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はじめに
神経変性疾患は中枢神経系の特定の神経細胞群が健常人よりも早期かつ急速に減少する疾患の総称であり、人口の高齢化に伴い世界的に急増している。多くは孤発性で遺伝的背景と環境因子により引き起こされる多因子疾患であり根本的な原因は未解明であるが、これまでの遺伝学研究および病理学研究によりアルツハイマー病のアミロイドβ、パーキンソン病（PD）のαシヌクレイン（αSyn）、筋萎縮性側索硬化症（ALS）のTDP43など疾患毎にそれぞれ特定のタンパク質が異常構造をとり凝集体を形成して伝播・蓄積することが病態の中心と考えられるようになってきた。本稿ではPDを中心に、どのようにして異常タンパクが中枢神経系を伝播・蓄積するかについて筆者らの研究成果を交えて概説する。

1. パーキンソン病とαシヌクレイン
PDは国内でおよそ15–20万人が罹患するアルツハイマー病についで多い神経難病である。中脳黒質のドパミン神経を主体に神経細胞が脱落し、振戦（ふるえ）、運動緩慢などの運動症状と自律神経症状や認知機能障害などの非運動症状を進行性に呈する。神経変性は不可逆で現在までにその進行を回復することはおろか、停止ないし緩和する手段（疾患修飾治療）は得られておらず治療は対症療法に限られる。病理学的には神経細胞質に蓄積するLewy小体により定義され、1997年にLewy小体の主要構成成分がαSynであること1）とαSynをコードするSNCA遺伝子が家族性PD（PARK1）の原因遺伝子であることが発見された2）。ここからαSynの異常がPDの原因であると考えられて研究が発展し、病理学的にはPDの病期に対応して脳内のLewy病理が嗅球あるいは延髄から始まり中脳および大脳辺縁系そして大脳皮質に拡大すること（Braak仮説）が示され3）、生化学的には異常なβシート構造となり凝集したαSynが正常αSynを異常構造に変換し更なる凝集体をつくること（プリオン仮説）が示された4）。これらの結果から今日では脳内で異常αSynが神経細胞間を伝わり正常のαSynを巻き込みながら伝播することがPDの原因として有力視されている。これまでにαSyn単量体そのものをターゲットとして抗体医薬等の疾患修飾治療の開発が試みられてきたが未だ実現には至っていない。我々はαSyn病態のさらなる理解を目指して、αSynの細胞間での伝播の機序とそれに対する防御機構について研究を進めてきた。

2. パーキンソン病とオートファジー–リソソーム機能障害
リソソームは細胞内の有害物の分解の場であり、細胞外からとりこまれた有害物はエンドサイトーシスによりリソソームへ輸送され、細胞質の損傷した細胞小器官や蓄積したタンパク凝集体はオートファジーによりリソソームへ輸送される。実験的にはマクロオートファジーおよびシャペロン介在性オートファジーがαSynの分解経路であり動物モデルでオートファジーの機能低下が異常αSynの蓄積と運動機能低下を引き起こすことが示されている5）。遺伝学的にはリソソーム酵素の一つで糖脂質の分解を担うグルコセレブロシダーゼをコードするGBA1遺伝子を始め、複数のリソソーム関連の遺伝子がPDの遺伝的リスクとして同定された6）。剖検脳の検討ではPD患者においてリソソーム機能が低下しており、Lewy病理の大部分がオートファジー関連タンパク質LC3を含むことが報告されている7）。これらの結果からオートファジー–リソソーム系の機能低下が異常αSynの蓄積を誘導すると考えられるが、逆に異常αSynの増加がオートファジーフラックスやCMAを妨げることも報告されている8）。筆者らはオートファジー研究の第一人者である大阪大学吉森教授らとの共同研究によりPD病態とオートファジー機能低下について研究を進めてきた。その中でオートファジーを負に制御するRubiconが加齢に伴って蓄積しており、このRubiconを抑制するとオートファジー機能が改善し線虫モデルおよびマウスモデルにおいて異常αSynの蓄積が軽減することが明らかとなった9）。またオートファジーの分解過程で生じる中間体アンフィソームとリソソームの融合を制御する因子PACSIN1の機能低下により異常αSynの蓄積が増強することも確認された10）。これらから加齢に伴うオートファジー–リソソーム系の機能障害が神経疾患における異常タンパクの蓄積に重要であると考えられる。

