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神経発生における小胞体ストレスに関する研究
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研究要旨

ORP150は、生後4-8日にかけて小脳、特にプルキンエ細胞に強い発現パター

ンを示した。ORP150を過剰発現させたトランスジェニックマウス(TG)では、
プルキンエ細胞に強いORP150の発現を認めるとともに、ORP150ノックアウ

トヘテロ接合体(KO)では、その発現は明らかに減弱していた。ORP150の強
制発現によってこの時期における細胞死が抑制され、逆にORP150ノックアウ

トマウスでは、神経細胞死が加速された。ORP150は海馬神経においてグルタ

ミン酸による細胞内Ca++上昇を抑え、細胞死を抑制することから小脳発生過

程における神経細胞死にも小胞体を介する神経細胞死の関与が示唆される。

A・研究目的

脳はグリア細胞やオリゴデンドロサイト、血

管内皮細胞など異なった種類の細胞によって

構成されるが、中心的存在である神経細胞は

虚血に対してとりわけ脆弱である。したがっ

て、長時間に及ぶ虚血では脳を構成するすべ

ての細胞が壊死に陥るが、虚血が短時間であ

る場合、神経細胞だけが死に到る。これに反

してアストログリアや血管内皮細胞は虚血に

対して強い抵抗性を示すことが知られてい

る。さらに、アストログリアは虚血などの自

らの生存すら危うくしかねないような環境下

でも神経細胞に対する保護機作を発揮するこ

とが知られている。

本研究では、アストログリアが虚血環境で生

き抜くためのいくつかの戦略を解析し、その

戦略を利用して、虚血環境にあっても神経細

胞死を抑制しうるかをテーマとして研究を進

めてきた。また、虚血性神経細胞死だけでな

くアルツハイマー病による神経細胞死も小胞

体のストレス応答異常による可能性が示され

てきた。本研究では、小胞体の機能異常が脳

虚血とアルツハイマー病に共通する神経細胞

死の経路であるとの認識に立ち、小胞体の機

能制御による神経細胞死の抑制に関して研究

してきた。

B.研究方法

野生型マウス(WT)、ORP150トランスジェ

ニックマウス(TG)、ORP150ノックアウトマ

ウスヘテロ接合体(KO)より生後l-10日にか

けて小脳を分離しNP-40(1%)にて蛋白を抽出
後、SDS-PAGEで分離し､ORP150、

GRP78、HSP70,GAD133，による抗体を用

いてWesrnblotを行った。また、各のマウ

スを潅流固定し上記抗体による免疫組織染色

を行った。小脳プルキンエ細胞のマーカーは

CalbmdmD28kを用いた。神経細胞死は活性化

Caspase-3抗体による免疫染色およびTUNEL
法によって行った。

マウスの行動テストはRotorRodにて評価し

た。また、小脳プルキンエ細胞の神経回路形

成の評価は電気生理学的に行った。

C・研究結果

マウスにおける小脳発生では神経細胞死がお

こることが知られているが、新規小胞体スト

レス蛋白であるORP150は、生後4-8日にかけ

て小脳、特にプルキンエ細胞に強く発現、

GRP78、GRP94、HSP70などとは異なった発

現パターンを示した。ORP150を過剰発現さ

せたトランスジェニックマウス(TG)では、
プルキンエ細胞に強いORP150の発現を認め

るとともに、ORP150ノックアウトヘテロ接

合体(KO)では、その発現は明らかに減弱し
ていた。野生型マウスでは生後4日をピーク

にプルキンエ細胞層で活性化型Caspase-3の
免疫陽性細胞が見られたが、TGでは陽性細

胞数が有意に減少していた。Calbindin染色で
評価したプルキンエ細胞数も生後4-20日にか

けてTGで多く、KOで減少していた。また、

グルタミン酸拮抗薬であるMK-801の投与に



より、TGと同様の傾向が再現された(23)。培養神経細胞においてもグルタミン酸負荷に
ORP150ノックアウトマウスの発生初期の小応答して発現上昇する。発生段階の小脳プル

