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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病(PD)は異常タンパク質蓄積を伴う神経細胞死を特徴とする神経変性疾
患であり、根本的な治療法の解明が切望されている。その治療標的として注目されているのが、タンパク質分解
系の一つであるオートファジーである。我々はPD患者血清中代謝産物を網羅的に解析し、ポリアミン代謝変動を
見出した。さらに、ポリアミンを細胞に処理するとリソソームが核近傍に移動しオートファジーが誘導されるこ
とを見出した。そのメカニズムを解析した結果、カルモジュリンキナーゼにより、タンパク質Xがリン酸化され
ることでリソーム分布が変化し、オートファゴソーム-リソソームの融合が促進することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We recently reported that polyamine metabolism was significantly altered in 
the serum of Parkinson’s disease patients. To understand its significance, we analyzed the cellular
 response of polyamine in human neuroblastoma SH-SY5Y cells. We showed that treatment with polyamine
 changed the lysosomal distribution toward the perinuclear region, and promoted 
autophagosome-lysosome fusion. Knockdown experiments revealed that one protein X mediated lysosomal 
distribution change in polyamine-treated cells. Moreover, protein X was phosphorylated by Ca2+
/calmodulin-dependent protein kinase in polyamine-treated cells. These data indicated that 
phosphorylation of protein X is a novel regulatory mechanisms on the  lysosomal distribution change.
 

研究分野：細胞生物学

キーワード： オートファジー　リソソーム　細胞内分布　メンブレントラフィック
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果はリソソーム分布制御、リソソーム-オートファゴソームの融合促進に関わる新しい経路を提示するもの
である。近年、オートファジーは神経変性疾患だけでなくがんや糖尿病、炎症性腸疾患など、様々な病気に関わ
ることが報告され治療薬開発の標的として注目されているが、実際にオートファジーの経路を特異的に調節する
薬剤は少ない。本経路はこれらのオートファジー関連疾患の治療薬開発のための新しいアプローチを示唆してい
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 

 
マクロオートファジー(以下オートファジー)は、大規模な細胞内のタンパク質やオルガネラ

の分解経路であり、細胞の恒常性維持に極めて重要である。まずオートファゴソームで細胞内の
一部が隔離され、リソソームと融合することで内部のタンパク質・オルガネラが分解される。異
常タンパク質の蓄積を特徴とするパーキンソン病(PD) の治療標的として近年オートファジーが
着目されている。 
 オートファジーの分子機構として、Atg タンパク質群等によるオートファゴソームの形成制御
が報告されているが、近年、リソソームの核周囲への局在によっても制御されることが明らかと
なった。栄養飢餓等の刺激によりリソソームが核周辺に集まることで①mTORC1 抑制を介したオ
ートファゴソーム形成促進、②リソソームとオートファゴソームの会合機会の増加によるオー
トリソソーム形成が促進されることが報告された (図 1; Nat Cell Biol 13:453-60, 2011)。本
報告がなされて以来、リソソーム分布制御機構解析が盛んに行われいている。逆行輸送に関わる
分子としては転写因子 TFEB下流で、リソソーム Ca2+チャネルである TRPML1-ALG2 を介した経路 
(Nat Cell Biol. 18:404-17, 2016)、同じく TFEB下流でリソソーム膜タンパク質 TMEM55B-JIP4 
(Nat Commun 8:1580, 2017)を介した経路が明らかになっている。また、Rab7-RILPを介した逆
行輸送(J Cell Biol 176:459-471, 2007)、BORC-ARL8 を介した順行輸送 (Dev Cell 33: 176–
188, 2015)が報告されている。このようにリソソーム分布制御機構が徐々に明らかになりつつ
あるが、これらのシグナルの上流因子、それらを制御する化合物等は報告されておらず、詳細は
未解明な点が多い。 
 
２．研究の目的 

 
申請者はリソソーム分布を制御する条件として、ポリアミンの添加を見出しており、これらの

薬剤の作用機序を解明すれば細胞内のリソソーム分布制御機構の一端を解明できると考え、本
研究では上述の考えのもと、ポリアミン添加によるリソソーム分布制御機構を明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 

