレスを軽減させることが知られている（図1A-C）【1, 
2】．一方，長期的な小胞体ストレスにより，小胞体の機能障害が上述のストレス防御反応を上回
った場合においては，細胞死経路の一種であるアポトーシス経路が活性化され，障害細胞は細胞

死へと誘導される（図1D）【3-5】． 
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小胞体ストレスと疾患 
 
	 近年，小胞体ストレスが，1) アルツハイマー病（Alzheimer’s disease；AD）やパーキンソン
病（Parkinson’s disease；PD），筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis；ALS）な
どの神経変性疾患や，2) 双極性障害（躁鬱病）などの精神神経疾患，3) 心疾患や糖尿病などの
生活習慣病，4) 骨粗鬆症や骨形成不全，軟骨低形成症などの骨軟骨疾患，さらには，5) がんの
病態形成に深く関与することが報告されている【6-10】．これら疾患の発症要因として，異常タ
ンパク質の過度な蓄積に基づく小胞体ストレスの亢進（例：老人斑，Lewy 小体の形成）や，細
胞内環境変化に起因する小胞体ストレスによる細胞内情報伝達系の変化（例：インスリン・レプ

チン抵抗性の獲得），さらには，遺伝子変異による小胞体ストレス応答機構の阻害（例：変異型

タンパク質の産生，遺伝子プロモーター領域の多型）などの関与が報告されている【11-13】． 
 
 
ユビキチン−プロテアソーム系におけるユビキチンリガーゼの分類 
 
	 ユビキチンリガーゼ（E3）は高度な多様性を有しており，ユビキチン結合酵素（E2）の結合
部位である活性中心の構造から，HECT（homologous to E6-AP carboxyl terminus）型，RING 
(really interesting new gene)-finger型およびU-box型に大別される【14】．HECT型E3は，
E2に結合したユビキチンを，チオエステル結合を介してHECTドメイン内のシステイン残基に
転移後，基質タンパク質へと結合させる酵素群である．一方，RING型およびU-box型E3は，
E2に結合したユビキチンを，E2から直接基質タンパク質へと結合させる酵素群である．多くの
場合，E3によるユビキチン修飾を受けた基質タンパク質は，ユビキチンタンパク質における48
番目のリジン残基（K48）を介してポリユビキチン鎖が形成される．一般に，ポリユビキチン化
した基質タンパク質は，タンパク質分解酵素複合体である26Sプロテアソームによって分解を受
けることが知られている【15-18】． 
	 HECT型E3におけるHECTドメインは，E2結合部位と，ユビキチンとチオエステル結合す
る触媒部位を併せ持つことが知られている．HECT型E3としてE6APやNedd4，Rsp5などが
同定されている【19】．一方，RING型E3におけるRING-fingerドメインは，亜鉛イオン（Zn2+）

が配位した構造を有しており，E2結合部位として機能する．単量体で機能するRING型E3と
してUbr1や cIAP，Siahが，多量体で機能するRING型E3として SCF（Skip1/Cul1/F-box 
protein）複合体が同定されている【20】．また，U-box型E3はRING型E3の亜種であり構造
に金属イオンを必要としないことが知られている．U-box型E3としてCHIPやPRP19，CYC4
などが同定されている【21】． 
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ヒト新規ERAD関連遺伝子HRD1およびSEL1Lの同定 
 
	 出芽酵母の小胞体膜上には，ERAD 機構に関与する RING 型ユビキチンリガーゼ Hrd1p
（3-hydroxyl-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase degradation；HRD）が存在する．Hrd1p
は，細胞質側にRING-H2 Finger領域を有する複数回膜貫通型タンパク質であり，ERAD機構
において基質タンパク質のポリユビキチン化を行うことが知られている．一方，Hrd3pは I型膜
タンパク質であり，小胞体内腔においてHrd1pの基質認識やHrd1pの安定化に寄与することが
報告されている【22, 23】．当研究室では，バイオインフォマティクス的手法を用いた小胞体タン
パク質の探索により，酵母Hrd1pおよび酵母Hrd3pと高いアミノ酸相同性，およびドメイン構
造を有するヒト新規 ERAD 関連遺伝子として，KIAA1810（酵母 Hrd1p 相同遺伝子）および
SEL1L（酵母Hrd3p相同遺伝子）の同定に成功した【24】．なお，KIAA1810は完全長クロー
ニングを行い，ヒト新規ERAD関連遺伝子としてHRD1と命名した．また，当研究室は，これ
らヒト新規ERAD関連遺伝子の機能が酵母より保存されていることも明らかにした．すなわち，
哺乳類細胞内においても，HRD1およびSEL1Lは小胞体に局在し，小胞体ストレスによって発
現誘導を受けることを明らかにした．また，HRD1 は RING 型のユビキチンリガーゼ活性を有
し，小胞体ストレスによるアポトーシスの誘導を抑制することも示した【24】． 

 
 
ヒトHRD1の生体内局在 
 
	 当研究室では，HRD1はいずれの臓器においても発現が認められ，特に，肝臓，骨格筋，脾臓
で高発現することを見出した【24】．また，脳神経系においては，海馬 CA3-CA1 領域における
錐体細胞や，海馬歯状回における顆粒細胞，さらには，大脳皮質の神経細胞，黒質緻密層のドパ

ミン神経細胞や，小脳プルキンエ細胞に高発現することを示した【25】．一方，グリア細胞にお
いては発現が認められないことも明らかにした【25】．また最近の研究では，側脳室下帯
（subventricular zone；SVZ）に局在するNestin陽性神経幹細胞においてもHRD1が発現する
ことを見出した【26】． 

 
 
小胞体ストレスに応答したHRD1とSEL1Lの誘導機構 
 
	 酵母では，小胞体ストレスに対するセンサー分子として I型膜タンパク質である Ire1pを有し
ている．したがって，小胞体ストレス下，酵母Hrd1pとHrd3pは Ire1pを介して誘導される．
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一方，哺乳類細胞では，小胞体ストレスに対するセンサー分子として IRE1の他に，I型膜タン
パク質であるATF6が存在する．IRE1は細胞質側にSer-ThrキナーゼドメインとRNaseドメ
インを有しており，ホモ二量体形成後，自己リン酸化により活性化する．転写因子XBP1（X-box 
binding protein 1）は，活性化した IRE1によるスプライシングを受けた後，小胞体ストレス応
答遺伝子のプロモーター領域に存在するunfolded protein response element（UPRE-I, -II）お
よびER-stress response element（ERSE-I, -II）に結合することが知られている【27】．一方，
ATF6は小胞体ストレスに応答してゴルジ装置へと分泌輸送された後，膜貫通領域で切断され，
細胞質側のATF6が転写因子として機能する．また，ATF6は核内において小胞体ストレス応答
遺伝子のプロモーター領域に存在するERSEに結合することが知られている【27】．哺乳類細胞
において，HRD1はプロモーター領域にUPRE-IIおよびERSE-I, -II配列を有し，特にERSE
配列を介したIRE1-XBP1経路およびATF6経路によって誘導されることが報告されている【28, 
29】．一方，SEL1Lにおいては，現在に至るまでプロモーター領域における既知のUPREおよ
びERSE配列の存在は認められていないが，ATF6経路によって誘導されることが明らかとなっ
ている【28】． 

 
 
HRD1-SEL1L複合体の基質タンパク質 
 
	 ERAD 機構における HRD1-SEL1L 複合体の基質タンパク質として，これまでに
3-hydroxyl-3-methylglutaryl coenzyme A（HMG-CoA）reductaseやCD3-δ，T-cell receptor-α
（TCR-α），misfolded major histocompatibility complex（MHC）class I heavy chain，nuclear 
respiratory factor 1（Nrf1），Z variant α1-antitrypsin，p53などが同定されている【30-33】．
これらの他に，アルツハイマー病（Alzheimer’s disease；AD）の原因タンパク質とされるアミ
ロイドβ（amyloid β；Aβ）の前駆体タンパク質（amyloid precursor protein；APP）や，家族
性パーキンソン病（Parkinson’s disease；PD）責任遺伝子 PARK2として知られるユビキチン
リガーゼParkinの基質タンパク質であるparkin-associated endothelin receptor-like receptor
（Pael-R；別名G protein-coupled receptor 37, GPR37），さらにはPrion Protein，Huntingtin
など神経変性疾患に深く関連するタンパク質がHRD１の基質として同定されており，HRD1の
機能が破綻することにより，何らかの疾患が発症する可能性が示唆される【34-37】． 
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アルツハイマー病（Alzheimer’s disease；AD） 
 
	 アルツハイマー病（AD）は，進行性かつ不可逆性の認知機能の低下および人格の変化を主な
症状する疾患であり，認知症の主要な原因を成している．AD の定義となる病理学的特徴は，大
脳皮質や海馬における老人斑の形成と神経原線維変化であり，これらを伴う神経変性および神経

脱落による脳の萎縮が同疾患には認められる． 
	 老人斑は異常線維構造物である Aβを主要構成成分とする細胞外蓄積物であり，周囲を変性し
た神経突起やミクログリアが取り囲んでいる．Aβは40~42アミノ酸からなるペプチドであり， 
APP から β-セクレターゼ（β-site APP cleaving enzyme；BACE1）および γ-セクレターゼ
（presenilin−nicastrin−APH-1−PEN-2 複合体）による連続的切断によって生理的に産生される
【38】．一般に，Aβ40に比してAβ42の凝集能は高く，神経毒性は高いことが示されている【39】．
また，Aβ40とAβ42の存在比（Aβ42/ Aβ40）の増大はAD発症に深く関与していると考えられ
ている【40】．現在に至るまで，家族性 AD の原因遺伝子として，21 番染色体上の APP（例：
K670N/K671L, Sweden型変異；V717I, London型変異）や14番染色体上のpresenilin 1，1
番染色体上のpresenilin 2などの遺伝子変異が同定されており，いずれもAβの産生および蓄積
を促進することが明らかになっている【41, 42】．また，孤発性ADの遺伝的危険因子として唯一
確立しているアポリポタンパク質Eの対立遺伝子である ε4の存在もAβの蓄積を促進すること
が示唆されている【43】．正常状態では，Aβ40および Aβ42ともに，生成後，凝集・蓄積する前
に速やかに分解されると考えられている．よって，その存在量は生成と分解のバランスによって

規定されている．産生された Aβは，種々のメカニズムにより脳実質から除去されると考えられ
ている．近年，Aβ を生理的に分解する中性エンドペプチダーゼ様プロテアーゼとしてネプリラ
イシンが同定された【44-46】．ネプリライシンは II型膜タンパク質であり，神経細胞では分泌顆
粒内およびシナプス膜上で Aβ を分解する. ネプリライシンの活性および発現量は加齢とともに

減少し, 同酵素活性の低下はAβ量を上昇させることが明らかとなっている【47】. よって, 加齢依

存的なネプリライシン活性の低下が, 孤発性ADにおけるAβ蓄積の原因である可能性が強く示唆
されている． 
	 一方，神経原線維変化は，高度にリン酸化された tauが細胞質内において線維化し，沈着した
病理像である．tau は中枢神経系に多く発現する微小管結合タンパク質の一種であり，主にチュ
ブリンとの結合による微小管重合の促進・安定化に寄与する他，神経細胞の形態形成や軸索極性，

軸索輸送に関わることが報告されている【48】．また，ヒト成人脳では選択スプライシングによ
り，6種類の tauタンパク質アイソフォームが存在する．これらは，N末端側における挿入ドメ
イン数（0N~2N）とC末端側における微小管結合ドメインとして機能するリピート配列の数（3
リピート（3R）もしくは4リピート（4R））との組み合わせにより分類される【49】．また，tau
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は前頭側頭型認知症（frontotemporal dementia；FTD）の原因遺伝子として同定されており，
同疾患における変異遺伝子は現在に至るまで10種類以上が報告されている【50, 51】．中でも，
G272V，P301L，V337M，R406W などのミスセンス変異は，微小管結合ドメインあるいは，

その近傍に存在し，tau の微小管重合促進能を低下させる他，野生型と比して凝集しやすいこと
が確認されている．一方，凝集したAβはリン酸化酵素であるGSK-3βを活性化し，tauの過剰
リン酸化を引き起こすことが報告されている【52, 53】．過剰リン酸化 tauの時間的・空間的蓄積
はADの病理進行を6段階に分類できるほど特徴的な分布を示し，神経細胞死の程度や認知障害
などの臨床症状と高い相関があることが明らかになっている【54】．また，これらの病理学的変
化を経て，実際に認知症を発症するまでには，10年以上もの歳月を要すると考えられている．近
年における家族性ADを対象とした研究（Dominantly Inherited Alzheimer Network；DIAN）
では，疾患発症の約20年前よりAβの蓄積が開始（髄液中のAβ42が低下）し，約10年前から
認知能力が徐々に低下することが示唆された【55】．しかしながら，Aβの蓄積から過剰リン酸化
tau の蓄積，さらには神経変性へと病態が進行するメカニズムには，未だに不明な点が多く残さ
れている． 