脳プルキンエ細胞を観察すると、出生後4-6キンエ細胞においても、グルタミン酸入力回

日にかけて、TUNEL法および活性化caspase- 路の増加が生後4-8日におこると報告されて

3による免疫染色で胞死が検出される。このおり、ORP150の発現のピークと一致する。

細胞死は、野生型、ORP150トランスジェ砂ネズミの一過性総頚動脈結紮によって海馬

ニックマウ(TG)の順に、すなわち、ORP150CAl領域に遅発性神経細胞死(DND)がおこ
の発現が強くなるほど抑制される傾向にあつ り、この細胞死は虚血耐性を獲得させた個体

た。さらに、TGでは、プルキンエ細胞の密では起こらない。ORP150は虚血耐性を獲得

度も、明らかに増加していた。ところが、行した砂ネズミCA1領域に極めて強く発現し、

動テストで評価された小脳の機能は、逆にまた、あらかじめCAl領域にアデノウイルス

TGで傷害されていた。ベクターを用いてORP150を遺伝子導入する
ことにより、神経細胞死を救済することがで

D.考察きる。DNDでは1-2週間で神経細胞死が完成

グルタミン酸塩受容器とグルタミン酸の結合する「慢性虚血性神経細胞死モデル」であ
によって開始される一連の生体反応は、細胞る。このパラダイムにおいてもORP150は神

内のカルシウム上昇、さらには、細胞内環境経細胞死を抑制することが示されている。
の変化を来たし、最終的には神経細胞死に至

らしめる。ORPI50は興癒性アミノ酸投与にE.結論

よりマウス海馬に誘導され、また、培養海馬発生段階におけるORP150の発現は、発生と
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図:発生初期の小胞体ストレスが小脳プルキンエ細胞の塞壷密度を決める。
ORP150ノックアウトマウスの発生初期の小脳プルキンエ細胞を観察すると、出生後4再6日にかけて、

TUNEL法および活性化caspase-3による免疫染色で胞死が検出される。この細胞死は、野生型、ORP150I-
ランスジエニックマウ(TgORP150)の順に、すなわち、ORP150の発現が強くなるほど抑制される傾向に
あった。さらに、TgORP150では、プルキンエ細胞の密度も、明らかに増加していた。ところが、行動テ
ストで評価された小脳の機能は、逆にTgORP150で傷害されており、発生段階における小胞体ストレス
が、ホストのプルキンエ細胞の至適密度を決めると考えられる。



いうより慢性的な変化における小胞体ストレ

スの存在を示している。急性虚血だけでなく

ヒトに見られるような慢性虚血、さらには慢

性的に進行する神経変性疾患においても小胞

体ストレスの重要性が示唆される。
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研究要旨

セリンプロテアーゼの遺伝子変異により異常なセリンプロテアーゼが小胞体

内に蓄積する疾患はseminopathyと総称される。セリンプロテアーゼ阻害ペプ
チドであるメグシンを全身発現させたメグシントランスジェニックラット(Tg

Mrg)は、そのホモ接合体は腎不全や糖尿病などの全身疾患を呈し、若年にて
死亡するが、ヘテロ接合体は、正常に生育するものの、生後12ヶ月で、行動

テストにて記銘力低下を示した。TgMrg(ヘテロ接合体)より得られた神経細
胞はカルシウム代謝異常を示し、アストロサイトは低酸素環境にてより脆弱

であり、その細胞死には小胞体ストレス蛋白の発現上昇とcaspase-12の活性化

を伴った。TgMrgでは生後2-4ケ月で海馬CAl領域にcaspase-12の活性化、4-
6ケ月でcaspase-3の活性化を示し、同領域における神経細胞密度の低下を示し
た。さらにcaspase-12の活性化は黒質級密層でもみられ、チロシン水酸化酵素
(TH)染色陽性の神経細胞の密度減少を伴っていた。以上の事実は、メグシン
の過剰発現によって慢性的に小胞体負荷のかかった神経細胞で慢性的かつ緩

