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研究成果の概要（和文）：　液－液相分離により液滴を形成するp62タンパク質のオートファジーによる選択的
分解機構や疾患関連点変異の分子病態は不明であった。本研究により、p62液滴はオートゴソーム形成の足場と
なり、オートファゴソーム膜に局在するLC3/GABARAPタンパク質との相互作用を介して選択的に分解されること
が明らかになった。また、p62液滴の性質は翻訳後修飾により制御されており、疾患関連点変異はp62液滴の質的
変化をもたらすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of selective autophagic degradation of p62 protein, which 
forms droplets by liquid-liquid phase separation, and the molecular pathogenesis of disease-related 
point mutations were unknown. Here, we found that p62 droplets serve as a scaffold for autophagosome
 formation and are selectively degraded via interaction with LC3/GABARAP proteins localized on the 
autophagosome membrane. We also found that the properties of p62 droplets are regulated by 
post-translational modifications and that disease-associated point mutations result in qualitative 
changes in p62 droplets.

研究分野： タンパク質分解

キーワード： オートファジー　p62-KEAP1-NRF2　酸化ストレス　リン酸化　液－液相分離　液滴
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　神経変性疾患などで確認される封入体は生化学的機能を消失した液滴の凝集化体であると考えられるようにな
っており、液滴制御機構の解明は急務である。本研究は基礎研究領域のみならず臨床や創薬への応用まで大きく
波及効果をもたらし、革新的・創造的な学術研究の発展に寄与すると期待される。

※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 
 細胞内にはストレス顆粒、生殖顆粒や核小体など多数の液滴が存在しており、環
境の変化といった外乱の影響によって変化することを阻止するストレス応答シス
テムを制御する。液滴を形成するタンパク質の遺伝子変異はアルツハイマー病、筋
萎縮性側索硬化症（ALS）や前頭側頭型認知症（FTD）などの神経変性疾患、前立腺
がんやユーイング肉腫などの腫瘍を引き起こす。神経変性疾患などで確認される
封入体は液滴の形成や分解不全の結果として起こる生化学的機能を消失した液滴
の凝集化体であると考えられるようになっており、液滴形成制御機構の解明は急
務である。一方で、異常あるいは過剰に形成された液滴は速やかに分散あるいは分
解される必要がある。液滴は細胞小器官に匹敵する大きさであることから、その合
理的な分解系としてオートファジー経路が考えられる。事実、液滴であるストレス
顆粒や生殖顆粒はオートファジーにより分解される。一方、オートファジーの不全
は凝集体形成を伴った神経変性疾患や肝腫瘍といった様々な疾患を起こす。しか
し、オートファジーによる液滴の選択的分解の仕組みはほとんど分かっていない。 
 
２．研究の目的 
申請者らのグループは、p62 がストレス依存的に発現誘導され、オートファジーに
よるユビキチン化タンパク質や変性オルガネラの除去を促進することでタンパク
質やオルガネラの恒常性維持に働くことを見出し報告してきた。この時、酸化スト
レス応答のマスター転写因子 NRF2 が活性化、抗酸化タンパク質の遺伝子発現を統
一的に誘導し細胞変性を防ぐことも明らかにした。さらに、p62 は筋萎縮性側索硬
化症（ALS）、前頭側頭型認知症（FTD）といった神経変性疾患や骨ページェット病
（PDB）の原因遺伝子であり、現在までに 100 近くの点変異が報告されている。以
上のことから、p62 は相分離の研究を分子から個体レベルの生理的意義まで包括的
に推進するために最も適したタンパク質である。そこで本研究課題では、1) オー
トファジーによる p62 液滴分解の超微細構造、2)翻訳後修飾による p62 液滴の細
胞機能、3) p62 病態関連変異による p62 液滴の細胞内動態変化を検証し、p62 液
滴の生理作用とその異常による個体の機能低下のメカニズムを明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 p62 液滴はオートファジーにより分解されるが、オートファゴソームによる p62
液滴の認識、隔離機構はほぼ不明である。そこで p62 液滴に局在するオートファゴ
ソーム形成タンパク質を蛍光顕微鏡により観察した。さらに、3 次元で微細構造を
構築できる電子線トモグラフィーを行い、オートファジー過程中の p62 液滴を観
察した。また、オートファゴソームによる p62 液滴認識の分子メカニズムならびに
生 理 的 意 義 を 個 体 で 明 ら か に す る た め 、 オ ー ト フ ァ ゴ ソ ー ム 膜 に 局 在 す る
LC3/GABARAP ファミリーと結合するプローブを発現するマウスを作成した。 
 p62 による NRF2 活性化には p62 液滴形成に依存したリン酸化が必須であるが、
その制御破綻は細胞障害を引き起こす。液滴は翻訳後修飾により質的に変化する
ことが知られていることから、リン酸化模倣体もしくはリン酸化不能体を発現さ
せ p62 顆粒の性質に変化を調べた。 
 また、p62 には多数の疾患関連点変異が報告されているが、p62 変異タンパク質
と液滴形成、Nrf2 活性化、あるいはオートファジー分解との関連はほとんど不明
である。そこで、疾患関連点変異が p62 液滴の質ならびに機能に与える影響を検証
した。 
 