 
 
ERAD機構におけるHRD1を介したAPPの分解とAβ産生への影響 
 
	 私たちは，近年Aβの前駆体タンパク質である amyloid precursor protein（APP）もHRD1
の基質であることを見出した．マウス脳組織を用いた解析では，海馬や大脳皮質の神経細胞にお

いてHRD1とAPPが共局在することが示唆された（図3）．また，in vitroユビキチン化実験で
は，APP が HRD1 によってポリユビキチン化されることを明らかにした【34】．続いて，培養
細胞を用いて，APPの分解過程におけるHRD1の関与を検討した．その結果，HRD1の発現増
加により，細胞内における APPの蓄積が抑制されることが明らかになった（図 4A）．また，こ
れらはプロテアソーム阻害薬であるMG132の前処置より抑制されたことから，HRD1を介した
APPの減少は，プロテアソーム依存的なタンパク質分解に基づくことが示唆された（図4A）．さ
らに，本条件下において，Aβの産生量を解析した結果，HRD1の発現増加によりAβ40，Aβ42
共にその産生量が有意に減少することが明らかとなった（図4B）．よって，HRD1はAPPの分
解を促進することで Aβの産生を抑制することが示唆された【34】．一方，HRD1の発現抑制に
よる APP 分解への影響について検討を行った結果，HRD1 の発現抑制に伴い細胞内における
APPの蓄積が認められた（図4C）．また，小胞体ストレスの指標となるGRP78およびGRP94
の増加も認められたことから，HRD1の発現抑制により小胞体ストレスが惹起されることも明ら
かになった（図4C）．さらに，本条件下におけるAβの産生量を解析した結果，HRD1の発現抑
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制によりAβ40，Aβ42共にその産生量が有意に増加することが明らかとなった（図4D）．よって，
HRD1の発現抑制によりAPPの蓄積と小胞体ストレスを伴う，Aβの産生増加が惹起されること
が明らかになった【34】． 
	 このように私たちは，HRD1が関与する ERAD機構の機能破綻により，ADが発症する可能
性を見出してきた．しかしながら，AD患者におけるERAD関連分子の生理機能異常と疾患発症
機序との関連性については，未だに不明な点が多く残されている．そこで本研究では，AD 発症
原因としてのERAD機能破綻を仮定して検討を行った．第1章において，AD患者死後大脳皮質
を用いた小胞体ストレス応答関連遺伝子および関連タンパク質の発現解析を行った結果，ユビキ

チンリガーゼHRD1が AD患者の大脳皮質では，タンパク質不溶化により特異的かつ有意に減
少することが明らかになった．さらに，第 2 章において，AD 発症機構の解明に向けた HRD1
減少機序の解析を行った結果，HRD1タンパク質は酸化ストレスによってのみ不溶化することが
示唆された． 
  



12 

 
 
 
図 1A. 新生タンパク質の翻訳抑制機構 
	 小胞体膜上に存在するPERK（PKR-like ER kinase）は，小胞体ストレスに応じてオリゴマ
ーを形成し，自己リン酸化することで活性化する．活性化した PERK は，タンパク質翻訳開始
因子であるeIF2α（eukaryotic initiation factor 2α）の51位のセリンをリン酸化する．リン酸化
されたeIF2αは，43S initiation complexの形成を阻害し，タンパク質への翻訳開始を阻害する．
これにより，多種のタンパク質が翻訳の抑制を受けるが，一方で，転写因子 ATF4（activating 
transcription factor 4）などの発現量は増加する．ATF4は，DNA配列上のCARE（C/EBP-ATF 
response element）領域に結合し，特定遺伝子の転写を促進する．それらの1つであるGADD34
（growth arrest DNA and damage protein 34）は，セリン・スレオニン脱リン酸化酵素である
PP1（protein phosphatase 1）と複合体を形成し，リン酸化eIF2αを再び脱リン酸化することで
小胞体ストレス応答によるタンパク質翻訳抑制は終結する【56-58】． 
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図 1B. UPR応答遺伝子誘導機構 
	 小胞体膜上に存在するストレスセンサー分子 IRE1（inositol-requiring 1）やATF6（activating 
transcription factor 6）は，ストレスが負荷されていない定常状態においては，分子シャペロン
である GRP78/BiP（glucose-regulated protein 78/immunoglobulin heavy-chain binding 
protein）と結合している．しかし，異常タンパク質が小胞体内腔に蓄積し，小胞体ストレス状態
になると，GRP78/BiPは異常タンパク質に結合することでIRE1およびATF6より解離する【59, 
60】．一方，GRP78/BiPが解離したATF6は，小胞体膜からゴルジ装置に輸送され，膜内で切断
を受けた後，その細胞質領域は核内へと移行し，転写因子としてERSE（endoplasmic reticulum 
stress response element）に直接結合する【61】．転写されたxbp1（x-box binding protein 1）
pre-mRNAは，ホモダイマーを形成して活性化したIRE1によってスプライシングを受け，XBP1
が翻訳されるようになる【62】．転写因子である XBP1 は，核内の UPRE（unfolded protein 
response element）に結合してERdj4（ER-localized DnaJ-domain containing protein 4）や
EDEM（ER degradation-enhancing α-mannosidase-like protein）といった分子シャペロン遺
伝子やERAD促進分子などの転写を誘導し，異常タンパク質の修復・分解を促進する【63，64】．  
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図 1C. 小胞体関連分解（ERAD）機構 
	 膜貫通型タンパク質や分泌タンパク質は，小胞体で折りたたまれ，種々の修飾を受けて正しい

高次構造をとることによって機能性タンパク質へと成熟する．しかしながら，タンパク質の成熟

は高頻度の割合で失敗し，小胞体内腔では分子シャペロンによる異常タンパク質の修復が試みら

れている．修復不可能な異常タンパク質は小胞体膜に存在するトランスロコンを介して細胞質側

へと排出され【15】，その後速やかに，ユビキチン活性化酵素（ubiquitin-activating enzyme；
E1），ユビキチン結合酵素（ubiquitin-conjugating enzyme；E2），ユビキチンリガーゼ（ubiquitin 
ligase；E3）などの分子によってATP依存的にユビキチン化される【16, 17】．そして，異常タ
ンパク質に結合したユビキチンの 48 番目のリジン残基（K48）を介してポリユビキチン化され
たものは，26Sプロテアソームによって認識されて分解・消化される【18】． 
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図 1D. 小胞体ストレス誘導性細胞死 
	 小胞体ストレス応答から細胞死に至る情報伝達経路は複数存在する．TRAF2（tumor necrosis 
factor receptor-associated factor 2）は，小胞体ストレスによりPro-Caspase12から解離し，活
性化した IRE1へと結合する．IRE1に結合したTRAF2は，ASK1（apoptosis signal-regulating 
kinase 1）を活性化することで，JNK（c-Jun N-terminal kinase）経路による細胞死を誘導する
【4, 65】．一方，TRAF2が解離したPro-Caspase12は，小胞体膜上でクラスターを形成した後，
ERから放出されたCa2+によって活性化したシステインプロテアーゼの一種である calpainによ
って切断され，活性型Caspase12となる【3, 4】．Caspase12はCaspase9を，さらに細胞死実
行因子であるCaspase3を活性化し，細胞死を誘導する【5】．一方，ATF4，AFT6，XBP1それ
ぞれによって誘導される転写因子 CHOP（C/EBP-homologous protein）/GADD153 は，DR5
（death receptor 5）やBIM（B-cell leukaemia/lymphoma2 (BCL-2) interacting mediator of cell 
death）の誘導を介して細胞死を引き起こす【66-69】． 
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図 2. アルツハイマー病（AD）における疾患発症機構の概念（仮説） 
	 脳実質におけるアミロイド β（Aβ）ペプチドの蓄積は，アルツハイマー病（AD）の主たる発
症原因として有力視されている．ADでは，早期病変としてAβの沈着が認められ，その数十年後
に tauタンパク質の蓄積を介した神経原線維変化が生じると考えられている．その後，神経炎症
や神経機能不全，さらには神経細胞死が誘導され，その結果，認知能力の低下と精神症状の発現

に至ると推察されている．しかしながら，個々の病理現象との間を繋ぎ合わせた厳密な意味での

疾患発症機構は，未だに確立されておらず，不明な問題が多く残されている． 

 
  

参考：http://www.nirs.go.jp/seika/brain/outline/alzheimers_15.html 
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図 3. マウス脳組織におよび培養神経細胞内におけるHRD1と APPの共局在 
	 ddy系マウスより作成した冠状脳切片を用いて，マウス脳組織におけるHRD1とAPPの局在
を解析した．蛍光免疫染色法により，HRD1およびAPPの二重染色を行った結果，海馬および
大脳皮質の神経細胞において，両タンパク質は共局在することが示された．一方，ヒト神経芽細

胞腫SH-SY5Y細胞を用いて，HRD1およびAPPの細胞内局在を解析した結果，両タンパク質
は小胞体において共局在することが示された【34】． 
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図 4A, B. APPの代謝分解過程におけるHRD1を介した ERAD機構の関与 
	 野生型 HRD1（wt-HRD1）を安定発現するヒト胎児腎臓由来 HEK293 細胞に対して，
APP-FLAG発現ベクターをリポフェクション法により形質移入し，12時間および 36時間の培
養を行った．一方，野生型HEK293細胞に対しては，空ベクター（mock）および APP-FLAG
発現ベクターの形質移入を行い，これらをwt-HRD1安定発現株に対する比較対照群とした．各
種培養細胞における APP のタンパク質量を，Western Blot 法により解析を行った結果，
wt-HRD1の発現によりAPP量の減少が認められた．また，wt-HRD1の発現によるAPPの減
少は，回収12時間前におけるMG132（プロテアソーム阻害剤；10 µM）の処理により抑制され
ることが示唆された．よって，APPはHRD1を介したプロテアソーム依存的なタンパク質分解
により，分解除去される可能性が示唆された．また，本条件下における培養液中に放出されたAβ
量をELISA法により定量した結果，wt-HRD1の発現によりAβ40およびAβ42の産生量が有意
に減少することが明らかになった．よって，HRD1はAPPの分解を促進することで，Aβの産生
を抑制する可能性が示唆された【34】． 
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図 4C, D. HRD1発現抑制による APP代謝分解への影響 
	 APP を安定発現するヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞に対して，RNA 干渉法による HRD1
タンパク質の発現抑制を行った．各種培養細胞におけるAPPのタンパク質量を，Western Blot
法により解析を行った結果，HRD1の発現抑制により，細胞内におけるAPPの蓄積が認められ
た．また，HRD1の発現抑制により，小胞体ストレスの指標となるGRP78およびGRP94の増
加も認められた．また，本条件下における培養液中に放出されたAβ量をELISA法により定量し
た結果，HRD1 の発現抑制によりAβ40 およびAβ42 の産生量が有意に増加することが明らかに
なった．よって，HRD1の発現抑制によりAPPの蓄積と小胞体ストレスを伴う，Aβの産生増加
が惹起される可能性が示唆された【34】． 
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第 1章 

アルツハイマー病患者死後大脳皮質における 

小胞体ストレス応答関連遺伝子および関連タンパク質の発現解析 
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【目的】 
 
	 当研究室では，小胞体ストレス応答の一つである小胞体関連分解 ERAD 機構に着目し，これ
までに数種類の新規ヒトERAD関連遺伝子の単離・同定に成功している【24】．その一つである
ERAD関連酵素HRD1は，以下の特徴を有することが我々の研究で明らかになっている．すな
わち，1) ユビキチンリガーゼ活性を有し，小胞体における異常タンパク質の分解促進を介して小
胞体ストレスを抑制する【24】，2) 小胞体ストレスによって活性化される転写因子XBP1により
発現誘導を受ける【28】，3) 成体脳においては神経細胞特異的に発現する【25】，4) 家族性パー
キンソン病の責任遺伝子PARK2として知られるユビキチンリガーゼParkinの基質タンパク質
であるPael受容体（parkin associated endothelin receptor like receptor；Pael-R）の分解を促
進し，Pael-Rの蓄積による小胞体ストレスを抑制する【35】，5) 培養神経細胞において，アルツ
ハイマー病（Alzheimer’s disease；AD）の原因タンパク質とされるアミロイドβ（amyloid β；
Aβ）の前駆体タンパク質（amyloid precursor protein；APP）をポリユビキチン化し，異常構造
を呈するAPPの分解を促進することでAβの産生を抑制する【34】．これらの他に，Prionタン
パク質やHuntingtinなど，神経変性疾患に深く関連するタンパク質がHRD1の基質として同定
されており，HRD1が関与するERAD機構の機能破綻により神経変性疾患が発症する可能性が
示唆されている【36, 37】．しかしながら，各種神経変性疾患において，ERAD 関連分子の生理
機能異常と疾患発症機序との関連性については，不明な点が多く残されている． 
	 そこで第 1 章では，HRD1 を介した APP の代謝分解機構に着目し，AD 発症原因としての
ERAD機能破綻を仮定した上で，AD患者死後大脳皮質における小胞体ストレス応答関連遺伝子
および関連タンパク質の発現解析を行った． 
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【材料と方法】 
 
