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博士論文の要旨                                

 背景と目的 

活性酸素の過剰な産生は、パーキンソン病（PD）を始めとする、様々な疾患の発症に関与している。PDは、

脳の黒質におけるドーパミン神経細胞の進行性の脱落を特徴とする神経変性疾患である。ドーパミンは神経

細胞間の情報伝達を担うが、神経細胞において活性酸素の産生を上昇させ、細胞死を引き起こすことから、

PDにおけるドーパミン神経細胞に特異的な細胞死に関与することが示唆されている。申請者の所属研究室で

は、USP10蛋白質が、亜ヒ酸で処理した HeLa細胞において、活性酸素依存性のアポトーシスを抑制すること

を報告した。今回、申請者らは、ドーパミンが誘導する神経細胞の細胞死に対する、USP10 の役割を解析し

た。 

方法 

SH-SY5Y細胞は、ドーパミン神経細胞に似た性質を持つ、神経芽細胞腫由来の細胞株である。目的とする蛋

白質の機能を解析するために、目的とする蛋白質に対応する siRNAをSH-SY5Y細胞に遺伝子導入し、siRNAの

標的蛋白質の発現量を低下させた（ノックダウン, KD）。siRNAを導入したSH-SY5Y細胞をドーパミンで処理

し、細胞毒性および細胞死関連蛋白質の発現量をウエスタン法で調べた。ドーパミンによる細胞死は、細胞

内の脱水素酵素活性から生存細胞数を評価するCCK-8法と、アポトーシスの指標である切断型 Caspase3の発

現量を定量化する免疫染色法で評価した。Nrf2およびNrf2の標的遺伝子（NQO1, GSTM1, p62）のRNA量は

real-time PCR法によって定量した。野生型の p62およびその変異体のプラスミドを SH-SY5Y細胞に遺伝子

導入し、その機能を解析した。  

結果 

USP10を発現している野生型の (USP10-WT)SH-SY5Y細胞をドーパミンで、4-12時間処理すると、活性酸素

の産生が昂進し、細胞死が誘導され、この細胞死は USP10 の発現を低下（USP10-KD）させることによって、

さらに増強された。この細胞死は、細胞を抗酸化剤である N-Acetyl cysteine で処理することにより抑制さ



れた。以上の結果から、USP10 はドーパミンによる SH-SY5Y の活性酸素依存性細胞死を抑制することが示さ

れた。 

Nrf2は抗酸化遺伝子群の転写活性化因子である。Nrf2は抗酸化蛋白質の転写を促進することで、活性酸素

依存性細胞死を抑制する。Nrf2の機能は Keap1により抑制され、リン酸化された p62(S349)により促進され

る。USP10-WT細胞をドーパミンで処理すると、Nrf2に加えて、Nrf2の標的遺伝子である p62およびHO-1蛋

白質の発現量が増加したが、これらの発現増加は、USP10-KDによって低下した。Nrf2-KDとp62-KDは、とも

にドーパミンによる SH-SY5Y の細胞死を促進した。その過程で、Nrf2-KDは p62 の発現量を減少させ、p62-

KDは Nrf2および Nrf2の標的遺伝子である HO-1の発現量を減少させた。Keap1は Nrf2活性を抑制すること

が報告されている。Keap1-KDは、USP10-KDによるNrf2およびHO-1量の低下と細胞死の促進をともに低下さ

せた。これらの結果から、USP10 による神経細胞の細胞死の抑制には、Nrf2/Keap1/p62 経路が関与している

ことが示唆された。 

次にUSP10-KDによるNrf2蛋白質の減少のメカニズムを調べた。Nrf2はプロテアソームによって分解され

る。Nrf2蛋白質はドーパミン処理によって増加し、この増加はプロテアソーム阻害剤処理によってさらに増

加した。しかしながら、USP10-KDによって減少したNrf2蛋白質の量は、プロテアソーム阻害剤処理を加えて

も増加しなかった。この結果から、USP10 は、Nrf2 の蛋白質量を、プロテアソームによる蛋白分解とは異な

るメカニズムで制御していることが示唆された。次に、ドーパミン刺激による Nrf2mRNA 量の変動を解析し

た。ドーパミンはNrf2のmRNA量を増大させた、しかし、USP10-KDはNrf2mRNA量を低下させなかった。これ