 
リソソーム分布は LAMP2 抗体で免疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡で観察し評価した。ノック

ダウン実験は Sigma-Aldrich 社より購入した siRNA を Lipofectamine RNAiMax (Thermo 
Scientific)を用いて遺伝子導入し、48時間後に実験に用いた。ノックアウト細胞はCRISPR/Cas9
システムを用い、CRISPR/Cas9 プラスミドと HDR プラスミド(Santa Cruz)を導入し、Puromycin
でセレクションを行いクローン化することで樹立した。 
 
４．研究成果 

 
(1) 様々な細胞におけるポリアミン添加によるオートファジー活性評価 

 
神経芽腫 SK-N-SH 細胞, IMR-32 細胞, NB-1 細胞, 

SH-SY5Y 細胞、ラット初代培養神経細胞、ヒト iPS 由
来神経細胞、その他の臓器由来の細胞として、HeLa 細
胞, Lovo細胞, HepG2 細胞, HCT116 細胞, HUVEC, U2OS
細胞を用いて、ポリアミンの一つであるスペルミン添
加によるオートファジー誘導活性を評価した。その結
果、図 1 に示すように、神経由来細胞で顕著にオート
ファジーが誘導されることが明らかとなった。 
 

(2)ノックダウン実験によるリソソーム分布変化に関与す
るタンパク質の特定 
 

これまでにリソソーム分布変化やオルガネラの輸送
に関与することが報告されている様々な分子をノック
ダウンし、ポリアミン添加によるリソソーム分布変化に
関与する分子を探索した。その結果 Protein X のノック
ダウンにより顕著にポリアミン添加によるリソソーム
分布変化がキャンセルされることを見出した。そこで
CRISPR/Cas9 システムによりProtein X のノックアウト

図 1 様々な細胞種におけるスペルミン 
添加による LC3-II の変化 



(KO)細胞を樹立し、KO細胞ではポリアミン
添加してもリソソーム分布が変化しない
ことを確認した。(図２) 
 
(2) Protein X のリン酸化の検出 

 
SDS-PAGE を行うとポリアミンの添加に

よりProtein Aがバンドシフトすることに
着目し、Protein X の翻訳後修飾に着目し
た。Phostag Page で顕著にバンドシフトが
観察されること、Lysate をλPhosphatase
処理をすることでバンドシフトがキャン
セルされたことから、Protein X はポリア
ミン添加によりリン酸化されていること
が明らかとなった。 
 
(3) Protein X のリン酸化酵素の同定 
 

Protein X のリン酸化がリソソーム分布変
化活性に必要か否かを明らかにするために、
Kinase inhibitor library を用いてポリア
ミン添加によるリソソーム分布変化をキャ
ンセルするキナーゼ阻害剤を探索した。数種
のキナーゼ阻害剤 がポリアミンによるリソ
ソーム分布変化を阻害したが、Mindy I Davis 
ら の 報 告 (Nat. Biotechnol. 29, 1046–
1051(2011))を参考に、それらの共通標的として
カルシウム/カルモジュリン依存性タンパク質
キナーゼの関与を見出した。実際、本キナーゼの
ノックダウン時にはポリアミン添加によるリソ
ソーム分布変化がキャンセルされ(図 3)、さらに
Protein X のリン酸化もキャンセルされた。 

また、カルシウムキレーターである BAPTA-
AM を処理するとポリアミンによるリソソー
ム分布変化がキャンセルされたことからも
カルシウム/カルモジュリン依存性タンパク
質キナーゼの関与が強く示唆された(図４)。 
 
以上の結果よりカルシウム/カルモジュリン

依存性タンパク質キナーによる Protein X のリ
ン酸化がリソソーム分布変化に重要な役割を果
たすことが明らかとなった。 
 
 
 

 
 
今後は、質量分析により ProteinXのリン酸化部位の同定、ProtinX と相互作用するタンパク

質の同定を行い、シグナルの詳細を明らかにする予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 各条件におけるリソソーム分布 
 

図 3 スペルミン添加時のリソソーム分布 
 

図 4 カルシウムキレーターがリソソーム分
布に与える影響 
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