1. タンパク質抽出液の調製（界面活性剤NP-40可溶性画分および不溶性画分） 
 
	 ヒト死後脳（AD患者群，6検体：非AD患者群，8検体）における大脳皮質切片100 mg重量
に対して，lysis buffer A [1% NP-40, 10 mM Tris-HCl (pH7.6), 420 mM NaCl, 1 mM EDTA, 
Complete TM Mini protease inhibitor cocktail tablets EDTA-free] を1 mL加え，氷中で超音波
破砕を行った．氷中にて溶液を20分間静置した後，遠心分離 [30,000 × g, 4 °C, 30分間] を行い，
得られた上清をNP-40可溶性画分とした． 
	 一方，沈殿物（NP-40不溶性画分）は lysis buffer Aで洗浄した後，lysis buffer B [0.1% SDS, 

1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycolate, 10 mM Tris-HCl (pH8.0), 420 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 10 µg/mL aprotinin, 10 µg/mL leupeptin, 1 mM PMSF, 100 µM sdium orthovanadate, 
10 mM NaF, 100 nM okadaic acid] を加え，再度氷中で超音波破砕を行った．氷中にて溶液を
20分間静置した後，遠心分離 [20,400 × g, 4 °C, 20分間] を行い，得られた上清をNP-40不溶
性画分とした． 
	 両画分におけるタンパク質抽出液の濃度測定は Bradford 法に従い，Bio-Rad protein assay
（Bio-Rad）を用いて行った． 

 
 
2. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）およびWestern blot解析 
 
	 上述の方法で調製したタンパク質抽出液と4 × Laemmli SDS-PAGE sample buffer [250 mM 

Tris-HCl (pH6.8), 20% 2-mercaptoethanol, 40% glycerol, 8% SDS, 0.01~0.02% bromophenol 
blue] を3：1（= タンパク質溶液：Laemmli sample buffer）の割合で混合し，Western blot用
のサンプルとした． 
	 調製したサンプルは，7.5~15%のSDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動 [130 V定電
圧, 室温, 約2時間] を行った．泳動後のゲルに含まれるタンパク質は，ニトロセルロース膜もし
くは100% methanolで処理したPVDF膜へと転写 [100 V定電圧, 4 °C, 1時間] した．転写後
の膜は，5% skim-milkを含む TBS-T [20 mM Tris-HCl (pH7.6), 137 mM NaCl, 0.1 v/v% 
polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate (Tween-20 相当品)] でブロッキング [室温, 1時間] 
を行った後，希釈した各種一次抗体を反応 [4 °C, 一晩] させた． 
	 翌日，膜をTBS-Tで洗浄 [10分間 − 5分間 − 5分間] した後，2次抗体を反応 [室温, 0.5~1
時間] させた．反応後，膜を TBS-T で洗浄 [10 分間 − 5 分間 − 5 分間 − 5 分間] を行い，
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Western LightningTM Chemiluminescence Reagent Plus（Perkin Elmer）を用いて発行反応 [室
温, 1分間] を行った．検出はLAS-3000 luminescent image analyzer（Fujifilm）を用いて行い，
定量はMulti Gauge software（Fujifilm）を用いて行った． 

 
抗体反応条件一覧 

1次抗体 希釈溶液 希釈倍率 対応する2次抗体 希釈溶液 希釈倍率 

Anti-HRD1 

(ABGENT) 
TBS-T × 2,000 

Anti-rabbit IgG-HRP 

(GE Healthcare) 
TBS-T × 2,500 

Anti-HRD1 

(Sigma-Aldrich) 
5% skim-milk × 2,000 

Anti-rabbit IgG-HRP 

(GE Healthcare) 
5% skim-milk × 2,500 

Anti-SEL1L 

(Santa Cruz) 
TBS-T × 1,000 

Anti-goat IgG-HRP 

(Promega) 
TBS-T × 5,000 

Anti-β-actin 

(Santa Cruz) 
5% skim-milk × 2,000 

Anti-mouse IgG-HRP 

(GE Healthcare) 
5% skim-milk × 2,500 

 
 
3. Total RNAの抽出 
 
	 ヒト死後脳（AD患者群，6検体：非AD患者群，8検体）における大脳皮質切片50~100 mg
重量に対して，1 mLのTRI ReagentTMを添加し，ポリトロンホモジナイザーによる破砕後，室

温で5分以上静置した．組織懸濁液に200 µLの chloroformを添加し，ボルテックスミキサーを
用いて15秒間の攪拌を行った後，室温で15分間静置した．遠心分離 [12,000 × g, 4 °C, 15分間] 
後，水層（上層）を別のチューブへと移し，水層に対して1/10量の2-propanolを添加した．そ
の後，転倒混和を行ない，室温で5分間静置した．遠心分離 [12,000 × g, 4 °C, 10分間] 後，上
清を別のチューブへと移し，上清と等量の2-propanolを添加した．その後，転倒混和を行ない，
室温で10分間静置した．遠心分離 [12,000 × g, 4 °C, 10分間] 後，得られた沈殿物を1 mLの
75% ethanolで洗浄し，再度，遠心分離 [7,500 × g, 4 °C, 5分間] を行った．得られた沈殿物は，
室温で10分間風乾した後，50 µLの0.1% diethylpyrocarbonate (DEPC) 処理滅菌水で溶解し，
インキュベーション [65 °C, 10分間] を行った． 
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4. 逆転写反応による cDNAの合成 
 
	 3. に準じて抽出した total RNA の濃度は，NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer 
(SCRUM) を用いて，λ = 260 nm における吸光度を測定することにより定量を行った．Total 
RNA 3 µg相当をDEPC処理滅菌水により全量を 18 µLとした後，0.5 µg/µL Oligo (dT)12-18 

primerを添加し，RNAの熱変性 [70 °C, 10分間] を行った．その後，氷中で2分間静置し，reverse 

transcription solution [First-Strand Buffer {250 mM Tris-HCl (pH8.3), 375 mM KCl, 15 mM 
MgCl2}, 6 µL；0.1 M DTT, 1.5 µL；10 mM dNTP, 1.5 µL；200 U/µL SuperScriptTMIII RNase H− 
Reverse Transcriptase, 0.75 µL；40 U/µL RNaseOUTTM Recombinant RNase Inhibitor, 1.5 
µL] を添加し，逆転写反応 [50 °C, 1時間] を行った．その後，熱変性 [70 °C, 5分間] を行ない，
逆転写反応を停止させた． 

 
 
5. Real-time PCR（TaqManプローブ法） 
 
	 4. に準じて合成した cDNAを滅菌精製水（sterile distilled water；sd H2O）により8倍に希
釈し，cDNAサンプルとした．続いて，標準サンプル（希釈倍率：1, 4, 16, 64, 256, 1024），sd H2O
（non template control；NTC）および各 cDNAサンプルを96-wellプレートに5 µLずつ分注
した後，各wellにPCR反応液 [125 nM TaqMan probe, 200 nM primers (forward/reverse), 
Master mix] を20 µLずつ添加した．PCR反応および定量は，7500 Real-Time PCR System
（Applied Biosystems）を用いて行った． 

 
TaqMan probe & Primers (Human) 一覧 

Name Sequence 
HRD1 probe 
HRD1 forward primer 
HRD1 reverse primer 

5’-(FAM) ACT GCT GGA CGC CGC CAT GCT G (BHQ)-3’ 
5’-CAG AGC CTG CGT AAC ATC CAC-3’ 
5’-TAG TGG CAG TCT CCT CAG TGG-3’ 

SEL1L probe 
SEL1L forward primer 
SEL1L reverse primer 

5’-(FAM) TGA GCA GCA ACA CAG TGC ACA AGC TAT GT (BHQ)-3’ 
5’-CAT TTA TTC ATT ACC GTC TGG CTT-3’ 
5’-TTT CGC AAG GTG AAT ATC CTG T-3’ 

BiP probe 
BiP forward primer 
BiP reverse primer 

5’-(FAM) CCG CGT GGA GAT CAT CGC CA (BHQ)-3’ 
5’-CTA CTC CTG CGT CGG CGT-3’ 
5’-TGA TGC GGT TGC CCT GAT-3’ 

β-actin probe 
β-actin forward primer 
β-actin reverse primer 

5’-(FAM) ATC AAG ATC ATT GCT CCT CCT GAG CG (TAMURA)-3’ 
5’-CCT GGC ACC CAG CAC AA-3’ 
5’-GCC GAT CCA CAC GGA GTA CT-3’ 
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6. Amyloid-βの抽出 
 
	 ヒト死後脳（AD患者群，6検体：非AD患者群，8検体）における大脳皮質切片150 mg重量
に対して，70% formic acidを1 mL添加し，ダウンス型ホモジナイザーによる破砕 [Loose pestle 
× 3, Tight pestle × 3] 後，遠心分離 [100,000 × g, 4 °C, 1時間] を行った．その後，上清（サンプ
ル）を別のチューブへと移し，1 M Tris Baseを1：20（= サンプル：Tris Base）の割合で混合
することでサンプルの中和を行った． 

 
 
7. Sandwich ELISA法 
 
7.1. 組織由来Aβ40の測定 [Human Amyloid β (1-40) 測定キット–IBL] 
	 6. に準じて調製したAmyloib-β（Aβ）抽出液中に含まれるAβ40を，Human Amyloid β (1-40) 
測定キット–IBL（IBL）を用いて定量した．標準物質 [Human Aβ (1-40)] は，希釈用緩衝液を
用いて所定の濃度 [500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81 (pg/mL)] へと希釈し，希釈標準液と
した．Aβ抽出液は必要に応じて希釈用緩衝液にて 2~2,000倍に希釈し，検体サンプルとした．
調製が完了した希釈標準液，検体サンプルおよび盲検液（希釈用緩衝液）は，96-well 抗体プレ
ート [anti-human Aβ (35-40) (1A10) mouse IgG monoclonal antibody固相] に100 µLずつ分
注し，固相抗体と反応 [4 °C, 一晩] させた． 
	 翌日，各well内の溶液を除去後，洗浄液（リン酸緩衝液）を用いて洗浄操作 [7回] を行った．
洗浄液を完全に除去した後，各wellに標識抗体 [HRP標識anti-human Aβ (11-28) mouse IgG 
monoclonal antibody A.P.] を100 mLずつ添加し，抗原と反応 [4 °C, 1時間] させた．反応後，
各well内の溶液を除去後，洗浄液（リン酸緩衝液）を用いて洗浄操作 [9回] を行った．洗浄液
を完全に除去した後，各wellに基質溶液（tetramethylbenzidine；TMB）を 100 µLずつ添加
し，発色反応 [遮光下, 室温, 30分間] を行った．反応後，各wellに停止液（1 N H2SO4）を添

加し，反応を停止させた．各サンプルにおけるAβ40の濃度は，Varioskan Flashマルチスペク
トロマイクロプレートリーダ（Thermo Fisher Scientific）を用いてλ = 450 nmにおける吸光度
を測定することにより定量を行った． 
 
7.2. 組織由来Aβ42の測定 [Human Amyloid β (1-42) 測定キット–IBL] 
	 6. に準じて調製したAmyloib-β（Aβ）抽出液中に含まれるAβ42を，Human Amyloid β (1-42) 
測定キット–IBL（IBL）を用いて定量した．標準物質 [Human Aβ (1-42)] は，希釈用緩衝液を
用いて所定の濃度 [800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5 (pg/mL)] へと希釈し，希釈標準液とした．Aβ
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抽出液は必要に応じて希釈用緩衝液にて2~2,000倍に希釈し，検体サンプルとした．調製が完了
した希釈標準液，検体サンプルおよび盲検液（希釈用緩衝液）は，96-well 抗体プレート 
[anti-human Aβ (38-42) rabbit IgG A.P．固相] に100 µLずつ分注し，固相抗体と反応 [4 °C, 一
晩] させた．標識抗体との反応，発色反応，発色停止反応，および各サンプルにおける Aβ42の
定量は，上述7.1. に準じて行った． 

