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研究要旨 

 神経変性疾患において、細胞内外に蓄積する異常蛋白質蓄積には蛋白分解・除去過程

の異常が深く関与している。一方、細胞内にはユビキチン化蛋白を識別し輸送する小胞

輸送システムがあり、そのマスターレギュレーターとして ESCRT 複合体（Endosomal 

Sorting Complex Required for Transport）が知られている。ESCRT はエンドソームの

成熟に重要な役割を持っていることが知られていたが、近年我々を含めた複数グループ

の研究により、ESCRT がリソソーム-オートファジー系の制御を介し異常凝集蛋白の分

解処理に積極的に関与していることが明らかとなってきた。本研究では、ESCRT 障害に

よる脳内オートファジー・蛋白質分解系の破綻が、神経変性疾患異常蛋白蓄積および神

経変性疾患を誘導するかについて、前脳特異的 ESCRT コンディショナルノックアウトモ

デルマウスを用い検証した。 

 

A．研究目的 

 本研究では ESCRT 複合体が制御してい

る脳内オートファジー・蛋白質分解系の

破綻が、如何なる機序により異常タンパ

ク蓄積と神経細胞死を惹起するかについ

て、新たに作成した神経組織特異的

ESCRT-0/Hrs 欠損モデルマウスおよび培

養細胞モデルを用い、行動解析、病理組

織学的・生化学的手法による多角的検討

を行った。 

B．研究方法 

 CaMKII-Cre マウス（御子柴克彦博士よ

り供与）を用い前脳特異的に ESCRT 複合

体の最上流分子（ESCRT-0/Hrs）を欠損さ

せたマウス（Hrsflox/flox; CaMKII-Cre）

を作製した。同マウスを用い、経時的に

運動機能障害を観察すると共に、神経細

胞脱落の有無・凝集蛋白蓄積の確認、酸

化ストレスマーカー・ストレスキナーゼ

などの細胞障害因子の発現変化、マイト
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ファジー異常の有無などについて病理組

織学的・生化学的手法による解析を行っ

た。なお遺伝子組み換え実験および動物

実験については｢東北大学組換えDNA安全

委員会｣および｢東北大学における動物実

験等に関する規定委員会｣の承認を受け

て実施した。 

 

C．研究結果 

 前脳特異的 ESCRT-0/Hrs コンディショ

ナルノックアウトマウスでは加齢に伴う

体重減少と運動障害が誘発され、全例が

生後 8 週間以内に死亡した。ノックアウ

トマウス脳内において海馬 CA3・CA1 およ

び大脳皮質を中心に、著明な神経細胞脱

落と残存神経細胞内の K48-・K63-ユビキ

チン化タンパク、選択的マクロオートフ

ァ ジ ー の 基 質 で あ る p62/SQSTM1 、

α-synuclein 陽性の凝集蛋白蓄積が確認

され、リソソーム-オートファジー系の障

害が示唆された。脳組織を用いたウェス

タンブロット解析ではノックアウトマウ

ス群において Triton X-100 不溶性・urea

可溶性画分を中心にα-synucleinオリゴ

マー、PHF-Tau、Huntingtin、および TDP-43

蛋白の蓄積・増加、ならびに VDAC、TIMM44、

Tom20 といったミトコンドリア構成蛋白

の増加が認められた。さらに ESCRT-0/Hrs

ノックアウトマウス脳組織では酸化スト

レスマーカー（8-OHdG）蓄積とストレス

キナーゼ活性化が生じていた。 

 

D．考察 

 これまでの研究の積み重ねにより、神

経変性疾患において細胞内外に蓄積する

異常凝集蛋白は酸化ストレス、ER ストレ

ス、ミトコンドリア障害などを惹起し神

経細胞の変性・脱落を引き起こす重要な

因子となることが明らかとなっている。

これらの異常蛋白質の多くはユビキチン

化修飾を受けており、その蓄積には蛋白

分解・除去過程の異常が深く関与してい

る。真核細胞の蛋白分解経路には大別し

てユビキチン-プロテアソーム系と（マク

ロ）オートファジー-リソソーム系の 2つ

の経路が存在するが、凝集した大型の蛋

白質の分解は主に後者であるオートファ

ジー-リソソーム系が担うと考えられて

いる。細胞内では ESCRT 系が正常に機能

することで初期エンドソームから後期エ

ンドソーム・リソソームへの成熟が進み、

エンドソーム内腔のpH低下と各種プロテ

アーゼの活性化がおこることが知られて

いる。従って ESCRT 機能が障害された場

合、オートファゴソームと後期エンドソ

ーム・リソソームの癒合過程が停滞し、

オートファジー系を介した凝集蛋白のク

リアランスが著しく障害を受けることが

予想される。実際、FTD-ALS 原因遺伝子で

あるESCRT-III/CHMP2Bノックアウト細胞

では、オートファゴソームからオートリ

ソソームへの成熟阻害が生じることが判

明している。また我々を含めた複数の研

究により、異常伸長 polyQ をもつ

Huntingtin 分子、TDP-43、α-synuclein

などの変性疾患関連蛋白の分解に ESCRT

複 合 体 が 関 与 し て い る こ と 、

α-synuclein を主要構成成分とするパー

キンソン病脳内Lewy小体中にESCRT分子

（VPS4、CHMP2B）が存在することも明ら

かになっている。 

 今回作製した ESCRT-0/Hrs の前脳特異
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的ノックダウンマウスにおいて、神経細

胞内の K48-・K63-ユビキチン化タンパク、

選択的マクロオートファジー基質である

p62/SQSTM1、α-synuclein 陽性の凝集蛋

白蓄積が生じると共に顕著な神経細胞脱

落が観察されたことからも、ESCRT 系が制

御するオートファジー・蛋白質分解系の

破綻が、異常タンパク蓄積性神経変性疾

患の病態に深く関与している可能性を示

唆する証拠といえる。同マウス脳内では

酸化的ストレス増加や p38 ストレスキナ

ーゼ活性化、マイトファジー異常などが

確認されているが、今後さらなる詳細な

解析により細胞死発現に至る分子機構を

明らかにしたいと考えている。併せて、

ストレス応答・防御系として近年注目を

集めている Keap1-Nrf2 (Nuclear Factor 

Erythroid 2-related factor 2)系に着目

し、Hrsflox/flox; CaMKII-Cre マウスあ

るいは Hrs flox/flox; DAT-Cre マウスと

Nrf2 の恒常的活性化により各種ストレス

に耐性を示す Keap1 ノックアウトマウス

を交配し、表現型レスキューを試みる実

験や、新規パーキンソン病（PD）モデル

マウスとしてドパミントランスポーター

（DAT）-Cre マウスを用い、ドパミン神経

特異的に ESCRT-0/Hrs を欠損するマウス

（Hrs flox/flox; DAT-Cre マウス）を用

いた病理・生化学的解析を予定している。 

 

E．結論 

 ESCRT系は神経細胞においてαSYNを含

めた異常凝集蛋白のオートファジー-リ

ソソーム分解を制御しており、その機能

破綻は細胞毒性を有する凝集蛋白蓄積・

神経変性過程と密接に関与する可能性が

示された。 
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