3. リソソーム膜破綻を介する異常αシヌクレインの伝播
前述したように異常αSynは神経細胞間を伝播すると考えられているが、その仕組みについてはまだ不明な点が多い。これまでに細胞外のαSyn凝集体はいくつかの受容体を介してエンドサイトーシスにより神経細胞に取り込まれることが報告されているが11）、エンドサイトーシスで取り込まれたαSyn凝集体はリソソームに至り、細胞質に発現する正常αSynからはリソソーム膜で隔てられている。このためどのようにして取り込まれた凝集体がリソソーム内から細胞質のαSynへ凝集伝播するかは不明であった。近年、αSynを含めた神経難病の原因となる蛋白凝集体は小胞膜を破る性質があることが報告され12）、リソソーム膜の破綻による凝集体の漏出が伝播経路として有力視されていた。
我々はリソソーム膜破綻と凝集の伝播の関連について明らかにすべく、実験的に人工的に作成したαSyn凝集体（pre-formed fibril: PFF）を投与した培養細胞で伝播により細胞内の正常αSynが凝集する過程を可視化し、その過程におけるリソソーム膜破綻の意義を検討した。その結果、PFFは投与24時間後にはリソソームに集積して、一部のリソソームで膜損傷を起こし、一細胞質のαSyn凝集を反映するリン酸化αSyn（pSyn）が陽性となった。pSynは膜損傷のマーカーGal3、リソソームマーカーLAMP1が共局在を示し、さらに細胞質のαSyn凝集過程を過剰発現させたαSyn-EGFPにより可視可するとαSyn-EGFPの集積はPFFを含むリソソーム近傍に始まることが分かった。これらの結果からαSyn凝集体はエンドサイトーシスされリソソームへ運搬された後に、一部でリソソームの膜損傷を起こして細胞質へ漏出し凝集を伝播することが示された。更に人為的にリソソーム膜破綻を高率に起こす試薬（LLOMe）を用いて損傷リソソームを増加させるとPFF投与による細胞質のpSyn=凝集の伝播が有意に増加することからもこの説が支持された13）（図1）。
[image: ]図1 リソソーム膜破綻を介するαSyn凝集の伝播

[image: ]図2 リソソームストレス応答はリソソーム膜損傷を介するαSyn凝集の伝播を防御する


4. PDの遺伝因子および環境因子はリソソーム膜の脆弱性を惹起する
実験的にはαSyn凝集体によるリソソームの損傷は緩徐で少数であったため、異常αSyn自体によるリソソーム膜の損傷以外にPD病態において他の要因によりリソソーム膜脆弱性が加わっていることも想定された。
まずPDの遺伝的因子としてGBA1変異に着目した。前述したようにGBA1変異がPDの最大の遺伝学的リスクであるが、その病態機序としてはグルコセレブロシダーゼの機能低下に伴い蓄積するグルコシルセラミドとαSynの相互作用、異常グルコセレブロシダーゼの蓄積による小胞体ストレス、ミトコンドリア機能異常などが考えられてきた。またGBA1変異は他のリソソーム酵素の活性の低下やpHの上昇などの広範なリソソーム機能異常を来すことが報告されており14）、我々は先の結果で得られたリソソーム膜の脆弱性に着目し検証を行った。するとGBA1をノックダウンした細胞では定常状態およびPFFの投与下でいずれも野生型細胞よりも多く膜損傷を示すGal3陽性細胞が見られ、PFF投与時のLC3の集積（リソファジー）も多く、さらに凝集の伝播を示すpSyn陽性細胞も増加した。これらの結果からGBA1変異による病態においてリソソーム膜の脆弱性による凝集伝播の増強も寄与していることが示された。
一方で疫学研究から大気汚染や農薬などの環境因子がPDの発症に関わることがこれまでに知られていた。特に大気中のPM2.5の濃度とPDの発症率に相関が見られることが報告されており近年注目を集めている15）。我々は金沢大学瀬戸研究室で大気中から採取されたPM2.5の供与を受けて、実際のPM2.5がリソソーム膜傷害能を有すること、PM2.5の成分の中ではシリカが特に傷害性が高いことを確認した。更にPFFと併せてシリカを投与すると広範なリソソーム損傷に伴って細胞質でのαSyn凝集が促進された。これらの結果からGBA1変異やPM2.5等のPDの遺伝的背景および環境因子はリソソーム膜の脆弱性を惹起して異常αSynの伝播に寄与することが示された。