 
 
8. 統計処理 
 
	 定量結果はmean ± SEで示し，2群間の比較における統計学的有意差は，two-tailed Student’s 
t-tests により判定を行った．また，統計学的相関性は，Pearson product-moment correlation 
coefficientにより求めた． 
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【結果】 
 
1. Aβ蓄積量を指標とした検体の選定 
 
	 アルツハイマー病（Alzheimer’s disease；AD）は，大脳皮質におけるAβを主要構成成分とし
た老人斑の形成を病理学的所見とした神経変性疾患の一つである．同疾患の発症機構を，ヒト脳

組織を用いて解析するにあたり，各検体の病理学的背景を知ることは非常に重要である．しかし

ながら，本研究で用いた検体（AD患者・非AD患者の死後大脳皮質切片）は，1) どのような診
断方法によりADと診断されたのか，2) 各AD患者は，ADのどのステージに該当するのか，3) 
検体は大脳皮質のどの部位であるか（老人斑や神経変性が認められる部位であるか否か）は不明

であった．さらに，4) 対照（非 AD患者）群が生前 ADに罹患していなかったことを証明する
根拠などは得られていなかった．そこで，本研究では Aβ蓄積量の多寡を指標として，各検体に
対する生化学的解析および各群における検体の選定を行った（表1）．対照群（平均年齢78歳）
およびAD患者群（平均年齢80歳）の死後大脳皮質におけるAβを抽出し，ELISA法を用いて
Aβの定量を行った．その結果，興味深いことに対照群においてもAβの蓄積量が多く，また，Aβ40
とAβ42の存在比（Aβ42/Aβ40）が顕著に増大し，ADの特徴を有する検体が3例（対照群；#3, 
#5, #8）確認された．一方，AD患者群においてはAβの蓄積量が少ない検体が1例（AD患者群；
#3）確認された．よって，本研究においては上述の 4例を除いた全 10検体（対照群 5例，AD
患者群5例）に関して比較検討を行った． 

 
 
2. AD患者死後大脳皮質における小胞体ストレス応答関連遺伝子の発現解析 
 
	 近年の神経病理学や分子遺伝学の発展により，神経変性疾患では神経細胞への異常構造を有し

たタンパク質（異常タンパク質）の凝集・蓄積が共通の病理学的所見であることが報告されてい

る【6, 7】．同疾患の病因に関連する異常タンパク質の蓄積は，小胞体におけるタンパク質品質管
理機構を破綻させ，小胞体ストレスを惹起させることで神経細胞死を誘発すると推察されている．

そこで本研究では，小胞体ストレス応答関連遺伝子である HRD1（ユビキチンリガーゼ：E3），
SEL1L（ERAD基質認識因子）およびGRP78/Bip（小胞体シャペロン）のmRNA量を real-time 
PCR法を用いて解析を行うことで，AD発症機序における小胞体ストレスの関与を検討した．そ
の結果，HRD1およびGRP78/BipのmRNA量がAD患者群において有意に増加していること
が本研究で明らかになった．また，SEL1LのmRNA量もAD患者群において増加傾向が認めら
れたことから，AD患者の大脳皮質は小胞体ストレス状態にあったことが示唆された（図5）． 
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3. AD患者死後大脳皮質における小胞体関連分解（ERAD）関連タンパク質の発現解析 
 
	 小胞体ストレス応答関連遺伝子の発現解析により，AD 患者の大脳皮質は小胞体ストレス状態
にあったことが示唆された．しかしながら，小胞体ストレス誘発の原因や小胞体におけるタンパ

ク質品質管理機構の破綻等については不明な点が多く残されている．そこで本研究では，ERAD
機構に関連する小胞体膜画分（界面活性剤NP-40可溶性画分）におけるHRD1および SEL1L
のタンパク質量をWestern blot法を用いて解析を行った．その結果，HRD1タンパク質量がAD
患者群において有意に減少していることが明らかになった（図6A）．しかしながら，HRD1と複
合体を形成し，同タンパク質の安定化に寄与する SEL1Lのタンパク質量に関しては，有意な変
化が認められず，HRD1が特異的に減少していることが示唆された（図 6A, B）．また，先の遺
伝子発現解析により，AD 患者群においては HRD1-mRNA の有意な増加が認められており，
HRD1タンパク質量の減少は同mRNAの発現低下に伴うものではないことが明らかになった． 
	 AD患者脳においては，Aβや過剰リン酸化 tauの様に，種々の不溶化したタンパク質が認めら
れることから，続いてNP-40不溶性画分の解析を行った．NP-40不溶性画分を界面活性剤であ
るSDS，Triton X-100およびデオキシコール酸によって可溶化を行い，NP-40不溶性画分にお
けるHRD1およびSEL1Lのタンパク質量を解析した．その結果，同不溶性画分のHRD1タン
パク質量がAD患者群において有意に増加していることが明らかになった（図6C）．また，NP-40
可溶性画分においては有意な変化が認められなかった SEL1Lタンパク質量も，同不溶性画分で
はAD患者群において有意に増加していることが明らかになった（図6D）． 
	 脳神経細胞において，SEL1LはHRD1の膜貫通領域と結合することで複合体を形成している．
また，SEL1L の発現抑制により HRD1 タンパク質の分解および減少が認められることから，
SEL1LはHRD1の安定化に寄与する可能性が示唆されている．上述の知見より，AD患者群に
おいてHRD1およびSEL1Lは複合体として共に不溶化を起こした可能性が推測された．そこで，
NP-40不溶性画分における両タンパク質間の相関係数をPearson product-moment correlation 
coefficientにより算出した結果，r = 0.81と高い相関関係を有することが明らかになった（図6E）．
よって，HRD1とSEL1Lは複合体として共に不溶化を起こした可能性が示唆された． 

 
 
4. AD患者死後大脳皮質におけるAβ蓄積量とHRD1タンパク質量との相関 
 
	 これまでの研究で，培養神経細胞におけるHRD1の発現抑制は，Aβの産生増加を引き起こす
ことが明らかになっている【34】．そこで，ヒト大脳皮質におけるHRD1タンパク質量の減少が
Aβの産生増加に関与する可能性を検討するため，ヒト死後大脳皮質におけるAβ蓄積量とNP-40
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可溶性画分およびNP-40不溶性画分におけるHRD1タンパク質量との相関性について解析を行
った．その結果，ヒト死後大脳皮質におけるAβ蓄積量とNP-40可溶性画分におけるHRD1タ
ンパク質量との間には，高い負の相関関係があることが示唆された（図7A：Aβ40, r = −0.70；Aβ42, 
r = −0.69）．一方，Aβ蓄積量とNP-40不溶性画分におけるHRD1タンパク質量との間には，高
い正の相関関係があることが示唆された（図7B：Aβ40, r = 0.70；Aβ42, r = 0.70）．よって，こ
れらの結果から，ヒト大脳皮質におけるAβ産生・蓄積量とHRD1タンパク質量との間には高い
相関関係があることが示された他，タンパク質不溶化による機能的な HRD1 タンパク質量の減
少がAβ産生増加に関与する可能性が示唆された（図7A, B）． 
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表 1. 各検体における Aβ蓄積量 

 
	 各検体の大脳皮質におけるAβ蓄積量は，sandwich ELISA法を用いて定量した．また，本研
究において除外した検体（対照群，3例；AD患者群，1例）は赤字で示した． 
  



31 

 

 
図 5. ヒト死後大脳皮質における小胞体ストレス応答関連遺伝子のmRNA発現量 
	 対照群（Control）およびAD患者群（AD）の死後大脳皮質より total RNAを抽出し，cDNA
の合成を行った．その後，real-time PCR法を用いて，HRD1，SEL1L，GRP78およびβ-actin
のmRNA量を測定した．データはβ-actinのmRNA量で標準化を行い，結果はドットプロット
（Control, n = 5；AD, n = 5）により示し，平均値は横線で示した．また，統計学的有意差は
Student’s t-testによって判定を行った（Control vs. AD；*p < 0.05）． 
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図 6A, B. ヒト死後大脳皮質における NP-40可溶性HRD1および SEL1Lの発現量 
(A) 対照群（Control）および AD患者群（AD）の死後大脳皮質より，界面活性剤 NP-40を用
いてタンパク質の抽出を行った．その後，Western blot法を用いて，HRD1，SEL1Lおよ
びβ-actinの検出を行った． 

(B) (A)における各バンドの定量は，解析ソフトMulti Gauge（Fijifilm）を用いて行い，データ
はβ-actinで標準化を行った．また，結果はドットプロット（Control, n = 5；AD, n = 5）に
より示し，平均値は横線で示した．また，統計学的有意差はStudent’s t-testによって判定を
行った（Control vs. AD；*p < 0.05）． 
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図 6C-E. ヒト死後大脳皮質における NP-40可溶性HRD1および SEL1Lの発現量 
(C) 対照群（Control）およびAD患者群（AD）におけるNP-40不溶性画分をSDSで可溶化し，
同不溶性画分のタンパク質の抽出を行った．その後，Western blot 法を用いて，HRD1，
SEL1Lおよびβ-actinの検出を行った． 

(D) (C)における各バンドの定量は，解析ソフトMulti Gauge（Fijifilm）を用いて行い，データ
はβ-actinで標準化を行った．また，結果はドットプロット（Control, n = 5；AD, n = 5）に
より示し，平均値は横線で示した．また，統計学的有意差はStudent’s t-testによって判定を
行った（Control vs. AD；*p < 0.05）． 

(E) (C, D)におけるWestern blotの解析データをもとに，NP-40不溶性画分におけるHRD1と
SEL1Lとの間の相関係数を，Pearson product-moment correlation coefficientにより求め
た（r = 0.81：Control, n = 5；AD, n = 5）． 
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図 7. ヒト死後大脳皮質における Aβ蓄積量とHRD1タンパク質量との相関 
	 表1. におけるAβの定量データと図6．におけるWestern blotの解析データをもとに，Aβ蓄
積量と HRD1 タンパク質量との間における相関係数を Pearson product-moment correlation 
coefficientにより求めた． 
(A, B) Aβ蓄積量とNP-40可溶性画分におけるHRD1タンパク質量との相関 

     （Aβ40, r = −0.70；Aβ42, r = −0.69） 
(C, D) Aβ蓄積量とNP-40不溶性画分におけるHRD1タンパク質量との相関 

     （Aβ40, r = 0.70；Aβ42, r = 0.70） 
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【考察】 
 
	 脳組織を用いた研究を遂行する上で，各検体に対する確かな病理学的背景を知ることは非常に

重要である．しかしながら，現在，ADの確定診断法は確立されておらず，臨床的診断とADの
病態を正確に結びつけることは困難を極める．AD の病理学的所見として，大脳皮質における高
度な Aβの沈着や，これを主要構成成分とする老人斑の形成は，一般的に広く知られている．そ
こで，本研究では生前における臨床的診断に加え，AD の病理学的所見に基づいて，大脳皮質に
おけるAβ蓄積量の多寡を指標とした検体の診断および選定を行った（表1）．本選定により，対
照（非AD）群においては，Aβ蓄積量がAD患者群と同等，もしくはそれ以上の検体が3例（対
照群；#3, #5, #8）検出された．これらの検体は，認知症に罹患していたがADと診断されなかっ
た，もしくは，軽度認知障害（Mild Cognitive Impairment；MCI）か，それ以前であった可能
性が推察される．一方，AD患者群においては，Aβ蓄積量が対照群と同等の検体が1例（AD患
者群；#3）検出された．当検体は上述のようなADの病理学的所見とは一致しないことから，AD
ではなく，Aβ が蓄積しない別のタイプの認知症（レビー小体型認知症や血管性認知症など）で
あったか，もしくは，非病変部位（側頭葉・頭頂葉・後頭葉以外に位置し，Aβ の蓄積や神経変
性が顕著に認められていない大脳皮質部位）であった可能性が推測される．よって，本研究にお

