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研究成果の概要（和文）：　多くの神経変性疾患では領域特異的なユビキチン化タンパク質の凝集体の蓄積が観
察されることから、タンパク質分解機構の破綻が疾患原因の一つであると考えられてきた。我々は、脳内物質で
あるアシルドーパミンがタンパク質分解を阻害することなく、p62の発現を誘導してアグリソームの形成を促進
することを発見し、タンパク質分解機構の破綻を伴わない凝集体形成機構の存在が示唆された。さらに、p62の
S403リン酸化促進する化合物を同定し、p62リン酸化がアグリファジーの亢進による細胞内タンパク質凝集体の
分解を促進することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：As neuronal accumulation of ubiquitinated protein aggregates is the common 
pathology of many neurodegenerative diseases, disruption of the proteolytic mechanism has been 
considered as a cause of the neurodegeneration. In this research, we found that acyldopamines, a 
brain substance, induce the expression of p62 and promotes the aggresome formation without 
inhibiting protein degradation, suggesting that protein aggregates can be generated without 
disruption of the protein degradation systems. Furthermore, we also found compounds that promote 
S403 phosphorylation of p62 without aggresome formation. The enhanced p62 phosphorylation by the 
compound treatment induces the degradation of intracellular protein aggregates through aggrephagy 
pathway. The discovery of the compounds may lead to novel therapeutical drug discovery for several 
neurodegenerative diseases.

研究分野：病態神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経変性疾患におけるタンパク質凝集体の形成は、タンパク質分解機構の変容が原因の一つであると考えられて
きたが、本研究で明らかになったアシルドーパミンによるアグリソーム形成促進効果は、特にグリア細胞におけ
る凝集体形成を説明するものであり、いくつかの神経変性疾患の病態形成のメカニズム解明に寄与するものと思
われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

