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角田 渓太
大阪大学大学院医学系研究科　神経内科学教室


はじめに
近年、高齢化の進行に伴い神経変性疾患の患者数が急増しており社会的に深刻な課題となっている。神経変性疾患は中枢神経系の特定の神経細胞群が選択的に変性・脱落する進行性の難病の総称であり、疾患ごとに固有の異常タンパク質が凝集体を形成して蓄積することが共通の病理学的特徴である。代表的な例としてアルツハイマー病ではアミロイドβやタウ、パーキンソン病（PD）ではαシヌクレイン（αSyn）、筋萎縮性側索硬化症（ALS）ではTDP-43が挙げられる。筆者が研究対象としているPDは神経細胞質内にαSyn凝集体を主要成分とするLewy小体が蓄積することを特徴とする1）。病理学的検討から、Lewy病理は嗅球や延髄から始まり中脳、大脳辺縁系、さらに大脳皮質へと段階的に広がることが示されており（Braak仮説）2）、その進展様式は異常αSynが神経細胞間を伝播し正常αSynを異常構造へと変換しながら脳内に拡大していくというプリオン仮説3）によって説明される。この仮説は培養細胞および動物モデルのいずれにおいても再現されており、異常凝集体が疾患進行の中心的因子であることが確立しつつある。
こうした背景のもと異常凝集体そのものを標的とした抗体医薬や核酸医薬の開発が精力的に進められてきた。アルツハイマー病ではアミロイドβ抗体が臨床応用に至ったものの他の神経変性疾患における開発は依然として困難である4–6）。その主な理由の一つとしてアミロイドβが細胞外に沈着するのに対し、αSynをはじめとする多くの異常凝集体は細胞質内に蓄積するため治療薬の送達が極めて難しいことが挙げられる。
このような課題を踏まえ、筆者らは細胞内に蓄積する異常凝集体を分解する主要な場であるリソソームに着目し、その機能異常と疾患進行との関連を明らかにするとともにリソソーム活性化を基盤とした新たな治療戦略の構築を目指して研究を進めてきた7, 8）。

2. リソソーム膜破綻を介する異常凝集体の伝播
前述のように異常タンパク質凝集体は神経細胞間を伝播して病変を拡大すると考えられているが、その分子機構の詳細は不明な点が多い。タウやαSynなどの凝集体は細胞外から複数の受容体を介してエンドサイトーシスにより細胞内へ取り込まれることが報告されている9）。しかし、取り込まれた凝集体は分解の場であるリソソームに輸送される。それらは正常タンパクが存在する細胞質とはリソソーム膜によって隔てられているため、「どのようにして細胞外凝集体が細胞質へ到達し内在タンパクの凝集を誘導するのか」は不明であった。近年、αSynを含む神経変性疾患関連の蛋白凝集体が膜傷害性を示すことが報告され10）、我々はリソソーム膜の破綻によって凝集体が細胞質へ漏出し伝播を促進するとの仮説を立てた。
まず、人工的に作製したαSyn凝集体（pre-formed fibril: PFF）をαSyn-EGFPを過剰発現させた細胞に投与し、細胞外凝集体から細胞内タンパクへの凝集伝播の過程を可視化した。PFFは投与後24時間でリソソーム内に高度に集積し（図1-1）、そのうち約5%程度の細胞のリソソームで膜損傷マーカーGalectin-3（Gal3）が陽性、すなわちリソソーム膜の破綻が観察された（図1-2）。タイムラプス撮影ではαSyn-EGFPの凝集がPFFを含むリソソーム近傍から始まる様子が観察され、リソソーム膜破綻部位が凝集伝播の起点であることが示唆された（図1-3、図2）。さらに、このαSyn-EGFP凝集体はヒトLewy小体の主要マーカーであるリン酸化αSyn（pSyn）でも陽性を示し、以後はpSyn免疫染色を指標として内在性αSynの凝集を評価した。pSynはGal3およびLAMP1と共局在し、リソソーム膜を化学的に破綻させる化合物LLOMeにより損傷リソソームを増加させるとPFF投与によるpSyn陽性細胞数が有意に増加した（図1-4）。
[image: ]図1 リソソーム膜破綻を介するαSyn凝集の伝播