いては当該の4検体（対照群3例，AD患者群1例）を除外し，生化学的根拠を有する検体，す
なわち，対照群においてはAβ蓄積量がAD患者群と比較して少ない検体 5例を，AD患者群に
おいてはAβ蓄積量の多い検体5例を用いて比較検討を行った． 
	 本研究により，AD 患者の死後大脳皮質において，小胞体ストレス応答遺伝子である HRD1，
SEL1LおよびGRP78のmRNA量は対照群と比較して増加を示していたことから，AD患者の
大脳皮質は小胞体ストレス状態にあったことが示唆された（図5）．また，AD患者群においては，
異常構造を有したAPPの分解に寄与するユビキチンリガーゼHRD1のタンパク質量が，特異的
かつ有意に減少していることが明らかになった（図 6A, B）．この結果は，Katayama等の報告
【70】と一致して，AD 病態における小胞体ストレスの関与を支持する一方で，HRD1-mRNA
の発現低下に伴いHRD1タンパク質が減少したという可能性については否定された．AD患者群
における HRD1 タンパク質の減少原因として，転写・翻訳後におけるタンパク質合成系の異常
も推察されたが，HRD1 タンパク質が特異的な減少を示した点を考慮すると，HRD1 タンパク
質の成熟過程における異常は考え難い．一般に，神経変性疾患においては凝集・蓄積した多くの

不溶性タンパク質が認められるため，NP-40不溶性画分におけるHRD1タンパク質量の解析を
行った．その結果，興味深いことにNP-40不溶性画分では，AD患者群においてHRD1および
SEL1Lタンパク質量の有意な増加が明らかになり，NP-40可溶性画分（小胞体膜画分）におけ
る HRD1 タンパク質量の減少は，同タンパク質が不溶化を起こすことに基づく可能性が示唆さ
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れた（図6C, D）．また，HRD1とSEL1Lは脳神経細胞内において複合体を形成していることか
ら，両タンパク質が複合体を形成したまま不溶化した可能性も考えられる．事実，NP-40不溶性
画分におけるHRD1タンパク質量とSEL1Lタンパク質量との間には高い正の相関関係があり，
両タンパク質は共に不溶化した可能性が示唆された（図6E）．一方，NP-40可溶性画分における
HRD1 タンパク質量と SEL1L タンパク質量との間には相関性がなく（データ未提示），タンパ
ク質不溶化に基づくSEL1Lタンパク質量の減少は起きていない様に見える（図6A, B）．しかし
ながら，脳神経細胞におけるHRD1とSEL1Lの細胞内含有量に差があると仮定した場合，両タ
ンパク質が共に不溶化した（同一量減少した）としても，その可溶性画分における相対的なタン

パク質の減少量には差が生じると推察される．すなわち，SEL1Lの細胞内含有量がHRD1と比
較して格段に多いと仮定した場合，タンパク質不溶化によるNP-40可溶性画分におけるSEL1L
の減少がHRD1ほど顕著に検出されなかった可能性が考えられる． 
	 次に，培養細胞における研究成果をもとに，ヒト大脳皮質における HRD1 タンパク質量の減
少がAβの産生増加に寄与する可能性について検討を行った結果，ヒト死後大脳皮質におけるAβ
蓄積量とNP-40可溶性画分におけるHRD1タンパク質量との間には高い負の相関関係が，一方，
Aβ蓄積量とNP-40不溶性画分におけるHRD1タンパク質量との間には高い正の相関関係があ
ることが明らかになった（図 7）．本解析結果より，タンパク質不溶化によるHRD1タンパク質
量の減少と，ヒト脳組織におけるAβ蓄積量，さらにはAD発症との関連性が示唆されたが，そ
の結果のみではAD患者におけるHRD1タンパク質の不溶化による減少がAβの産生を増加させ
たとは断定できない．すなわち，培養細胞レベルではHRD1の発現抑制によりAβの産生増加や
小胞体ストレス，さらにはアポトーシスを惹起することが実験的に証明されているが，ヒト脳組

織におけるそれらの因果関係は未だに明らかになっていないため，本仮説とは逆に，凝集・蓄積

したAβによる神経毒性がHRD1タンパク質の不溶化と減少を惹起する可能性も否定できない．
そこで現在，それらの因果関係を明らかにするため，HRD1ノックアウトマウスを用いた記憶・
学習に関する行動解析や，その摘出脳におけるAD様病変（Aβや過剰リン酸化 tauの蓄積およ
び神経脱落による脳の萎縮）の有無について検討中である．また，今回の検体はAD患者の病態
進行度が不明であったため，今後はADの各ステージにおけるHRD1タンパク質量とAβ蓄積量
との相関性について詳細に検討を行うことも，HRD1タンパク質の減少とAD発症との因果関係
を証明する上で必要になるであろう． 
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第 2章 

アルツハイマー病発症機構の解明に向けた HRD1 減少機序の解析 
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【目的】 
 
	 ヒト脳組織を用いた解析により，AD 患者の大脳皮質は小胞体ストレス状態にあったことが明
らかになった．また，異常構造を有した APP の代謝分解に関与し，小胞体関連分解（ERAD）
構成因子の一つであるユビキチンリガーゼHRD1が，AD患者の死後大脳皮質においては，タン
パク質不溶化により，特異的かつ有意に減少していることが示唆された．さらに，ヒト脳組織に

おけるAβ蓄積量とHRD1タンパク質量との間には高い相関関係があることが明らかになった．
しかしながら，タンパク質不溶化に基づく HRD1 減少機序においては，未だに不明な点が多く
残されている．すなわち，ADの病態形成過程において，HRD1タンパク質の減少がAβ産生増
加の原因となったのか，もしくは疾患発症の結果として減少したのかは，解明する必要があると

推察される．そこで本研究では，HRD1タンパク質不溶化の原因究明を通して，小胞体膜画分に
おける機能的なHRD1タンパク質の減少機序を解明するため，AD関連分子および各種ストレス
によるHRD1タンパク質量および不溶化への影響を検討した． 
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【材料と方法】 
 
1. 動物飼育 

 
	 実験動物の取扱は，すべてアメリカ国際衛生研究所における実験動物の管理と使用に関する指

針（The National Institutes of Health (NIH) Guide for the Care and Use of Laboratory 
Animals）にのっとり，京都薬科大学薬学部動物委員会規約および千葉科学大学薬学部動物委員
会規約に基づいて行った．C57BL/6J 系マウス，ヒト変異型アミロイド前駆体タンパク質
（amyloid precursor protein with Swedish mutation, APPSWE）遺伝子導入マウス（Tg2576マ
ウス）およびヒト変異型 tau（tau with P301L mutation, tauP301L）遺伝子導入マウス（JNPL3
マウス）を，自由摂取および自由摂水下，室温 [22-24 °C] で，12時間明期および 12時間暗期
をもつ明暗サイクル下で飼育した． 

 
 

2. 細胞培養 
 
2.1. マウス神経芽細胞腫（Neuro-2a） 
	 マウス神経芽細胞腫Neuro-2aは，10% FCS [ウシ胎児血清, 56 °C, 30分間非働化処理] を含
むDMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)-high glucose中で培養し，実験に用いるまで
インキュベーター [37 °C, 5% CO2/95% air] 内に静置した． 

 
2.2. Neuro-2a-presenilin 2安定発現株 
	 Presenilin 2を安定発現させたNeuro-2a細胞は，10% FCSおよび 0.5 mg/mL Geneticin®

（G418：選択培地用抗生物質）を含むDMEM-high glucose中で培養し，実験に用いるまでイ
ンキュベーター [37 °C, 5% CO2/95% air] 内に静置した． 

 
2.3. ヒト神経芽細胞腫（SH-SY5Y） 
	 ヒト神経芽細胞腫SH-SY5Yは，10% FCS [ウシ胎児血清, 56 °C, 30分間非働化処理] を含む
DMEM-high glucose中で培養し，実験に用いるまでインキュベーター [37 °C, 5% CO2/95% air] 
内に静置した． 
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3. 形質移入 
 
	 2.2. に準じて培養したNeuro-2a-presenilin 2安定発現株を6 cm培養dishに播種し，継代翌
日にリポフェクション法を用いて形質移入を行った．1 mLのOPTI-MEM® Iに5 µg相当のDNA
（pcDNA3.1-APP-FLAGもしくはpcDNA3.1空ベクター(mock)）および5 µLのPlusTM Reagent
を添加後，静置 [室温, 5分間] した．その後，12.5 µLのLipofectamineTM LTXを添加し，静置 
[室温, 30分間] した．静置の間，培養dish中のDMEMを3.5 mLのOPTI-MEM® Iに置換し
た．調製したDNA-Lipofectamine混合溶液1 mLを培養dishに添加し，インキュベーター [37 °C, 
5% CO2/95% air] 内で3 時間静置した．その後，0.5 mLのFCSを培養dishに添加し，実験に
用いるまでインキュベーター [37 °C, 5% CO2/95% air] 内に静置した．タンパク質抽出液の調製
については，形質移入後24時間に回収した細胞から行った． 

 
 
4. 薬物処理 
 
	 2.1. に準じて培養したNeuro-2aを6 cm培養dishに播種し，継代翌日に tunicamycin（Tm；
5 µg/mL）および thapsigargin（Tg；1 µM）に曝露した．一方，2.3. に準じて培養したSH-SY5Y
を6 cm培養dishに播種し，継代翌日にhydrogen peroxide（H2O2：10~50 µM），rotenone（50~200 
nM），4-hydroxy-2-nonenal（4-HNE：1~15 µM）および cycloheximide（CHX：25 µg/mL）
に曝露した． 

 
 
5. タンパク質抽出液の調製（界面活性剤NP-40可溶性画分および不溶性画分） 
 
5.1. マウス脳組織からの抽出 
	 1. に準じて飼育したマウスを頸椎脱臼により安楽死させた後，脳の摘出を行った後，第 1 章
1. の手順に従ってNP-40可溶性画分および不溶性画分におけるタンパク質の抽出を行った． 

 
5.2. 培養神経細胞からの抽出 
	 2. に準じて培養した神経細胞を培養液と共に回収し，遠心分離 [190 × g, 室温, 5分間] を行っ
た．上清（培養液）を回収後，沈殿（細胞）を冷却したPBSで洗浄し，100~400 µLの lysis buffer 

A [1% NP-40, 10 mM Tris-HCl (pH7.6), 420 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 µg/mL aprotinin, 10 
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µg/mL leupeptin, 1 mM PMSF] へ懸濁後，氷中で20分間静置した．静置後，遠心分離 [20,400 
× g, 4 °C, 30分間] を行い，得られた上清をNP-40可溶性画分とした． 
	 一方，沈殿物（NP-40不溶性画分）は lysis buffer Aで洗浄した後，100~400 µLの lysis buffer 

B [0.1% SDS, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycolate, 10 mM Tris-HCl (pH8.0), 420 mM 
NaCl, 1 mM EDTA, 10 µg/mL aprotinin, 10 µg/mL leupeptin, 1 mM PMSF] を添加し，氷中で
超音波破砕を行った．氷中にて溶液を20分間静置した後，遠心分離 [20,400 × g, 4 °C, 20分間] を
行い，得られた上清をNP-40不溶性画分とした． 
	 両画分におけるタンパク質抽出液の濃度測定は Bradford 法に従い，Bio-Rad protein assay
（Bio-Rad）を用いて行った． 
 
 
6. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）およびWestern blot解析 
 
	 SDS-PAGEおよびWestern blot解析は，第1章2. の手順に従って行った. 

 
 
7. Total RNAの抽出 
 
	 2. に準じて培養した神経細胞を培養液と共に回収し，遠心分離 [190 × g, 室温, 5分間] を行っ
た．上清（培養液）を回収後，沈殿（細胞）を冷却したPBSで洗浄した後，第1章3. の手順に
従って total RNAの抽出を行った. 

 

 
8. 逆転写反応による cDNAの合成 
 
	 7. に準じて抽出した total RNA の濃度は，NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer 
(SCRUM) を用いて，λ = 260 nm における吸光度を測定することにより定量を行った．Total 
RNA 2 µg相当をDEPC処理滅菌水により全量を12 µLとした後，8 µLのreverse transcription 
solution [5 × VILOTM Reaction Mix, 4 µL；10 × SuperScript® Enzyme Mix, 2 µL；DEPC処理
滅菌水, 2 µL] を添加し，インキュベーション [25 °C, 10分間] を行った後，逆転写反応 [42 °C, 
1時間] を行った．その後，熱変性 [85 °C, 5分間] を行ない，逆転写反応を停止させた． 
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9. Real-time PCR（TaqManプローブ法） 
 
	 8. に準じて合成した cDNAは，滅菌精製水（sterile distilled water；sd H2O）により8倍に
希釈し，cDNAサンプルとした後，第1章5. の手順に従って real-time PCRを行った. 