5. リソソームストレス応答による異常αシヌクレイン伝播の防御
このようにリソソーム膜の脆弱性がPD病態において重要であることが示唆されたが、損傷を受けたリソソームからの高濃度のプロトンや分解酵素の細胞質への漏出は有害であり、リソソームが損傷を受けた際に働く複数の防御機構がリソソームストレス応答として報告されている。具体的には1. リソソーム修復、2. 選択的オートファジーによる隔離・除去（リソファジー）、3. リソソーム新生からなる16）。リソソーム修復では主にESCRT（Endosomal Sorting Complex Required for Transport）によるものの解明が進んでいる。ESCRTは小胞輸送における膜の切り離しを担うタンパク複合体として知られていたが、リソソーム損傷後すぐ（数分以内）にCaの流出を検知してESCRT-0、-I、-II、Alixなどの分子が損傷部位に誘導され、最終的にESCRT-IIIにより損傷部位を含む膜が内腔側に嵌入してくびりきられる17）。修復は主に小さな損傷に対して働き、大きな損傷をうけたリソソームは選択的オートファジー=リソファジーによりオートファゴソームによって細胞質から隔離され、オートファゴソームと別のリソソームが融合することにより隔離・除去される18）。これらの分子機構の多くは共同研究者である大阪大学吉森教授らのグループから報告されており、我々はこれらのリソソーム損傷応答がリソソーム膜破綻を介するαSyn凝集体の伝播において防御的な役割をもつのではないかとの仮説の下に研究を進めた。
その結果、PFFを投与した細胞ではリソソーム上にLC3の集積が起こり、電子顕微鏡観察と併せて実際にリソファジーが起きていることを確認した。次にリソファジーの防御的役割を検証するためにオートファジーレギュレーターのFIP200遺伝子をノックアウトした細胞（FIP200KO）にPFF処理をすると、正常細胞よりも有意にGal3およびpSyn陽性細胞が増加する事を確認した。すなわち細胞外から取り込まれた異常αSynがリソソーム膜損傷を起こして細胞質へ漏出し凝集が伝播することを、リソファジーが損傷リソソームを隔離・除去することによって防御していることが示唆された。また次にESCRTによるリソソーム損傷についても検証した。PFF投与24時間後ではESCRT-IIIの一種CHMP4Bのリソソーム上の集積が有意ではないが増加する傾向にあり、異常αSynによる緩徐なリソソーム損傷に対しての修復応答を反映していると考えられた。野生型細胞においてAlixおよびTSG101のノックダウンによりリソソーム修復を抑制するとαSyn凝集の伝播が増悪することを確認した。一方でリソファジーが働かないFIP200KOではAlix/TSG101のノックダウンで差が見られず、リソソーム修復もαSyn凝集の伝播に防御的に働くものの、併せてリソファジーが機能することが必要であることが示唆された。さらにLLOMeによるリソソーム膜の破綻とリソファジーの機能低下（FIP200KO）を同時に行うと、相乗的にαSyn凝集の伝播が促進されることも確認し、マウス初代神経細胞を用いたαSyn凝集の伝播モデルでも同様の結果が得られた。これまでの結果から、異常αSyn凝集の伝播はリソソーム膜の破綻により異常αSynが漏れ出すことを起点としておりリソソームストレス応答が損傷リソソームを修復あるいは除去することにより防御的に働いていることが示された。また海外からは別の神経変性疾患であるアルツハイマー病におけるタウ蛋白の蓄積においても同様にリソソームストレス応答が防御的に働くことが報告されている19, 20）。したがってリソソームストレス応答は異常タンパクの蓄積を伴う神経変性疾患に対して広く有効な治療標的となることが示唆される。

おわりに
中枢神経細胞は生涯にわたり分裂・増殖しないためオートファジー・リソソーム系による細胞内の恒常性維持が極めて重要である。PDを含めて神経変性疾患は加齢に伴い発症率が劇的に増加し、ここには老化による環境中の有害物の蓄積によるリソソーム傷害やリソソームストレス応答の機能低下が関与していると考えられる。筆者らの研究によりリソソーム損傷と異常タンパクの蓄積が負のループを形成して病態を促進することが示唆され、リソソームストレス応答によるリソソーム恒常性の回復が治療の鍵となる。神経変性疾患の克服に向けて病態におけるリソソームストレス応答の更なる機序解明とその活性化による治療開発を目指したい。
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