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研究成果の概要（和文）：オートファジーは細胞内の特定の成分を効率よく分解することができる。この選択的
オートファジーと呼ばれる作用は近年、様々な疾患の発症抑制に関与することが示唆されてきているが、生体内
で選択的オートファジーによってどのような基質がどのような分子メカニズムで分解されているのかはほとんど
不明であった。本研究では、選択的オートファジー阻害法を独自に確立することで、生体内における選択的オー
トファジーの基質を網羅的に同定した。今後、本技術を用いることで、生理的・病態生理的条件下における細胞
内分解の包括的理解につながることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Autophagy can efficiently remove specific intracellular components. This 
action, called selective autophagy, has recently been suggested to be involved in suppression of 
various diseases, but what substrates are degraded by selective autophagy in vivo, and by what 
molecular mechanism, has been largely unknown. In this study, we established a new selective 
autophagy inhibition method and comprehensively identified the substrates of selective autophagy in 
vivo. In the future, this technique will lead to a comprehensive understanding of intracellular 
degradation under physiological and pathophysiological conditions.

研究分野： 細胞生物学、分子生物学、生化学

キーワード： オートファジー　リソソーム　恒常性維持
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、選択的オートファジーの破綻は神経変性疾患（パーキンソン病、萎縮性側索硬化症、前頭側頭型認知症、
βプロペラ蛋白関連神経変性症、Vici症候群等）、腫瘍、感染症等の様々な疾患と関連することが示唆されてい
る。本研究では生体内での選択的オートファジーの役割を基質レベルで解析するツールを開発できたため、今
後、本ツールを各種ストレス下や疾患モデルでの解析に適用していくことで、選択的オートファジー不全疾患の
病態の解明や、予防・治療法のシーズ同定つなげていくことができる。

※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 
選択的オートファジーは異常あるいは過剰なタンパク質やオルガネラを効率的に分解する作

用であり、その破綻は神経変性疾患や腫瘍等の様々な疾患と関連することが示唆されている。選
択的オートファジーによる基質認識は、基質自体だけでなく、オートファゴソーム膜上の LC3
ファミリータンパク質（LC3, GABARAP）やオートファジー初期因子（FIP200 等）等のオート
ファジー関連因子とも結合できるオートファジーレセプターと呼ばれる一連のタンパク質によ
って担保されている。例えば、選択的オートファジーによる小胞体の分解（ER ファジーと呼ば
れる）の際には、TEX264、FAM134B、CCPG1 等の複数の小胞体膜タンパク質がオートファジ
ー関連タンパク質と結合することで選択的オートファジーを誘導する。一方、可溶性の基質タン
パク質（ユビキチン化タンパク質等）はまず p62 液滴と呼ばれる非膜型オルガネラに液―液相
分離を介して濃縮される。p62 は自己オリゴマー化するとともにユビキチン化タンパク質と結合
することで液滴を形成するオートファジーレセプターの一つである。近年、これらの選択的オー
トファジーの分子基盤については徐々に解明されつつあるが、生体内でどのような基質がどの
ような分子メカニズムで選択的オートファジーによって分解されているのかはほとんど不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、選択的オートファジー阻害方法を開発し、生体内における新たな選択的基質を同

定することを目的とする。構造生物学や in vivo ライブ観察等の多角的アプローチによって各基
質の分解の分子機構や動態も明らかにする。本研究によって、選択的オートファジーの生理機能
や分子メカニズムについての体系的理解を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規選択的オートファジー阻害方法 
選択的オートファジーを阻害する方法として、HyD-LIR-Venus プローブを用いる。本プローブ

は、プローブの膜結合を強化する疎水性ドメイン(HyD)、LC3 結合部位(LIR)、蛍光タンパク質
(Venus)から成り、高発現させると選択的基質の LC3 への結合が阻害されるため、非選択的オー
トファジーには影響を与えず、選択的オートファジーのみを阻害できる。まずこのプローブを発
現させた培養細胞を作製するとともに、Rosa26 部位にノックインしたマウスを作製する(新潟大
学崎村建司、阿部学博士らとの共同研究)。後者では、Cre リコンビナーゼ依存的にプローブが
高発現するよう設計されているため、肝臓特異的 Cre 発現マウスと交配する。 
 

(2) 選択的オートファジー阻害マウスに蓄積したタンパク質の質量分析と細胞生物学的解析 
選択的オートファジーの新規基質を同定するため、上記選択的オートファジー阻害マウスの

肝臓に蓄積したタンパク質を網羅的に同定する。具体的には、約 2か月齢の野生型およびプロー
ブ発現マウスの肝臓を摘出し、アイソバリック標識 TMT（タンデム質量タグ）を用いた定量的プ
ロテオミクス解析を行う。同様な解析を 1年齢のマウスでも実施する。次に HyD-LIR-Venus を発
現させた細胞、臓器において、選択的オートファジーの既知の各種基質(p62、ユビキチン化タン
パク質等)が蓄積することを確認する。これらのマウスの表現型を血清学的、形態学（H&E 染色、
免疫染色、電子顕微鏡）・生化学的（ウェスタンブロット）に評価する。さらに転写レベルの変
動を RNASeq により解析する。 
 