[image: ]図2 タイムラプス撮影による細胞質αSyn凝集過程の可視化

これらの結果から、リソソーム膜が破綻するとその内腔に取り込まれたαSyn凝集体が細胞質へ漏出し内在性αSynの異常凝集を誘導することが明らかとなり、リソソーム膜破綻が異常αSyn伝播の重要な経路であることが示された。
次にPD病態においてリソソーム膜の脆弱性が亢進している可能性に着目した。まず、PDの代表的な遺伝的リスク因子であるGBA1遺伝子について検証した。GBA1はリソソーム酵素グルコセレブロシダーゼをコードしており、その変異はPDの最大の遺伝的危険因子として知られる11）。従来この変異による病態機序として、酵素活性の低下により蓄積するグルコシルセラミドとαSynの相互作用、異常酵素の蓄積による小胞体ストレスなどが報告されていた。我々はGBA1変異によるリソソーム膜脆弱化を検証し、GBA1をノックダウンした細胞では定常状態およびPFF投与後のいずれにおいても野生型細胞に比べてリソソーム損傷細胞（Gal3陽性細胞）が有意に増加した。さらにPFF投与時にはαSyn凝集の伝播（pSyn陽性細胞数）も増加した。これらの結果から、GBA1変異によるリソソーム内部環境の変化12）によりリソソーム膜が脆弱化しαSyn凝集伝播が増強することが示唆された。
一方で、疫学研究からは大気汚染や農薬などの環境因子がPD発症リスクに関与することが知られている。特に大気中の微小粒子状物質（PM2.5）濃度とPD発症率の間に有意な相関が報告され近年注目を集めている13）。我々は金沢大学・瀬戸章文教授の協力を得て大気中から採取されたPM2.5試料を用いた検討を行った。その結果、PM2.5がリソソーム膜傷害能を有すること、特にその構成成分の中でもシリカ粒子が強い膜傷害性を示すことを確認した。さらにPFFとシリカを同時に細胞に投与しすると、広範なリソソーム損傷に伴い細胞質内でのαSyn凝集が有意に促進された。
これらの結果からPD病態において遺伝因子および環境因子が共通してリソソーム膜の脆弱性を高め、異常αSynの伝播を増強することが示された。

3. リソソーム損傷応答による異常αシヌクレイン伝播の防御
リソソーム膜の脆弱性がパーキンソン病（PD）病態の進展に重要な役割を果たすことが示されたが、損傷を受けたリソソームはリソソーム損傷応答と呼ばれる防御機構により処理されることが知られている14）。この応答は①ESCRT（Endosomal Sorting Complex Required for Transport）複合体による膜損傷部位の修復（リソソーム修復）15, 16）、②損傷リソソームの選択的オートファジーによる隔離・除去（リソファジー）17）、③TFEB核移行シグナルによるリソソームの新生の三つの経路が関与する。これらにより損傷リソソームからの高濃度プロトンや分解酵素等の有害な内容物の細胞質への漏出が防御される。我々はこのリソソーム損傷応答がαSyn凝集体の伝播に対して防御的に働く可能性について検証した。
まずリソファジーに関する検証では、PFFを投与した細胞でLC3のリソソーム上への集積が認められ、電子顕微鏡観察により高電子密度のリソソームが二重膜であるオートファゴソームにより包まれるリソファジーの像を確認した。次にリソファジーが誘導されないFIP200遺伝子ノックアウト細胞（FIP200 KO）を用いて検討を行うと、PFF処理後のFIP200 KO細胞は野生型に比べてリソソーム膜損傷（Gal3）および凝集の伝播（pSyn）が有意に増加した。すなわちリソファジーは損傷リソソームを選択的に隔離・除去することで異常αSynの細胞質漏出および凝集伝播を抑制していることが示された。
続いてESCRT経路による膜修復の寄与を検討した。PFF投与24時間後にはESCRT-IIIサブユニットCHMP4Bのリソソーム上での局在が増加傾向を示し、さらにESCRT関連分子AlixおよびTSG101をダブルノックダウンし修復機構を抑制するとαSyn凝集伝播が有意に増加した。一方でFIP200 KO細胞ではAlix/TSG101ノックダウンによる影響は見られず、リソソーム修復はリソファジーと協調的に機能して有効な防御が成立することが示唆された。
さらにFIP200KO細胞にLLOMeによる高度のリソソーム膜損傷を加えるとαSyn凝集伝播が相乗的に増加した。これらの結果はマウス初代神経細胞を用いた神経細胞間伝播モデルでも再現され、リソソーム損傷応答がリソソーム膜破綻を介するαSyn凝集の細胞間伝播を抑制する主要な防御機構であることが示された18）（図3）。
[image: ]図3 リソソーム損傷応答は膜破綻を介したαシヌクレイン凝集の伝播を抑制する


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恒常性の維持が極めて重要である。PDを含む神経変性疾患の発症率は加齢とともに著しく上昇し、その背景には老化に伴う有害物質の蓄積によるリソソーム損傷やリソソーム損傷応答の機能低下が関与していると考えられる19）。
我々の研究によりリソソーム損傷と異常タンパク質の蓄積が相互に促進し合う「負のループ」がPDの病態進行の一因であることが示された。また近年、アルツハイマー病など他の神経変性疾患における病的タンパク質であるタウの凝集伝播に対し、リソソーム損傷応答が防御的に機能することが報告された20, 21）。こうした知見からリソソーム損傷応答は異常タンパク凝集体の蓄積を特徴とする神経変性疾患全般に共通する普遍的な防御メカニズムであると考えられる。したがってリソソーム損傷応答の制御およびその活性化は神経変性疾患に対する新たな治療戦略の標的として期待される。現在、筆者らはこのリソソーム損傷応答の詳細な分子機構の解明とその制御による神経保護効果の検証を進めており、これを基盤とした疾患修飾的治療法の創出を目指して研究を推進している。
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