多くの神経変性疾患では、それらの顕著な病理学的所見としてユビキチン化タンパク質を含む封入体

の蓄積が疾患神経細胞に観察されることから、タンパク質分解機構の破綻が疾患原因の一つであると

考えられている。病理学的には、病態組織を抗ユビキチン抗体で免疫染色すると、変性領域の細胞に

ユビキチン化されたタンパク質を含むタンパク質封入体が観察される。しかしながら、疾患領域以外の

脳組織は概ね正常であり、ユビキチン化タンパク質の蓄積は観察されない。これらのことは、神経変性

疾患におけるユビキチン化タンパク質の蓄積が、本当に疾患領域の神経細胞で特異的なタンパク質分

解機構の破綻に起因しているのかどうかという疑問を提起する。つまり、これまで考えられてきたタンパク

質分解機構の破綻が起きているという仮説を、タンパク質分解機構の障害ではないタンパク質凝集体

形成機構の存在を想定して検証する必要がある。我々は、脳内物質であるエンドカンナビノイドの一種

であるアシルドーパミンが、タンパク質分解を障害せずに p62 の発現を誘導してユビキチン化タンパク

質とともに一過性の凝集体構造を形成させることを発見した。アシルドーパミンは、プロテアソームや恒

常的オートファジーによるタンパク質分解を阻害せず、脳内で合成される物質であることなどから、脳内

の特定の領域にある神経細胞ではタンパク質分解の破綻がおこらなくてもタンパク質凝集体の形成が

起こりうるという可能性が示唆された。アシルドーパミンにより発現誘導された p62 は、S403 リン酸型とな

り、ユビキチン化タンパク質を積極的に取り込んで凝集するが、アシルドーパミンを除去すると速やかに

選択的オートファジーにより分解されることもわかった。これらの結果は、アシルドーパミンによる凝集体

形成は選択的オートファジーによるタンパク質分解の前段階となっていることを示唆している。つまり、タ

ンパク質分解機構に致命的な破綻が生じなくても、細胞にはユビキチン化タンパク質の凝集体形成を

促進する細胞内システムが存在しているということを示していると考えられる。ではなぜ、このようなシス

テムが細胞に備わっているのだろうか？その理由の一つとして、このアシルドーパミンにより活性化され

る凝集体形成システムは、選択的オートファジーを介してタンパク質の分解を促進する、いわば細胞内

の大掃除のためのものであると考えることができる。細胞には細胞内に不要なタンパク質が蓄積してくる

と、それらを一時的に集約して隔離することにより一過性に作られるアグリソームという誘導型の細胞内

構造物の形成機構が存在する。このアグリソーム形成のメカニズムについては全くわかっていないが、

プロテアソーム阻害や異常タンパク質の過剰発現などにより、プロテアソームによる分解が飽和するよう

な条件下で、アグリソームの構造形成が誘導されることが知られている。アグリソームの形成は、パーキ

ンソン病の病理学的特徴であるレビー小体(Lewy body)との構造的類似性が議論されることもあり、アグ

リソーム形成による不要タンパク質の細胞質からの一時的な隔離機構が、神経細胞内の凝集体形成と

どのような相関を持つのかという問題を解決することも重要であると思われる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、アシルドーパミンによる p62 の発現誘導に伴うタンパク質凝集体形成の分子機構を解析

し、凝集タンパク質の分解機構を解明することを目指す。また、アシルドーパミンによる p62 の発現誘導

では S403 リン酸化も促進するので、この S403 リン酸化の責任キナーゼも同定する。そして、これらの知

見から p62 の発現誘導をともなう選択的オートファジーの制御機構が神経細胞でも機能しているかどう



かについて検証する。 

 

３．研究の方法 

 マウスの神経芽細胞腫由来の培養細胞である Neuro2a 細胞(N2a)をモデル細胞として使用した分子

細胞生物学的解析を行う。ヒト p62 プロモーター下に GFP を挿入した遺伝子を導入した N2a を用いた

薬剤ライブラリースクリーニングにより同定された N-オレオイルドーパミン(OLDA)とその類似化合物であ

る N-アラキドニルドーパミン(NADA)について、選択的オートファジー促進効果やタンパク質凝集体形

成機構などについて分子細胞生物学的に解析した。 

 

４．研究成果 

我々はこれまでに、選択オートファジーによるユビキチン化タンパク質の分

解過程が p62 の S403 リン酸化によって制御されていることを報告してきた。

p62 は S403 のリン酸化を受けることにより、ポリユビキチン鎖との親和性が

増大するため、ユビキチン化タンパク質と共に凝集構造体（セクエストソー

ム）を形成する。オートファゴソームは、隔離膜上の LC3 と p62 の結合を介

して、セクエストソーム上で伸長することにより形成すると考えられる。先の研

究で、p62 の発現を誘導する化合物のスクリーニングから同定した N-オレ

オイルドーパミン(OLDA)とその類似化合物である N-アラキドニルドーパミン

(NADA)について、p62 の S403 リン酸化について検討した。N2a 細胞に

OLDA, NADA をそれぞれ 5µM 添加し、２４時間後のリン酸化 p62 の細胞内蓄積量をウエスタンブロッ

ティング法により定量したところ、OLDA, NADA ともにリン酸化 p62 の蓄積と、p62 タンパク質の細胞内

総量の増加が観察された(図１) 。これまでの研究により、プロテアソーム阻害により p62 の

S403 リン酸化促進は誘導されることが知られている (Matsumoto et al. Mol. Cell, 2014) が、

アシルドーパミンによる p62 のリン酸化促進は、ユビキチン化タンパク質の蓄積を伴わないも

のであった。このことは、アシルドーパミンがプロテアソーム阻害とは異なるメカニズムで

p62 のリン酸化促進を行っていることを示唆している。S403 リン酸化 p62 は、恒常的なオー

トファジーにより迅速に分解されているため、オートファジー阻害剤であるバフィロマイシン

で細胞を処理した場合に蓄積することが知られている。アシルドーパミン処理した細胞をバフ

ィロマイシンでさらに処理した場合でもリン酸化 p62 のさらなる蓄積が観察されたことから、

アシルドーパミンはオートファジーによるリン酸化 p62 の分解を抑制していないことが実証さ

れた。また、アシルドーパミンは脳内のエンドカンナビノイド／エンドバニロイドとして分類

されていることから、代表的なカンナビノイドとバニロイドであるアナンダミド(アラキドニル

エタノールアミン )とカプサイシンについても p62 のリン酸化促進効果について検証してみた

ところ、これら化合物にはそのような効果が見られないことも明らかとなった。また、アシル

ドーパミンによる p62 の S403 リン酸化を行うキナーゼを同定するため、これまでに知られて

いる CK2 および TBK1 の阻害剤存在下で OLDA もしくは NADA で処理したところ、TBK1
阻害剤(BX795)存在下では p62 のリン酸化が抑制された。つまり、アシルドーパミンによる