(3) p62 変異マウスの作製と解析 
 選択的オートファジーとストレス応答との関係性を解析するため、NRF2 依存的な抗酸化スト
レス応答の制御を司る p62 のリン酸化部位に変異を導入したノックインマウスを CRISPR/Cas9
法を用いて作製し、表現型を血清学的、形態学（H&E 染色、免疫染色、電子顕微鏡）・生化学的
（ウェスタンブロット）に評価する。さらに転写レベルの変動を RNASeq により解析する（熊本
大学古賀友紹博士との共同研究）。 
 
４．研究成果 
(1)新規選択的オートファジー阻害方法の確立 
 HyD-LIR-Venus プローブを発現させた培養細胞を作製し、選択的オートファジーが抑制されて
いるかどうかについて、ウェスタンブロット法を用いて解析した。その結果、プローブを発現さ
せた細胞では、既知の基質（p62、NBR1、TAX1BP1、ユビキチン化タンパク質）が蓄積することを
確認できた。次に HyD-LIR-Venus flox マウスと Alb-Cre マウスを交配することで、HyD-LIR-
Venus flox/flox; Alb-Cre マウスと HyD-LIR-Venus flox/flox マウスを作製し、表現型を血清
学、形態学（H&E 染色、免疫染色、電子顕微鏡）・生化学的（ウェスタンブロット）に評価した。
その結果、プローブを肝臓に発現させたマウス（ホモ発現）では、血清学的には軽度の肝障害
（AST, ALT の増加）、形態学的には肝細胞の軽度肥大、ペルオキシソームの蓄積、生化学的には



p62、NBR1、TAX1BP1、小胞体タンパク質 TEX264、ミトコンドリアのチトクローム C の蓄積を認
めた。一方、ヘテロ発現マウスでは軽度の表現型を認めたのみであった。これらの結果から、本
プローブを過剰発現させることで培養細胞だけでなく個体レベルでも選択的オートファジーを
抑制できることを確認できた。 
 
(2)選択的オートファジー阻害マウスに蓄積したタンパク質の網羅的同定 
生体内における選択的オートファジーの基質を網羅

的に同定するため、(1)で作製したプローブ発現マウス
の肝臓に蓄積しているタンパク質をタンデム質量タグ
を用いた定量的プロテオミクスにより網羅的に同定し
た（図１）。その結果、ウェスタンブロット法による解析
の結果と一致して、既知の選択的オートファジーの基質
タンパク質群（p62, NBR1, TAXBP1, CALCOCO1, CCPG1, 
TEX264, PRKAR1A 等）がプローブ発現マウスにおいて蓄
積していることを確認できた（図１）。次に新規基質タ
ンパク質を同定するため、質量分析で同定された基質候
補タンパク質群が確かに選択的オートファジー阻害マ
ウスで蓄積しているかどうかを、内在性タンパク質に対
する抗体を用いて解析した。その結果、いくつかの有力
な基質タンパク質候補を絞り込むことができたため、そ
れらの細胞内局在やオートファジー依存的分解（バフィ
ロマイシン A1 処理やオートファジー必須因子の欠損に
伴う蓄積）を培養細胞を用いて解析した。並行して、転
写亢進によるタンパク質蓄積の可能性を検討するため、
プローブ発現マウスの RNAseq 解析を行った。その結果、
プローブ発現マウスでは転写因子 NRF2 依存的に発現す
る遺伝子群（Gstm1, Gstm2, Gstm3, Abcc12 等）の顕著
な発現亢進を認め、p62 の分解不全による NRF2 活性化
が示唆された（図２）。プロテオーム解析の結果（図１）
をトランスクリプトーム解析の結果（図２）と比較する
ことで、複数の新規基質候補を絞り込むことができた。
p62 欠損細胞・マウスを用いたウェスタンブロット解析
も行った結果、最終的に超分子複合体サブユニットを含むいくつかの新規選択的オートファジ
ー基質を同定することができた。 
 
(3)選択的オートファジーとストレス応答の関係性の個体レベルでの解析 
選択的オートファジーとストレス応答との関係性を

解析するため、転写因子 NRF2 依存的な抗酸化ストレス
応答の制御を担う p62 のリン酸化部位にリン酸化模倣
変異を導入したノックインマウスをCRISPR/Cas9法を用
いて作製した結果、ヘテロ変異マウスでは恒常的に NRF2
が活性化されていることがわかった（NQO1 等の NRF2 に
よって正に制御されている遺伝子群の発現が亢進）（図
３）。さらにヘテロ変異マウスは、食道や前胃上皮細胞
が過角化を認め、食道や前胃の閉塞による重篤な栄養失
調や脱水症状を呈し、成長障害を認めた（図３）。これら
の表現型は KEAP1 ノックアウトマウスの表現型と酷似
しており、生体内における p62-KEAP1-NRF2 経路の重要
性が初めて明らかになった。 

 
図１ 選択的オートファジー阻害マ
ウスの質量分析 

 
図２ 選択的オートファジー阻害マ
ウスのトランスクリプトーム解析 

 
図３ 選択的オートファジー基質
p62 の NRF2 依存的ストレス応答と
の関係性の個体レベルでの解析 
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