 
TaqMan probe & Primers (Mouse) 一覧 

Name Sequence 
HRD1 probe 
HRD1 forward primer 
HRD1 reverse primer 

5’-(FAM) CCA CTG CCG CAT CGT CTC TCT CAT GT (BHQ)-3’ 
5’-GTG TGG ACT TTA TGG AAC GCA G-3’ 
5’-GCT GTG ATA AGC GTG GCT GA-3’ 

SEL1L probe 
SEL1L forward primer 
SEL1L reverse primer 

5’-(FAM) AAC AGG GCC GCC TCC CAA GG (TAMURA)-3’ 
5’-CCC CAG AGC TTT ACT GCA TTG-3’ 
5’-CCA AGC TTA ATT CTA GCC ACA GTG-3’ 

BiP probe 
BiP forward primer 
BiP reverse primer 

5’-(FAM) CGA TCA GGG CAA CCG CAT CA (TAMURA)-3’ 
5’-CGC GTG GAG ATC ATA GCC A-3’ 
5’-AGG CCA CAT ACG ACG GC-3’ 

β-actin probe 
β-actin forward primer 
β-actin reverse primer 

5’-(FAM) AGGCTCTTTTCCAGCCTTCCTTCTTGG (TAMURA)-3’ 
5’-GCG GTT CCG ATG CCC T-3’ 
5’-CAT GGA TGC CAC AGG ATT CC-3’ 

 
 
10. Sandwich ELISA法 
 
10.1. 培養細胞由来Aβ40の測定 [Human Amyloid β (1-40) 測定キット–IBL] 
	 5.2. に準じて回収した培養上清中に含まれるAβ40を，Human Amyloid β (1-40) 測定キット
–IBL（IBL）を用いて，第1章7.1. の手順に従って定量した. 

  
 
10.2. 培養細胞由来Aβ42の測定 [Human/Rat β Amyloid (42) ELISA Kit Wako, 
High-Sensitive] 
	 5.2. に準じて回収した培養上清中に含まれるAβ42を，Human/Rat β Amyloid (42) ELISA Kit 
Wako, High-Sensitive（Wako）を用いて定量した．標準物質 [ヒト β amyloid (1-42)] は，スタ
ンダード希釈液を用いて所定の濃度 [90.2, 45.2, 22.6, 11.3, 5.64, 2.82, 1.41 (pg/mL)] へと希釈
し，スタンダード溶液とした．培養上清は必要に応じてスタンダード希釈液にて2~8倍に希釈し，
培養上清サンプルとした．調製が完了したスタンダード溶液，培養上清サンプルおよび盲検液（ス

タンダード希釈液）は，96-well 抗体固相化マイクロプレート [anti-human Aβ (11-28) 
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Monoclonal antibody (Clone No. BNT77) 固相] に100 µLずつ分注し，固相抗体と反応 [4 °C, 
一晩] させた． 
	 翌日，各well内の溶液を除去後，洗浄液を用いて洗浄操作 [5回] を行った．洗浄液を完全に
除去した後，各wellにHRP標識抗体 [anti-human Aβ (1-42) Monoclonal antibody (Clone No. 
BC05) Fab’-HRP] を100 µLずつ添加し，抗原と反応 [4 °C, 1時間] させた．反応後，各well
内の溶液を除去後，洗浄液を用いて洗浄操作 [5 回] を行った．洗浄液を完全に除去した後，各
wellに基質溶液（tetramethylbenzidine；TMB）を100 µLずつ添加し，発色反応 [遮光下, 室
温, 30分間] を行った．反応後，各wellに停止液を添加し，反応を停止させた．各サンプルにお
ける Aβ42 の濃度は，Varioskan Flash マルチスペクトロマイクロプレートリーダ（Thermo 
Fisher Scientific）を用いてλ = 450 nmにおける吸光度を測定することにより定量を行った． 

 
 
11. 蛍光免疫染色法 
 
	 2. に準じて培養した神経細胞は，冷却したPBSで洗浄後，−20 °C以下に冷却したMethanol
に浸透し，細胞固定 [−20 °C, 10分間以上] を行った．固定した細胞は，冷却したPBSを用いて
洗浄操作 [5分間, 2回] を行ない，Image-iT® FX Signal Enhancer（invitrogen）によるブロッ
キング [室温, 1 時間] を行った後，希釈した anti-HRD1/SYVN1 抗体（1：100）および
anti-γ-tubulin抗体（1：100）を反応 [4 °C, 一晩] させた． 
	 翌日，細胞を冷却した PBS で洗浄 [5 分間, 3 回] した後，Alexa Fluor 488-conjugated 
anti-mouse抗体（1：200）およびAlexa Fluor 546-conjugated anti-rabbit抗体（1：200）を反
応 [遮光下, 室温, 30分間] させた．反応後，細胞を冷却したPBSで洗浄 [遮光下, 5分間, 3回] し，
SlowFade® Gold antifade reagentで封入した．検出および解析は，LSM510 META confocal 
microscope（Carl Zeiss AG）を用いて行った． 
 
12. 統計処理 
 
	 定量結果はmean ± SEで示し，2群間の比較における統計学的有意差は，two-tailed Student’s 
t-testsにより判定を行った．一方，多群間の比較における統計学的有意差は，Bonferroni/Dunnett 
post hoc testを用いた一元配置分散分析（one-way analysis of variance；one-way ANOVA）に
より判定した． 
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【結果】 
 
1. 培養細胞を用いた短期的なAβ／tau負荷によるHRD1タンパク質量 
および不溶化への影響 

 
	 ヒト死後大脳皮質を用いた解析により，Aβ蓄積量とHRD1タンパク質量との間には高い相関
関係があることが明らかになった．しかしながら，Aβの神経毒性によりHRD1タンパク質が不
溶化し，機能的な HRD1 タンパク質量が減少した可能性も推察される．そこで，培養神経細胞
を用いてAβ負荷によるHRD1タンパク質不溶化の検討を行った．Aβによる培養細胞への負荷
は，Aβの産生に関与し，γ−secretaseの活性中心であるpresenilin 2を安定発現させたマウス神
経芽細胞腫（Neuro-2a）に対して，APPを過剰発現させることにより負荷した．形質移入後24
時間における培養液中に放出されたAβ量をELISA法により定量を行った結果，APPの過剰発
現により細胞内部における Aβ産生量が数十〜数百倍に増大し，培養細胞に Aβ負荷がかかって
いることが示唆された（図8A）．本条件下におけるHRD1タンパク質への影響をWestern blot
法により解析を行った結果，Aβ負荷によりNP-40可溶性画分におけるHRD1タンパク質量が
有意に増加することが明らかになった（図8B）．また，小胞体ストレスの指標となるGRP78/Bip
のタンパク質量においても増加傾向が認められ，培養細胞は小胞体ストレス状態にあったことが

示唆された．しかしながら，Aβ負荷によるHRD1タンパク質の不溶化は認められなかった（図
8B）． 
	 一方，ADの病理学的所見として，Aβによる老人斑形成の他に，神経細胞内における過剰リン
酸化 tauの蓄積も認められる．そこで次に，tau負荷によるHRD1タンパク質不溶化の検討を行
った．tau負荷は，Neuro-2a細胞に対して tauタンパク質アイソフォームの一つである 0N4R
（野生型 tau；4 C-terminal repeat tau but with no N-terminal insert）および，その変異体で
あるP301Lを過剰発現させることにより負荷した．形質移入後24時間における各種タンパク質
量をWestern blot法により解析を行った結果，NP-40可溶性画分および不溶性画分における tau
の発現増加が認められ，培養細胞に tau負荷がかかっていることが示唆された（図8C, D）．しか
しながら，tau負荷によるNP-40可溶性画分におけるHRD1タンパク質量の減少や，不溶性画
分におけるHRD1タンパク質の増加は認められなかった（図8C, D）． 
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2. モデルマウスを用いた長期的なAβ／tau負荷によるHRD1タンパク質量 
および不溶化への影響 

 
	 短期的なAβ負荷および tau負荷では，HRD1タンパク質は不溶化しないことが示唆された．
しかしながら，AD発症に至るまでの期間を考慮すると，長期的なAβ負荷および tau負荷の影
響についても検討を行う必要があると推測される．そこで，ヒト変異型 APP 遺伝子導入マウス
（APP with Swedish mutation, Tg2576マウス）および，ヒト変異型 tau遺伝子導入マウス（tau 
with P301L mutation, JNPL3マウス）を用いて，長期的なAβ負荷および tau負荷によるHRD1
タンパク質への影響についても検討を行った．Tg2576マウスは，神経変性を伴わないADモデ
ルマウスとして知られており，生後 12 ヶ月齢以降から高度なアミロイドプラーク（老人斑）を
形成することが報告されている【71】．一方，JNPL3マウスは，神経原線維変化および神経脱落
を伴う tauopathy（病理像として tauによる神経原線維変化を示す神経変性疾患の総称）のモデ
ルマウスとして知られており，生後 10ヶ月齢以降から高度な過剰リン酸化 tauの蓄積が認めら
れることが報告されている【72, 73】．16~20ヶ月齢における各種遺伝子導入マウスの大脳皮質に
対してWestern blot法による解析を行った結果，培養細胞を用いた解析結果と一貫して，Aβ負
荷によりNP-40可溶性画分におけるHRD1タンパク質量が有意に増加することが明らかになっ
た（図9A）．一方，Aβおよび tauの長期的負荷によっても，HRD1タンパク質は不溶化を起こ
さなかった（図9B）．よって，in vitroおよび in vivo両実験解析により，Aβ負荷および tau負
荷ではHRD1タンパク質は不溶化しないことが明らかになった． 

 
 
3. 小胞体ストレスによるHRD1タンパク質量および不溶化への影響 
 
	 ヒト死後脳を用いた解析により，AD 患者の大脳皮質は小胞体ストレス状態にあることが明ら
かになった．そこで続いて，小胞体ストレス負荷による HRD1 タンパク質量および不溶化への
影響についても検討を行った．小胞体ストレス負荷は，Neuro-2a 細胞に対して糖鎖合成阻害薬
である tunicamycin（Tm）および，小胞体Ca2+ポンプ阻害薬である thapsigargin（Tg）を用い
た．小胞体ストレス負荷後24時間における小胞体ストレス応答遺伝子のmRNA量を real-time 
PCR法により解析を行った結果，小胞体ストレス応答によるHRD1-mRNA，SEL1L-mRNAお
よび GRP78-mRNA の有意な増加が認められ，細胞は小胞体ストレス状態にあったことが示さ
れた（図 10A）．本条件下におけるHRD1タンパク質への影響をWestern blot法により解析を
行った結果，NP-40 可溶性画分においては，小胞体ストレス応答による HRD1 および SEL1L
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タンパク質量の増加や，Tm（糖鎖合成阻害）による SEL1L の未成熟化が認められた（図 10B
左）．しかしながら，HRD1タンパク質を始めとするERAD関連タンパク質の不溶化は認められ
なかった（図10B右）． 

 
 
4. 酸化ストレスによるHRD1タンパク質量および不溶化への影響 
 
	 近年，AD 患者脳においてはアミロイド沈着血管近傍に微小梗塞が多発することが報告されて
おり，AD の病態形成過程における慢性脳虚血や血管障害による酸化ストレスの意義が注目され
ている【74】．すなわち，ADの病態形成過程における酸化ストレスによってHRD1タンパク質
が不溶化したことで，Aβ の産生が増加した可能性が推察される．そこで，酸化ストレス負荷に
よる HRD1 タンパク質量および不溶化への影響について検討を行った．酸化ストレス負荷は，
ヒト神経芽細胞腫SH-SY5Y細胞に対して，酸化ストレス誘導試薬である過酸化水素（H2O2）お

