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研究成果の概要（和文）：本研究課題から、世界初の選択的オートファジー阻害マウスの開発に成功した。本マ
ウスは、オートファジーにおける選択的オートファジーの割合、選択的オートファジー生理的意義、新規オート
ファジー基質のスクリーニングなどオートファジー研究の強力なツールとなる。分子メカニズムに基づいた強力
なNrf2活性化剤KMN003を開発し、in vivo（塗布）においてもその効果を確かめた。Nrf2活性化剤は、多発性硬
化症や糖尿病性腎症の治療薬となることから、これら病態マウスモデルを用いた薬効検証が期待される。

研究成果の概要（英文）：On the basis of this research project, we have succeeded for the first time 
in developing selective autophagy inhibitory mice. This genetic modified mouse will be a powerful 
tool for autophagy research, including the physiological significance of selective autophagy, and 
the screening of novel autophagy substrates. We have also developed a potent Nrf2 activator, KMN003,
 based on molecular mechanisms and confirmed its efficacy in vivo. Since Nrf2 activators are 
potential therapeutic agents for multiple sclerosis and diabetic nephropathy, we expect to verify 
their efficacy using these pathological mouse models.

研究分野： 分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
世界初の選択的オートファジー阻害マウスの開発に成功した。また、強力なNrf2活性化剤KMN003を開発し、マウ
ス生体内においてもその効果を確かめた。オートファジー、Nrf2ともに神経変性疾患やがん等の重篤疾患の発症
予防に中心的な役割を持つことが分かっており、本研究により開発されたマウスや低分子化合物が、基礎研究の
みならずヒト疾患発症機構の解明や予防機序の解明に役立つことが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーは、細胞内の分解オルガネラであるリソソームにおいて細胞内成分を分解する

機構である。オートファジーは小胞体ないしはその近傍の構造体から出現した隔離膜が伸長し
て細胞成分を取り囲んだオートファゴソームが形成される過程と、生じたオートファゴソーム
がエンドソームないしはリソソームと融合し内容物を消化する二つの過程から構成されている。
オートファジー研究は、大隅良典博士らの出芽酵母を用いた先駆的な研究、すなわちオートファ
ゴソーム形成に必須な ATG (AuTophaGy)遺伝子の発見により飛躍的に進んだ。この発見を契機に、
オートファジーの素過程の基本メカニズム（Mizushima, Yoshimori and Ohsumi, Annu Rev Cell Dev 
Biol 2011）、そして水島昇博士や代表者らのグループを中心にオートファジーの基本的な生理作
用（Mizushima and Komatsu, Cell 2011）が明らかになった。発見当初、オートファジーは栄養飢
餓に応答した自己分解による究極の生存戦略が唯一の働きと考えられてきたが、栄養条件にか
かわらず起こっている恒常的オートファジーが遺伝情報の維持機構、分化や環境変化に伴う細
胞制御、幹細胞の維持・分化といった生命の根幹に関わる事象に深く関与することが判明した。
さらに、代表者らのオートファジーによる p62/SQSTM の選択的分解の発見（Komatsu et al., Cell 
2007）以降、一般に非選択的と考えられてきたオートファジーに選択性があり、選択的オートフ
ァジーの異常こそがパーキンソン病、感染症やがんの発症や進展に関与することも明らかにな
りつつある（Stolz, Ernst and Dikic, Nat Cell Biol 2014）。即ち、オートファジーは生命の謎を解く
キープレイヤーであると共に高齢化社会における健康を守るための重要な生体監視システムで
あることが判明したのである。 

上述の通り、オートファジー研究は、メカニズム・生理機能の解明とともにヒト疾患との関
連解明の段階に突入したと言える。事実、欧米を中心にオートファジーを標的にした加齢関連疾
患の創薬、治験が開始されている。例えば、オートファジーが異常活性化されている膵管腺癌に
対してオートファジー−リソソーム系を標的にした治験が進められている。また、メガファーマ
においては神経変性疾患、生活習慣病、腫瘍の治療薬として、オートファジーの活性化あるいは
阻害剤のスクリーニングが盛んに行われている。さらに、コア ATG 遺伝子やその周辺遺伝子に
変異を持つオートファジー病も同定された。しかし、生体内でオートファジー活性を計測できる
プローブやセンサーが確立されておらず、ライフコース全体に渡ってあるいは疾患発症の過程
で“いつ”、“どの臓器・細胞”で“どの程度”のオートファジーが不活化・活性化するのか特定
できていなかった。 