p62 のリン酸化は、TBK1 の活性化を伴うものであると考えられる。これらの結果は、アシル

ドーパミンによる p62 のリン酸化促進効果は、それが結合するカンナビノイド受容体を介した

図 1：アシルドーパミン
は S403リン酸化 p62の
細胞内蓄積を誘導する。 



応答ではない新規な経路によることを強く示唆しており、TBK1 の活性化を伴う経路であると

考えられる。 
 アシルドーパミンに対する細胞の応答は、p62 の遺伝子発現誘導を伴うものであり同時に

OPTN や LC3B の発現も誘導されていた。p62 を含むオートファジーレセプターは選択的オー

トファジーによるタンパク質の分解過程において基質とともに分解されるため、p62 のリン酸

化促進により p62 が分解された結果、細胞内の p62 タンパク質の濃度が低下した結果として

p62 の遺伝子発現が誘導されたものと考えられる。p62 タンパク質を過剰発現した場合、過剰

に存在する p62 分子は S403 のリン酸化をほとんど受けない。しかしながら、アシルドーパミ

ンによる p62 の発現誘導では、誘導された p62 は S403 のリン酸化を受けるため、選択的オー

トファジーによる分解系全体が促進されている可能性が考えられる。S403 リン酸化 p62 の細

胞内局在について免疫蛍光法により確認したところ、予想外なことにアシルドーパミンで処理

した細胞がアグリソームを形成し、リン酸化 p62 はアグリソームに取り込まれていた。アグリ

ソームはプロテアソーム阻害や異常タンパク質の過剰発現によりプロテアソームによるタンパ

ク質分解が飽和してユビキチン化タンパク質が細胞内に蓄積した場合に出現する細胞内の誘導

性構造物であるとこれまで考えられてきたが、アシルドーパミンは細胞内のユビキチン化タン

パク質を増加させないことから、アグリソーム形成がポリユビキチン化タンパク質の蓄積によ

り引き起こされるものでは無いことが明らかとなった。つまり、アグリソームはタンパク質分

解の遅延による誘導因子の活性化により形成されるのではなく、アグリソームの形成を制御す

るシステムが別に存在することを意味している。さらに、興味深いことに、プロテアソーム阻

害により誘導されるアグリソームでは、内包する p62 タンパク質は S403 リン酸化を受けてい

ないが、アシルドーパミンにより誘導されたアグリソーム内の p62 は S403 リン酸化を受けて

いた。このことは、アシルドーパミンにより誘導されるアグリソームにより、本来プロテアソ

ームで分解されるべきユビキチン化タンパク質がアグリソーム内に取り込まれて、濃縮される

可能性を示唆している。アシルドーパミンによるアグリソーム形成の

誘導が凝集性タンパク質のシード形成を促進する可能性について検証

するため、ポリグルタミンの凝集形成について評価した。その結果、

OLDA, NADA ともにポリグルタミン凝集形成を有意に促進することが

わかった。さらに、ユビキチン化タンパク質の蓄積は観察されない程

度のプロテアソーム活性が低下した状態を模した低濃度

MG132(0.2µM)条件下において、OLDA, NADA はユビキチン化タンパ

ク質の明白な蓄積を示した(図 2)。これらの結果は、アシルドーパミン

によりアグリソーム形成が誘導されると、ユビキチン化された凝集性

タンパク質が局所的に濃縮され、結果として凝集体の形成が促進され

てしまう可能性を示唆しており、これまでタンパク質分解機構の破綻

が原因と考えられてきた晩期発症性の神経変性疾患における伝播性凝

集核の形成問題を考える上で重要な知見となったと思われる。 

今後に残された問題点として、(1）アシルドーパミンがどのようにしてアグリソーム形成を誘導するのか、

(2）アシルドーパミンは脳内でタンパク質凝集核の形成を促進するのか、(3)アグリソーム形成の抑制によ

りタンパク質凝集体形成を抑制できるのか、などがあげられる。これらの問題点を解決することで、今後、

なぜタウタンパク質のような伝播性のシード形成が起こるのかなどの神経変性疾患発症の根本となる原

因の解明につながっていくことが期待される。  
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Lewy body generation and disease progression if AcylDA production is regulated and increased in aged brains. 
Further studies are needed to clarify whether AcylDA-mediated aggresome formation and p62 expression occur 
in human brains.

NADA and OLDA are present in mammalian brain tissues, specifically in the striatum, and are known as 
endocannabinoids and endovanilloids26–29. Our results present additional functions for these compounds as 
aggresome formation inducers which does not occur through cannabinoid- nor vanilloid-receptor mediated 
signaling pathways. It has been proposed that NADA is generated in the brain by conjugating arachidonic acid 
to dopamine and that fatty acid amino hydroxylase (FAAH) catalyzes this conjugation, rather than conversion 
from acyl-tyrosine by tyrosine hydroxylase28,42. This hypothesis is supported by the a study showing that FAAH 