よび rotenone（ミトコンドリア電子伝達系（複合体 I）阻害薬）により行った．外因性の酸化ス
トレスとしてH2O2を曝露し，曝露後24時間における各種タンパク質量をWestern blot法によ
り解析した結果，NP-40可溶性画分におけるERAD関連タンパク質の減少は認められなかった
（図11A左）．しかしながら，NP-40不溶性画分においては，H2O2の濃度依存的なHRD1およ
び SEL1Lタンパク質の増加が認められた（図 11A右）．続いて，内因性の酸化ストレスとして
rotenoneを曝露し，ミトコンドリア電子伝達系の阻害を介して細胞内における活性酸素の産生を
増大させた．その結果，NP-40可溶性画分におけるERAD関連タンパク質の減少は認められな
かった（図11B左）．一方，NP-40不溶性画分においては，H2O2曝露時と同様に rotenoneの濃
度依存的なHRD1およびSEL1Lタンパク質の増加が認められた（図11B右）． 
	 AD 患者脳においては，acrolein や脂質過酸化によって産生される 4-hydroxy-2-nonenal
（4-HNE）などの不飽和アルデヒドが，高度に蓄積していることが報告されている【75, 76】．
また，4-HNEは反応性および毒性が高く，DNAやタンパク質に障害を与え，酸化ストレスやア
ポトーシスを誘導することも知られている【77, 78】．酸化ストレス薬であり，神経毒性物質であ
る4-HNEの作用は多岐にわたるため，これらがHRD1やSEL1Lの不溶化に関与する可能性は
十分推測される．そこで，続いて 4-HNE負荷による各種タンパク質量および不溶化への影響に
ついて解析を行った．4-HNE曝露後24時間における各種タンパク質量をWestern blot法によ
り解析した結果，NP-40可溶性画分におけるERAD関連タンパク質の減少は認められなかった
（図11C左）．一方，NP-40不溶性画分においては，H2O2およびrotenone曝露時と同様に，4-HNE
の濃度依存的なHRD1およびSEL1Lタンパク質の増加が認められた（図11C右）．よって，本
研究により，HRD1タンパク質は，酸化ストレスによって不溶化することが明らかになった． 
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5. 新規タンパク質合成抑制下におけるNP-40可溶性HRD1タンパク質に対する 
酸化ストレスの影響 

 
	 培養神経細胞を用いた解析により，HRD1タンパク質は酸化ストレスによって不溶化すること
が示唆された．しかしながら，いずれの酸化ストレス誘導試薬を用いた場合においても，NP-40
可溶性画分（小胞体膜画分・細胞質画分）における HRD1 タンパク質量の減少は認められてい
ない．神経芽細胞腫における細胞内タンパク質の代謝回転は分化・成熟した神経細胞と比して速

く，同画分における HRD1 タンパク質量は，一時的な新規タンパク質合成の促進によって発現
が維持されていたことが推察される．そこで，cycloheximide を用いて，新規タンパク質合成阻
害下における酸化ストレスの影響について解析を行った．その結果，cycloheximide による新規
タンパク質合成阻害下において，H2O2を用いた酸化ストレスの負荷により，NP-40 可溶画分お
けるHRD1タンパク質量が有意に減少した（図11D）．よって，これらの結果より，HRD1タン
パク質は酸化ストレスによって不溶化することで，小胞体膜画分における同タンパク質量が減少

する可能性が示唆された． 

 
 
6. 酸化ストレスによるHRD1タンパク質の凝集体形成 
 
	 一般に，AD 患者脳において認められる Aβ を主要構成成分とした老人斑の形成や過剰リン酸
化 tau など，細胞内外で凝集したタンパク質は不溶化することが知られている【79】．また，細
胞内において，小胞体から排出された異常タンパク質は，核近傍の γ-tubulinを主要構成タンパ
ク質とした微小管形成中心付近へと運ばれ，aggresomeと呼ばれる凝集体を形成することが報告
されている【80, 81】．そこで次に，蛍光免疫二重染色法を用いて，酸化ストレス誘導試薬による
HRD1 凝集体形成の可能性について検討を行った．SH-SY5Y 細胞を用いて，γ-tubulin および
HRD1 タンパク質に対する蛍光二重染色を行ない，HRD1 タンパク質の細胞内局在の変化につ
いて解析を行った．その結果，興味深いことに，通常小胞体膜上に局在する HRD1 タンパク質
が，酸化ストレス誘導試薬であるH2O2，rotenoneおよび 4-HNEの曝露により，小胞体外に凝
集することが明らかになった（図12中）．また，これらHRD1タンパク質の凝集は，γ-tubulin
との共染色像より微小管形成中心付近に位置することも明らかになった（図12右）．よって，本
解析により酸化ストレスによる HRD1 タンパク質の不溶化は，微小管形成中心付近における凝
集体であるaggresome形成に基づく可能性が示唆された． 
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図 8. 培養細胞を用いた短期的な Aβ／tau負荷によるHRD1タンパク質への影響 
(A) presenilin 2を安定発現するNeuro-2a細胞に，空ベクター（mock）またはAPP-FLAG発
現ベクターをリポフェクション法により形質移入した．形質移入後 24 時間における培養液
中に放出されたAβ量をELISA法により測定した．結果は，細胞より抽出した総タンパク質
量（mg）に対するAβ量（pg）で示した． 

(B) 形質移入後 24 時間で回収した培養神経細胞よりタンパク質の抽出を行った．その後，
Western blot法を用いて，APP，HRD1，GRP78およびβ-actinの検出を行った． 
[略称：p.c., positive control（HRD1過剰発現細胞株）；m, mock；A, APP] 

(C) NP-40可溶性画分における各バンドの定量は，解析ソフトMulti Gauge（Fijifilm）を用い
て行い，データはβ-actinで標準化を行った．また，結果は非形質移入細胞（Control）にお
ける各タンパク質量に対する相対値として示した（mean ± S.E.；n = 3）．また，統計学的有
意差はStudent’s t-testによって判定を行った（mock vs. APP；*p < 0.05）． 
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(D) Neuro-2a細胞に，空ベクター（mock），野生型 tau（0N4R）発現ベクターもしくは変異型
tau（P301L）発現ベクターをリポフェクション法により形質移入した．形質移入後24時間
で回収した培養神経細胞より，界面活性剤NP-40を用いてタンパク質の抽出を行った．その
後，Western blot法を用いて，HRD1，SEL1L，tauおよびβ-actinの検出を行った． 

(E) (D) におけるNP-40不溶性画分をSDSで可溶化し，同不溶性画分のタンパク質の抽出を行
った．その後，Western blot法を用いて，HRD1，SEL1Lおよび tauの検出を行った． 
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図 9. モデルマウスを用いた長期的な Aβ／tau負荷によるHRD1タンパク質への影響 
(A) 生後16-20ヶ月齢におけるヒト変異型APP遺伝子導入マウス（Tg2576）およびヒト変異型

tau遺伝子導入マウスの大脳皮質より，界面活性剤NP-40を用いてタンパク質の抽出を行っ
た．その後，Western blot法を用いて，APP，tau，HRD1，SEL1Lおよびβ-actinの検出
を行った．各バンドの定量は，解析ソフトMulti Gauge（Fijifilm）を用いて行い，データは
β-actinで標準化を行った．また，結果はwild-typeの平均値に対する相対値として，ドット
プロット（wildtype, n = 7；APP, n = 4；tau, n = 5）により示し，平均値は横線で示した．
また，統計学的有意差はBonferroni/Dunnett post hoc testを用いた一元配置分散分析
（one-way ANOVA）により判定した（wildtype vs. APP and tau；*p < 0.05）． 

(B) (A) におけるNP-40不溶性画分をSDSで可溶化し，同不溶性画分のタンパク質の抽出を行
った．その後，Western blot法を用いて，HRD1およびSEL1Lの検出を行った．各バンド
の定量は，解析ソフトMulti Gauge（Fijifilm）を用いて行った．また，結果はwild-typeの
平均値に対する相対値として，ドットプロット（wildtype, n = 7；APP, n = 4；tau, n = 5）
により示し，平均値は横線で示した．また，統計学的有意差はBonferroni/Dunnett post hoc 
testを用いた一元配置分散分析（one-way ANOVA）により判定した（wildtype vs. APP and 
tau）． 
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図 10. 小胞体ストレスによるHRD1タンパク質への影響 
(A) Neuro-2a細胞を tunicamycin（Tm；5 µg/mL）もしくは thapsigargin（Tg；1 µM）に24
時間曝露した後，total RNAを抽出し，cDNAの合成を行った．その後，real-time PCR法
を用いて，HRD1，SEL1L，GRP78およびβ-actinのmRNA量を測定した．データはβ-actin
の mRNA 量で標準化を行い，結果は Control を基準とした相対値として示した（mean ± 
S.E.；n = 3）．また，統計学的有意差は，Bonferroni/Dunnett post hoc testを用いた一元配
置分散分析（one-way ANOVA）により判定した（Control vs. Tm and Tg；*p < 0.05）． 

(B) tunicamycin（Tm；5 µg/mL）もしくは thapsigargin（Tg；1 µM）を24時間曝露したNeuro-2a
細胞より，界面活性剤 NP-40 を用いてタンパク質の抽出を行った．その後，Western blot
法を用いて，HRD1，SEL1L，PDIおよび β-actinの検出を行った．また，黒矢印は糖鎖付
加型（成熟型）の SEL1Lタンパク質を示し，白矢印は未成熟型の SEL1Lタンパク質を示
す． 

(C) (B)におけるNP-40不溶性画分をSDSで可溶化し，同不溶性画分のタンパク質の抽出を行っ
た．その後，Western blot法を用いて，HRD1，SEL1LおよびPDIの検出を行った． 
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図 11. 酸化ストレスによるHRD1タンパク質への影響 
(A-C)  SH-SY5Y細胞を過酸化水素（A：H2O2；10-50 µM），rotenone（B：50-200 nM）もし

くは4-hydroxy-2-nonenal（C：4-HNE；1-15 µM）に24時間曝露した後，各種界面活
性剤を用いてタンパク質の抽出を行った．その後，Western blot法を用いて，HRD1，
SEL1L，PDIおよびβ-actinの検出を行った． 

(D)    SH-SY5Y細胞をタンパク質合成阻害薬である cycloheximide（CHX；25 µg/mL）に 5
分間曝露した後，過酸化水素（H2O2；100 µM）の曝露を行った．H2O2曝露後6時間に
おける細胞を回収し，界面活性剤 NP-40 を用いてタンパク質の抽出を行った．その後，
Western blot法を用いて，HRD1およびβ-actinの検出を行った．NP-40可溶性画分に
おける各バンドの定量は，解析ソフトMulti Gauge（Fijifilm）を用いて行い，データは
β-actinで標準化を行った．また，結果は非処理細胞（Control）における各タンパク質量
に対する相対値として示した（mean ± S.E.；n = 6）．また，統計学的有意差はStudent’s 
t-testによって判定を行った（CHX vs. CHX + H2O2；*p < 0.05）． 
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図 12. 酸化ストレスによるHRD1タンパク質の凝集体形成 
	 SH-SY5Y細胞を過酸化水素（H2O2；10 µM），rotenone（10 nM）もしくは4-hydroxy-2-nonenal
（4-HNE；15 µM）に48時間曝露した後，蛍光免疫染色法によりγ-tubulin（緑）およびHRD1
（赤）の検出を行った．検出および解析は，LSM510 META confocal microscope（Carl Zeiss AG）
を用いて行った．スケールバーはそれぞれ20 µmを示す．また，矢頭は微小管形成中心を，矢印
はHRD1タンパク質によるaggresomeを示す． 
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【考察】 
 
	 第 1章におけるヒト脳組織を用いた解析により，AD患者の死後大脳皮質において，異常構造
を有したAPPの分解に寄与するユビキチンリガーゼHRD1が，特異的かつ有意に減少している
ことが明らかになった．また，ヒト脳組織におけるAβ蓄積量とHRD1タンパク質量との間には，
高い相関関係が認められた．しかしながら，同相関関係（第1章；図7）のみでは，蓄積したAβ
による神経毒性が，HRD1タンパク質の不溶化や機能的なHRD1タンパク質の減少を引き起こ
し，これらがヒト大脳皮質における神経変性の引き金となったという可能性を否定できない．ま

た，近年の報告では，神経細胞内で凝集した Aβは，プロテアソームや脱ユビキチン化酵素の阻
害を介してユビキチン−プロテアソーム系を障害する可能性が示唆されている【82, 83】．HRD1
もユビキチン−プロテアソーム系の構成因子であることから，HRD1 もまた Aβ による神経毒性
の標的となり得る．すなわち，HRD1タンパク質の不溶化はAβによる神経毒性に起因する可能
性も否定されずにいた．この因果関係を検証するため，本研究では培養神経細胞を用いて，Aβ
負荷によるHRD1タンパク質量および不溶化への影響について解析を行った．precenilin 2安定
発現株に対し，APPを過剰発現させることで細胞にAβを負荷した結果，短期的なAβ負荷では
HRD1タンパク質の不溶化は起こらない可能性が示唆された（図 8A, B）．しかしながら，この
実験系ではヒト大脳皮質において数十年かけて蓄積した Aβによる神経毒性を再現するに至って
いない．また，産生した Aβがどのようなコンフォメーションを取っているのかは不明である．
Aβ の神経毒性はコンフォメーションの違いにより強さが異なり，一般に，モノマー ＜ オリゴ
マー ＜ プロトフィブリルの順に毒性が強くなると報告されている【39】．上述の問題点を解消
するため，本研究ではヒト変異型 APPSWE遺伝子導入マウス（Tg2576マウス）を用いて，長期
的かつ多種のコンフォメーションを有したAβ負荷によるHRD1タンパク質量および不溶化への
影響についても検討を行った．Tg2576マウスにおいては，生後12ヶ月齢以降に高度なAβの蓄
積（アミロイドプラーク）が認められることが報告されている【71】．そこで本研究では，16~20
ヶ月齢におけるTg2576マウスの大脳皮質に対して解析を行った結果，培養神経細胞を用いた解
析結果と一貫して，Aβ負荷によるHRD1タンパク質の不溶化は認められなかった（図8, 9）．よ
って，本解析によりHRD1タンパク質の不溶化にはAβによる神経毒性以外の因子が関与する可
能性が示唆された． 
	 ADの病態形成過程には，Aβの他に，神経細胞内における過剰リン酸化 tauの蓄積も深く関与
すると考えられている．しかしながら，過剰リン酸化 tauや凝集・蓄積した tauがERAD関連
タンパク質に対してどのような影響を与えるのか不明であった．本研究では培養神経細胞を用い