 
２．研究の目的 
20 年以上に渡りオートファジー研究を続けてきた代表者と、創薬化学のエキスパートである分

担者が共同研究を幅広く展開し、これまで存在しなかった革新的な生体内オートファジー測定
系（モニターマウスと活性センサー）を開発し、それらを利用しライフコース全般あるいは疾患
発症過程におけるオートファジーの動態を in vivo で明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
オートファジープローブ発現マウスの作製・解析 
 HyD-LIR(TP)は、LC3-interacting region (LIR)を介してオートファゴソーム膜に局在する LC3 と
結合し、最終的にリソソームへ運ばれて分解される人工プローブである（Lee YK et al., EMBO J 
2017）。この人工プローブと蛍光タンパク質 Venus あるいは発光タンパク質 Luciferase を融合さ
せた HyD-LIR(TP)-Venus あるいは HyD-LIR(TP)-Luciferase が Cre リコンビナーゼ依存的に発現す
るノックインマウスを作製する。人工プローブの蛍光あるいは蛍光をトレースすることで、オー
トファジー活性を非侵襲的に in vivo で評価できる。このノックインマウスを用いて次のことを
検証する。 
（１） HyD-LIR-Venus KI マウスから胎児線維芽細胞や肝実質細胞を単離し、オートファジー

をモニターできるか否かを生化学、細胞生物学的手法により検証する。 
（２） HyD-LIR-Venus KI マウスがオートファジー活性の測定に利用可能であれば、ライフコ

ース全般に渡ってオートファジー活性を検証し、オートファジーがどの時期に、どの組
織・細胞で、どの程度減弱するのかを調べる。 

（３） 高血糖／糖尿病モデル、高コレステロール血症／動脈硬化モデル、非アルコール性脂
肪性肝炎モデル、老化促進モデルにおけるオートファジー活性を調べ、栄養状態や老化シ
グナル活性化といった環境条件がオートファジーに与える影響を検証する。 

オートファジー活性センサーの開発 
 東京大学創薬機構が有する約 155,000 の低分子化合物のスクリーニングからオートファジー
選択的基質 Keap1 に特異的に結合する化合物 K67 を同定した（Saito et al., Nat Commun 2016, 
Yasuda et al., Bioorg Med Chem Lett 2016, 2017）。この化合物とその誘導体を利用してオートファ
ジー活性センサーを開発する。具体的には以下の作業を進める。 
（１） K67 あるいはその誘導体にフルオレセインなどの蛍光色素を導入した蛍光標識 Keap1

結合化合物を複数デザインし合成する。 



（２） 合成した蛍光標識化合物の Keap1 結合活性を評価する。 
（３） 合成した蛍光標識化合物の水溶性、細胞膜透過性、生体内安定性を試験管内で評価

し、細胞に効率的に取り込まれ持続的に細胞内に存在できる化合物を選択する。 
（４） 合成した蛍光標識化合物をマウスに投与し、薬物動態に優れ、生体評価にも使用でき

る化合物の選択を行う。必要に応じて（１）〜（４）の過程を繰り返し蛍光標識化合物の
最適化を行う。 

 
４．研究成果 
多くのオートファジー選択的分解基質は LIR を有している。LIR を介した LC3 との相互作用が

オートファジーの選択性を担保する。この LIR を改良した HyD-LIR(TP)はオートファゴソーム
に局在し、リソソームおいて分解される。本研究では、HyD-LIR(TP)に蛍光タンパク質を融合さ
せたHyD-LIR(TP)-VenusをCreリコンビナーゼ依存的に過剰発現するマウス（HyD-LIR(TP)-Venus
ノックインマウス）を作製、解析した。予想外に、細胞、あるいは個体において HyD-LIR(TP)-
Venus を過剰発現させることで、オートファゴソーム形成には影響を与えず、選択的オートファ
ジーのみ阻害できることが明らかとなった。HyD-LIR(TP)-Venus ノックインマウスは、世界初の
選択的オートファジー阻害マウスであり、総オートファジーにおける選択的オートファジーの
割合、選択的オートファジー生理的意義、新規オートファジー基質のスクリーニングなどオート
ファジー研究の強力なツールとなると考えられる（文献１）。 

p62 は転写因子 Nrf2 のユビキチンリガーゼアダプタータンパク質である Keap1 と結合する。こ
の p62－Keap1 複合体はオートファジーにより分解されることから、Keap1 の細胞内存在量はオ
ートファジーの活性と逆相関する。本研究では、開発した Keap1 に特異的に結合する低分子化
合物 K67 およびその誘導体がオートファジー活性センサーとして機能するか否かを検証した。
その結果、K67 誘導体 KMN003 は細胞内においても Keap1 と強固に結合、p62 のみならず Nrf2
との相互作用も阻害し、強力な Nrf2 活性化剤となることが判明した（文献 2）。さらに、KMN003
の薬効を in vivo（塗布）にて検証し、マウス個体でも Nrf2 活性化効果がある（野生型では Nrf2
標的遺伝子の誘導が確認される一方、皮膚特異的 Nrf2 ノックアウトでは確認されない）ことを
確かめた。Nrf2 活性化剤は、多発性硬化症や糖尿病性腎症の治療薬となることから、溶解性など
低分子化合物の改良とともに、多発性硬化症や糖尿病性腎症マウスモデルを用いた薬効検証が
期待される。 
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