らのことから、USP10-KDによる Nrf2蛋白質量の低下には、Nrf2の蛋白質合成の低下が関与していることが

示唆された。さらに、申請者らは新生蛋白質の生成量をピューロマイシン取り込み法により評価した。USP10-

KDはドーパミン処理後の新生蛋白質の生成量を減少させた。これらの結果は、ドーパミン処理細胞において、

USP10がNrf2を含む蛋白質の翻訳を促進していることを示唆した。 

p62は、349番目のセリン残基(p62/S349)がリン酸化されると、Keap1に強く結合し、Nrf2をKeap1から遊

離させ、Nrf2を活性化する。次に、USP10が、p62/S349のリン酸化(pp62/S349)量を制御するか調べた。USP10-

KDは、ドーパミン処理をした場合としない場合の両方で、pp62/S349の量を低下させた。USP10-WT細胞にお

いてp62はKeap1及びUSP10と結合した。しかし、USP10-KDはp62とKeap1の結合を低下させた。USP10-KD

細胞にリン酸化p62模倣蛋白質（p62/S349E）を発現させると、Nrf2の量を増やすとともに、ドーパミン誘導

性の細胞死を抑制した。これらのことからUSP10はリン酸化p62の量を増やすことで Nrf2を活性し、ドーパ

ミン誘導性の細胞毒性を抑制していることが示唆された。 

考察 

申請者らは、神経細胞株 SH-SY5Y において、USP10 がドーパミンによる活性酸素の産生および活性酸素依

存性のアポトーシスの両方を抑制することを発見した。PDでは、過剰な活性酸素の発生がドーパミン神経細

胞の細胞死を引き起こすことが示唆されている。また、ドーパミン自身も過剰な活性酸素の発生源の一つで

あると考えられている。したがって、USP10 には、PD における神経細胞死を抑制する機能があると考えられ

る。 

ドーパミンで処理したSH-SY5Y細胞において、USP10がNrf2を活性化し、その活性化には、p62/S349のリ

ン酸化の昂進が関与することが示唆された。Nrf2は細胞質から核内に移行することで活性化される。PD患者

の脳病変部ではNrf2が核内に存在することから、PDではNrf2の抗酸化活性を超える活性酸素が細胞毒性を

引き起こしていると考えられる。PD病変部でUSP10を活性化させることができれば、リン酸化されたp62の

量を増やすことができ、Nrf2の核移行をさらに促進し、細胞死を抑えることができる可能性がある。 

ドーパミンで処理したSH-SY5Y細胞において、USP10がNrf2蛋白質の翻訳を促進することが示された。PD

を含む神経疾患では、翻訳の障害が疾病に関与していることが示唆されている。PDにおいても、Nrf2の翻訳



が低下し、酸化ストレスに脆弱になっている可能性がある。従って、USP10 の活性化剤は、PD を含む神経変

性疾患において、Nrf2蛋白質の翻訳を促進し、細胞死を抑制する可能性がある。 

Nrf2/Keap1/p62による抗酸化活性の制御は、酸化ストレスからの神経細胞の保護に重要な役割を果たして

いる。本結果は、USP10 が神経細胞を酸化ストレスから守るために重要な役割を果たしていることを示唆し

た。 

 

審査結果の要旨 

神経変性疾患パーキンソン病では、中脳の黒質ドーパミン作動性神経細胞の細胞死がその原因となる。申

請者は、脱ユビキチン化酵素活性を持つ USP10 蛋白質がこの過程を制御する可能性を検討した。ドーパミン

神経細胞に似た形質を持つヒト由来の細胞株SH-SY5YでUSP10の発現を低下させると、ドーパミン処理後に、

ドーパミンに依存する活性酸素の産生が増加し、それに基づく細胞死が誘導された。この系を用いて、申請

者はUSP10が、多くの抗酸化蛋白質の転写活性化因子である Nrf2を活性化することで、神経細胞死を抑制す

ることを示した。その際、USP10は２つの経路で Nrf2を活性化した。USP10はリン酸化された p62蛋白質の

量を増やし、リン酸化p62は Nrf2を活性化した。またUSP10は、ドーパミンで処理した細胞の蛋白質合成が

停止することを防いだほか、G3BP1の挙動から、ストレス顆粒の産生抑制にも関与することを見出した。これ

らの結果は、USP10が関与する、ドーパミンの神経毒性による細胞死の、抑制シグナル伝達経路の一部を見出

したもので、この点に本論文の学位論文としての価値を認めた。 