て，tau負荷によるHRD1タンパク質量および不溶化への影響について解析を行った．tauタン
パク質アイソフォームの一つである0N4R（野生型 tau）およびP301L（変異型 tau）の過剰発
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現により，細胞に tauを負荷した．その結果，HRD1やSEL1Lタンパク質の発現量等には変化
が認められず，凝集・蓄積した tauは ERAD関連タンパク質に影響を与えない可能性が示唆さ
れた（図8）．また，ヒト変異型 tau遺伝子導入マウス（JNPL3マウス）を用いて，長期的な過
剰リン酸化 tauの影響について解析を行った結果，培養神経細胞を用いた解析結果と同様に，tau
負荷によるHRD1タンパク質の不溶化は認められなかった（図8, 9）．よって，これらの解析に
よりHRD1タンパク質の不溶化にはAβおよび tau以外の因子が関与する可能性が示唆された．
我々は現在，免疫染色法を用いたAD患者脳の解析により，細胞内における過剰リン酸化 tau（神
経原線維変化部位）や老人斑近辺に局在する変性神経突起に HRD1 が共局在することを見出し
ており，HRD1と tauの過剰リン酸化との関連性が示唆されている．一方，tauの過剰リン酸化
は，主に小胞体ストレスに伴う GSK-3β の過活性化に起因することが近年報告されている【84, 
85】．これらは本研究成果とともに，小胞体におけるタンパク質品質管理機構の破綻が tau の過
剰リン酸化や凝集・蓄積の引き金となり得ることを示唆している．加えて，本研究結果は，大脳

皮質におけるAβの産生増加やtauの過剰リン酸化が生じる以前にHRD1タンパク質が先行して
減少する可能性を示唆するものであり，ADの病因論の点からも重要であると考えられる． 
	 また，HRD1タンパク質の不溶化機構を検討する上で，AD患者の大脳皮質が小胞体ストレス
状態にあった点を考慮することは重要である．Neuro-2a 細胞を小胞体ストレス誘導試薬である
tunicamycin（糖鎖合成阻害薬）および thapsigargin（小胞体Ca2+ポンプ阻害薬）を曝露した際，

小胞体ストレス応答によるHRD1-mRNAおよびHRD1タンパク質の増加は認められたが，小
胞体ストレスによるHRD1タンパク質の不溶化は認められなかった（図10）．上述のAβ負荷実
験においては，Aβ負荷により小胞体ストレスが惹起され，HRD1タンパク質が誘導されたこと
（図8, 9）を考慮すると，Aβに起因する小胞体ストレスに対し，神経細胞は小胞体ストレス応答
によってHRD1を誘導することで，神経細胞死から細胞を保護する可能性が推察された．また，
AD患者脳に認められる神経変性は，HRD1タンパク質が不溶化することで機能的なHRD1タ
ンパク質が減少し，小胞体ストレス防御機構が破綻した結果生じる可能性も示唆された．よって

今後は，HRD1発現抑制下における Aβ負荷の影響を検討することで，Aβによる神経変性機構
にHRD1がどのように寄与するかを明らかにする必要があろう． 
	 一方，ADの病理過程においては，近年Okamoto等により，AD患者の大脳皮質においてはア
ミロイド沈着血管近傍に微小梗塞が多発することが報告されており【74】，ADの病態形成時にお
ける慢性脳虚血や血管障害による酸化ストレスの意義が注目されている．すなわち，AD の病態
形成過程における酸化ストレスによってHRD1タンパク質が不溶化したことで，Aβの産生が増
加した可能性が推察される．そこで，本研究においては，SH-SY5Y 細胞を酸化ストレス誘導試
薬であるH2O2や rotenone，4-HNEなどに曝露することで，酸化ストレスによるHRD1タンパ
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ク質への影響について解析を行った．その結果，酸化ストレス誘導試薬は濃度依存的に HRD1
およびSEL1Lタンパク質の不溶化を惹起することが明らかになった（図11A-C）． 
	 一方，小胞体膜画分（NP-40可溶性画分）におけるHRD1タンパク質量には，有意な変化が
認められなかったことから，酸化ストレスによる小胞体ストレス応答の活性化や，一時的な新規

タンパク質合成の促進に基づく HRD1 タンパク質の発現維持が示唆された．しかしながら，
tunicamycinおよび thapsigarginによる小胞体ストレス応答時と比較して，短期的なH2O2の曝

露による ERAD 関連遺伝子の誘導量は少なく，小胞体ストレス応答の惹起には至っていないこ
とが明らかになった（データ未提示）．一方，cycloheximideによる新規タンパク質合成の抑制下
にて，小胞体膜画分におけるHRD1タンパク質量はH2O2への曝露によって有意に減少すること

が明らかになった（図 11D）．よって，短期的な酸化ストレスに基づくタンパク質不溶化による
機能的な HRD1 の減少は，新規タンパク質合成が促進されることにより発現量が維持されるこ
とが示唆された．また，細胞内におけるタンパク質の代謝能やプロテアソームの酵素活性は，加

齢に伴い低下することが知られており【86】，高齢期における長期的な酸化ストレスがHRD1タ
ンパク質の不溶化や，これに伴う機能性 HRD1 タンパク質の減少に対して，大きなリスクとな
る興味深い可能性を示唆している．よって今後，分化した神経細胞や初代培養細胞，さらには高

齢マウスを用いて，長期的な酸化ストレスによるHRD1減少機序およびAβ産生への影響につい
ても検討する必要があると考える．一方，AD患者脳は小胞体ストレスや酸化ストレスなど，種々
のストレスに曝されていることが明らかとなっており，HRD1タンパク質の減少機序には複合的
なストレスの関与も推測されることから，HRD1タンパク質の減少機序には酸化ストレスの他に
小胞体ストレスが寄与する可能性は高い．よって，今後は複合的なストレス（酸化ストレスと小

胞体ストレスの同時負荷）によるHRD1タンパク質への影響を検討する必要があろう． 
	 また，HRD1 タンパク質は酸化ストレス薬である 4-HNE によっても不溶化したことから，
HRD1タンパク質の不溶化には4-HNEや一酸化窒素（nitric oxide；NO）などの酸化的修飾が
寄与する可能性が推察される．4-HNEや acroleinなどの不飽和アルデヒドは，タンパク質中の
システイン残基やヒスチジン残基，およびリジン残基と反応し，比較的安定なマイケル付加体を

形成することが報告されている【87-89】．SWISS-MODEL（http://swissmodel.expasy.org）を
用いたHRD1タンパク質の立体構造予測（ホモロジーモデリング）により，HRD1の酵素活性
部位であるRING-finger領域は，亜鉛イオンを配位し，その配位に必要な複数のシステイン残基
とヒスチジン残基がタンパク質の表面に露出していることが明らかになっている．よって，

RING-finger領域におけるこれら複数のアミノ酸残基が4-HNEなどの酸化的修飾の標的残基と
なることが推測される．近年の報告では，HRD1 と同様の RING 型ユビキチンリガーゼである
ParkinやXIAPの酵素活性が，RING-finger領域に対するS-ニトロシル化（酸化的修飾）によ
って制御されることが明らかになっている他，これらの修飾が同タンパク質の凝集体形成に繋が
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る可能性が示唆されている【90-92】．本研究の蛍光免疫二重染色法を用いた解析では，HRD1タ
ンパク質が酸化ストレスの負荷により，小胞体膜上から aggresome へと移行し，これらがタン
パク質不溶化の原因となる可能性が示唆された（図12）．一般に，HRD1は小胞体膜上において
機能し，変性した HRD1 は ERAD 機構によって分解・除去されると考えられている．また，
aggresome は変性したタンパク質を主要な構成因子とすることが知られているため【93】，
aggresomeに局在するHRD1タンパク質は，酸化ストレスによって不可逆的な酸化的損傷を受
け，ユビキチンリガーゼとしての機能，すなわち，酵素活性を失ったタンパク質であることが推

察される． 
	 近年，ミトコンドリアの機能障害下では Aβ誘導性の小胞体ストレスが亢進することや，小胞
体−ミトコンドリア間のクロストークが Aβ による小胞体ストレス誘導性アポトーシスに深く関
与することが報告されている【94, 95】．さらに，ミトコンドリア障害による酸化ストレスの誘
発が，AD 発症における重要な病因であることが示唆されている【96】．これらの報告は，Aβ
と酸化ストレスの深い関連性（Aβ誘導性酸化ストレスの存在）を示唆しているが，本研究では，
HRD1タンパク質の不溶化は酸化ストレス負荷時においてのみ認められた．一方，本研究により，
HRD1はAβに起因する神経毒性に対して，一種の防御因子として作用する可能性が見出されて
おり，酸化ストレスによるHRD1の不溶化が，ERAD機構の破綻や，Aβの産生増加およびAβ
誘導性酸化ストレスとの悪循環形成に深く関与すると推察される．また，この悪循環による Aβ
の凝集・蓄積や小胞体ストレスの誘発は，神経変性や神経脱落を促進させ，これらがAD発症の
原因となる可能性を示唆するものである． 
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【総括】 
 
	 本研究では，ユビキチンリガーゼHRD1を介したAPPの代謝分解機構に着目し，AD発症の
原因としてERAD機構の機能破綻を仮定した上で解析を行った． 
	 第1章では，AD患者におけるERAD機構の破綻を検討するため，ヒト死後大脳皮質を用いて，
小胞体ストレス応答関連遺伝子および関連タンパク質の発現解析を行った．本研究により，AD
患者の大脳皮質は小胞体ストレス状態にあることが示唆された．また，APPの代謝分解に寄与す
るERAD関連タンパク質であるユビキチンリガーゼHRD1がAD患者の大脳皮質において，タ
ンパク質不溶化により特異的かつ有意に減少する可能性が示唆された．さらに，ヒト脳組織にお

けるHRD1タンパク質の減少はAβの産生増加に寄与する可能性も示唆された． 
	 第2章では，ADの発症機構の解明に向け，HRD1タンパク質の減少機序の究明を試みた．培
養神経細胞およびモデルマウスを用いた解析では，Aβの産生増加に伴い，小胞体膜画分（NP-40
可溶性画分）における機能的なHRD1タンパク質が増加することが明らかになった．また，AD
関連因子（Aβ・tau）および各種ストレス（酸化ストレス・小胞体ストレス）の内，HRD1タン
パク質は酸化ストレスによってのみ不溶化することが明らかとなった．さらに，酸化ストレスに

基づく酸化的損傷によりHRD1タンパク質がaggresomeを形成することで，小胞体に局在する
機能的なHRD1タンパク質の減少が生じる可能性が示唆された． 
	 本研究において，HRD1はAβに起因する神経毒性に対して，一種の防御因子として作用する
可能性が見出されており，酸化ストレスによるHRD1の不溶化が ERAD機構の破綻や，Aβの
産生増加および Aβ誘導性酸化ストレスとの悪循環形成に深く関与すると推察された．また，同
悪循環による Aβの凝集・蓄積や小胞体ストレスの誘発は，神経変性や神経脱落を促進させ，こ
れらがAD発症の原因となる可能性を示唆するものである．本研究の成果は，これまで個々に捉
えられていたADにおける病理学的特徴（Aβおよび過剰リン酸化 tauの蓄積，小胞体ストレス
および酸化ストレス）を関連付ける可能性を秘めており，従来特定されていなかった Aβのター
ゲットや，生体におけるAβおよび過剰リン酸化 tauの産生増加機構，さらには神経変性・脱落
機構を解明する一助となると考えられる．一研究者として，HRD1 減少機序の究明により，AD
病態の解明や早期診断法および根本的治療法が確立されることを願うばかりである． 
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