徐な細胞死が起こることを示している。

はじめに

alアンチトリプシン欠損症は、遺伝子の欠損

ではなくalアンチトリプシンの遺伝子変異に

より小胞体で正常にfbldmgされずに小胞体内
に異常アンチトリプシンが蓄積、小胞体負荷

をもたらす疾患で、同様の疾患は

semmopathyと総称される。中枢神経系でも
神経回路の可塑性に関与するセリンプロテ

アーゼ、およびその阻害ペプチドの変異は

neuroseminopathyと呼ばれる神経変性疾患を
呈することが知られている。

メグシンは東海大学の宮田らによって腎糸球

体上皮細胞において発現しているセリンプロ

テアーゼ阻害ペプチドとしてクローニングさ

れた。非常に興味深いことに、メグシンを強

制発現させたトランスジェニックラットのホ

モ接合体では、加齢に伴って、糖尿病、腎不

全、低蛋白血症、呼吸器障害などを呈し12週

齢以前に死亡するためselpinopathyのモデル
であると考えられる。

これに対して、TgM堰のヘテロ接合体では生
後12ヶ月を経ても主たる臓器異常は見られな

い。ところが中枢神経系の詳細な観察では、

海馬や黒質級密層(SNpc)において、ORP150
をはじめとする小胞体ストレス蛋白の発現上

昇、caspase-l2などの細胞死関連酵素の活性
化がみられ、神経細胞密度の減少がみられる

ことが明らかになった。

研究方法

l)ERストレス蛋白、細胞死マーカーを用い
た免疫組織染色

TgMrgへテロ接合体ラット(以下、TgMegと
略す)およびコントロールとしてメグシント

ランスジーンを持たない野生型ラット(Non

Tgと略す)を用い、生後2ケ月、4ケ月、6ケ
月の時点で潅流固定し、海馬領域の免疫組織

染色(抗ORP150抗体、抗MAP2抗体、抗活性

化型caspase-3、抗Neuro-N抗体)を用いた免疫
組織染色を行った。

2)培養アストロサイトを用いた検討

生後すぐのTgMegおよびNonTgラット脳よ
りアストロサイトを分離培養し、2次培養の

後、以下の実験に供した。アストロサイトを

最長48時間まで低酸素環境に暴露し、その

viabilityをLiveanddead方にて評価した。ま
た、ORP150、GRP78、活性化型caspase-12を



A)NissI B)ORP150 C)MAP2 D)uCasp-3 Q)20 CA1
》
工

極
地

《
恥
》
エ

＝一

０
０

１

（
誤
〉
望
の
○
の
豊
満
＆

“
↑
０
旦
吻
、
○
吾

猫‘舞幾』’4，そ'．

墓
八

＊＊

a
F

ー

ロ
の
戸
』
○
吟
０
１
８
１
１
１
１
１
１
１
１

ﾛ■

E)NiSsi F)Neuro-N G)《xcaSp-12H)Merge ､画＝
』
Ｉ
ｊ 46(months)2

,堂拶
濁副＝

’，司令イ

R) 20｢CA2ﾉ3
唖
ｍ
ｇ
Ｏ
Ｔ
Ｎ
室
ロ簾

０
０

１

（
ま
）
皇
の
○
の
豊
満
。
Ｑ

“
〒
包
め
、
○
署

窪
で

ー■■■■■■■■■■■ I

＊＊ ＊☆＊求

I)Nissl J)ORP150 K)MAP2 L)(xcasp-3
凸

雲
、ﾘﾄ誼●'画が。 ND、llND，llND

0

一
『y,JJ鋳鳶

246(months)

Neuron震測｡邑照鰐

面＊画"壷≦

０

５

０

１
（
Ｎ
Ｅ
二
蔬
一
司
○
の
ン
三
”
○
Ｌ

Ｓ
里
△
切
画
。
吾

１
ヨー二

ロ■ ■■■■

画
吟
匡
○
之

ｰ動

P)Merge

凸”ウ

M)NissI N)Neur0.N O)ucasp･12

b

ha｣
6(months)