KO results in the loss of NADA in the striatum, whereas AEA is increased in the striatum of FAAH KO mice43. 
As the FAAH-mediated hydrolysis of AEA is a source for NADA production42, the amount of NADA may reflect 
the local concentration of AEA and dopamine. Modulation of dopaminergic neuron activities by the endocan-
nabinoid system is thought to be involved in several behavioral functions44. As AEA administration increases 
neurotransmission in the mesolimbic dopamine reward system in the nucleus accumbens shell through the 
CB1 receptor-mediated pathway45, it is possible that the local concentration of NADA is transiently increased 
by FAAH-mediated NADA production. If AcylDA-mediated aggresome formation plays a role in inclusion for-
mation in aged brains, FAAH inhibition may be beneficial for reducing inclusion formation as a therapy for this 
condition.

Because protein inclusions are remarkable hallmarks of many neurodegenerative diseases, it is thought that 
aging decreases the cellular protein degradation properties and that impaired protein degradation systems induce 
protein aggregation. However, the accumulation of ubiquitinated proteins is rarely observed in healthy aged 
brains and non-affected regions of the brains of patients5, indicating that the capacity for protein degradation 
is not exceeded even in aged brain. This raises the question of how ubiquitinated aggregation-prone proteins 
escape from degradation systems followed by inclusion body formation in disease-affected neurons. Our results 

Figure 6. AcylDA accelerates huntingtin aggregation. (A) N2a cells stably expressing huntingtin-ex1-Q148-
YFP (N2a HttQ148-YFP) were treated with 3 µM OLDA for 3 days after Htt-YFP induction by doxycycline. 
Cells with Htt aggregates were counted (n > 100) and the number of aggregates was divided by the number of 
nuclei. (B) N2a HttQ148-YFP cells were treated with 5 µM OLDA, 5 µM NADA, 10 µM AEA, 50 µM capsaicin, 
or 1 µM MG132 for 48 h as indicated. Htt aggregates were visualized with anti-GFP antibody by filter trap 
assay. As a sample control, dot blot of the same sample on the polyvinylidene fluoride membrane is shown. The 
relative amount of HttQ148-YFP is shown. Error bars represent SEM (n = 4) and p values (Student’s t-test) are 
shown. (C) N2a cells were treated with 0.2 µM MG132 and/or 5 µM OLDA or 5 µM NADA for 12 h as indicated. 
Total ubiquitinated proteins (polyUb; monomer), S403-phospho-p62 (S403-P), total p62, and β-actin are shown 
as indicated. Relative amounts of polyubiquitinated proteins (polyUb) in duplicated analysis are depicted. Error 
bars represent SD (n = 2).

図 2：アシルドーパミ
ンはユビキチン化タ
ンパク質を細胞内に

蓄積させる。 
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