４．研究成果 
（1） p62 液滴分解の微細構造ならびに基質選択的認識機構の解析 
 内在性に p62 液滴を有する肝がん細胞株や、酸化ストレスにより形成させた p62
液滴上のオートファジー関連タンパク質の局在やオートファゴソーム膜動態を電
子顕微鏡などで観察した。その結果、p62 顆粒には複数のオートファジー関連タン
パク質が集積、p62 顆粒近傍でオートファゴソームが形成されることを見出した
（図 1）。p62 はオートファジーの選択的基質であると同時に、オートファゴソーム
形成の足場となることが示唆された。 
 オートファジーによる基質選択的認識機構を調べた。オートファゴソーム膜上
に局在する LC3/GABARAP と相互作用するプローブを発現させたところ、p62 が分解
阻害により蓄積、液−液相分離により液滴を形成した。電子顕微鏡観察したところ、
コントロールの細胞ではオートファゴソームが p62 液滴を選択的に取り囲んでい
る像が観察されるのに対し、プローブを発現させた細胞では p62 液滴近傍で形成



されたオートフ
ァゴソームは観
察されるが、p62
液滴を囲い込ん
でいるオートフ
ァゴソームはほ
とんど確認され
なかった。この
結 果 は 、
LC3/GABARAP と
の相互作用を介
して分解基質の選択性が担保されていることを示唆する。 
 さらに、選択的オートファジーを特異的に阻害する人工プローブを発現するマ
ウスを作成し、オートファジー必須因子欠損動物として比較して細胞障害が軽度
であることを示した。これらの結果は、新たな選択的オートファジーの分子機構、
生理作用を示しただけでなく、肝臓がんや神経変性疾患における p62 構造体の病
態生理的意義を再考させるものである。 
 
（2）翻訳後修飾による p62 液滴の性質ならびに機能制御の解析 
 p62 は複数のセリン残基がリン酸化されること、リン酸化 p62 は NRF2 の分解を
促す KEAP1 タンパク質やユビキチンと相互作用する。液滴はリン酸化などの翻訳
後修飾や液滴構成タンパク質と相互作用する因子（タンパク質や核酸）により質的
変化することが知られている。そこで、p62 のリン酸化が液滴の質的変化をもたら
すかを検証した。KEAP1 との相互作用に関わる 349 番目のセリン残基をグルタミン
酸 に 置 換 し た リ ン 酸 化 模 倣 体 と
KEAP1 と同時に細胞内に発現させる
と、p62 液滴の円形性が低下し球状の
構 造 か ら 不 定 形 な 形 態 へ と 変 化 し
た。この形態変化はリン酸化不能変
異であるアラニン置換体では確認さ
れなかったことから、p62 液滴の性質
は、リン酸化により制御される p62
相互作用タンパク質 KEAP1 により規
定されていることが明らかになった
（図 2）。 
 次に光退色後蛍光回復や光退色後
蛍光損失法を用いて p62 液滴に局在
する KEAP1 の動態を調べたところ、
リン酸化模倣体では KEAP1 が p62 と
強く結合して p62 液滴へと封じ込め
られ、KEAP1 の細胞質への流出が抑制
されることで不活化されていること
が明らかになった。 
 
（3）p62 病態関連変異による p62 液滴の細胞内動態変化の解析 
 筋萎縮性側索硬化症（ALS）、前頭側頭型認知症（FTD）、骨ページェット病（PDB）
などの疾患の原因遺伝子の一つとして知られる p62 の疾患関連点変異が、オート
ファジーやストレス応答の障害、および p62 液滴の動態に与える影響を調べた。
p62 タンパク質の主要な機能であるオートファジーならびに NRF2 活性化の機能発
現に関連する領域である LIR および KIR に着目し、この領域に位置する 7 個の疾
患関連変異に着目し解析した。p62 の疾患関連変異の一部は KEAP1、または LC3 と
の相互作用を欠失するため NRF2 活性化能の低下や p62 の分解遅延を示していた。
しかし、p62 が関与する KEAP1-NRF2 経路、ないしはオートファジーの障害は一部
の変異に限定されたものであり、疾患関連変異の共通要素ではなかった。一方、p62
変異体は液滴を形成する能力はあるが、液滴内部の流動性低下が全ての変異体で
認められた。以上の結果は、p62 変異による病態発症の主因は、少なくともオート
ファジーや抗酸化ストレス応答の障害によるものではなく、むしろ他の ALS/FTD 疾
患関連タンパク質と同様に、p62 液滴の質的変化に起因することを示している。 
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