側

u且坐
4

血目ﾆー&‐
2

■■■■ ■■■■■■■■■

図1:メグシンを過剰発現させたラットではCA1領域で神経細胞死が加速する。
TgMrgでは、Non功と比較して、生後2-6ケ月にかけて海馬全体でORP150の発現上昇を認め、これに一致してCA1領
域で、活性化型caspase-12およびcaspas-3のシグナルも増加していた。CA3でも若干のシグナル増強を認めた。また、
Neuro-N抗体で染色されない細胞、すなわち神経細胞以外の細胞でもTgMrgでは活性化型caspase-12の陽性シグナルを
検出した。

認識する抗体、およびb-actm抗体を用いた

Westemblotを行った。低酸素暴露後18時間

の細胞を用いてGRP78およびメグシンに対す

る抗体を用いて免疫組織染色を行った。ま

た、小胞体での蛋白分解を阻害する物質とし

てLactacystinを用いた。さらに、低酸素環境

下でのメグシンの細胞内分布を確認する目的

でOptiPrepによる密度勾配用によって小胞体
分画とゴルジ分画を分離し、dotプロットを

行った。局在マーカとしてそれぞれ、

calnexin抗体(小胞体)とTGN38抗体(ゴルジ装

置)を用いた。また、強制発現されたメグシ
ンが小胞体から処理される過程を分析するた

めユピキチンを用いた免疫沈降を行った。

caspase-12およびcaspas-3のシグナルも増加し
ていた。CA3でも若干のシグナル増強を認め

た。また、Neuro-N抗体で染色されない細

胞、すなわち神経細胞以外の細胞でもTgMrg
では活性化型Caspase-12の陽性シグナルを検
出した。

2)細胞死とメグシンの細胞内分布(図2）
TgMegより得られたアストロサイトは低酸

素環境で、NonTgより得られた細胞に比し明
らかな脆弱性を示した。また、Wesmblot

では、Tgハ心g由来のアストロサイトでは
ORP150やGRP78などの小胞体ストレス蛋白

の発現上昇が明らかであり、さらに低酸素暴

露24時間後でcaspase-12の活性化を認めた。
また、メグシンの細胞内分布は低酸素負荷前

はGRP78のそれと一致する小胞体パターンを

示し、低酸素暴露後は核周囲に凝集する傾向

が見られ、これはLactacys血添加による変化
に類似していた。さらに、OptiPrepによる細
胞分画では低酸素暴露前には小胞体とゴルジ

装置に連続的に分布していたメグシンが、低

結果

1)海馬CA1領域における神経細胞死(図1)
TgMrgでは、NonTgと比較して、生後2-6,f'-
月にかけて海馬全体でORP150の発現上昇を

認め、これに一致してCA1領域で、活性化型
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図2:メグシンを過剰発現させたラットではCA1領域で神経細胞死が加速する。

TgMegより得られたアストロサイトは低酸素環境で、明らかな脆弱性を示した(A)｡TgMIg由来のアストロサイトで

はORP150PGRP78などの小胞体ストレス蛋白の発現上昇が明らかであり、低酸素暴露24時間後でcaspase-12の活性

化を伴った(B)。メグシンの細胞内分布は低酸素暴露後は核周囲に凝集する傾向が見られた(C-K)｡OptiPrepによる細
胞分画では、低酸素環境では小胞体に局在する傾向を示した(L)。メグシンが低酸素暴露にかかわらず、ユビキチン化

され、小胞体から分解輸送されていることが明らかとなった(M)。

酸素環境では小胞体に局在する傾向を示し

た。またユビキチンを用いた免疫沈降では、

メグシンが低酸素暴露にかかわらず、ユビキ

チン化され、小胞体から分解輸送されている

ことが明らかとなった。

が緩やかに進んでいくと考えられた。
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