
順天堂大学・大学院医学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

基盤研究(A)（一般）

2023～2021

オートファジー選択的基質の網羅的探索と分解機構の解明

Comprehensive search for autophagy-selective substrates and elucidation of their
 degradation mechanisms

９０３５６２５４研究者番号：

小松　雅明（Komatsu, Masaaki）

研究期間：

２１Ｈ０４７７１

年 月 日現在  ６   ６   ６

円    32,300,000

研究成果の概要（和文）：膜結合型のATG8ファミリーに特異的に結合するプローブを利用して肝臓特異的選択的
オートファジー不能マウスを作製した。p62の結合パートナーであるNBR1の過剰発現によりp62 bodyの流動性が
低下する一方、その数、大きさが増加することを見出した。セルソーターを用いて蛍光標識したp62 bodyを高効
率に精製できる方法を確立した。NBR1過剰発現細胞から精製したp62 bodyと肝臓特異的選択的オートファジー不
能マウス肝臓の統合的プロテオーム解析により、p62 bodyに局在し、オートファジーにより分解される新規選択
的オートファジー基質を同定した。

研究成果の概要（英文）：Liver-specific selective autophagy-incompetent mice were generated by 
utilizing a probe that specifically binds to the membrane-bound ATG8 family. We found that 
overexpression of NBR1, a binding partner of p62, decreased the fluidity of p62 bodies while 
increasing their number and size. We established a method for highly efficient purification of 
fluorescently labeled p62 bodies using a cell sorter. Integrative proteomic analysis of p62 bodies 
purified from NBR1 overexpressing cells and liver-specific selective autophagy-incompetent mouse 
liver identified a novel selective autophagy substrates that localize to p62 bodies and are degraded
 by autophagy. 

研究分野：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
RNAが中心的な役割を演じる核内相分離と異なり、タンパク質の多価相互作用によって駆動される細胞質相分離
は、十分な解析がなされていない。本研究による細胞質液滴p62 bodyの形成、制御、分解機構の精緻な解析は、
細胞生物学における液―液相分離の新基軸を生み出し、世界の関連研究を強く牽引すると考えられる。p62 body
による生体防御系の異常は、直接的に病態発症、特に代謝性疾患やがんに関与することが明らかになっており、
さらなる本研究の推進によりヒトの健康増進や疾患予防に繋がることが期待される。

※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 

大隅らのオートファジー関連遺伝子の同定以降、逆遺伝学によりオートファジーの減弱がユビ

キチン陽性の凝集体形成を伴った様々な疾病、腫瘍形成や神経変性の発症を引き起こすことが

明らかになった。さらに、それら病態発症にはオートファジーによって選択的に分解されるべき

基質群の蓄積が関与することも判明した。これらのことは、ユビキチン−プロテアソーム系同様

にオートファジー−リソソーム系もその選択性を介して多様な生命現象を厳密に制御することを

意味する。しかし、オートファジーによる選択的分解機構、そしてその生理作用についての知見

はまだ不十分であった。 

 

２．研究の目的 

広範なストレスによって変性し、ユビキチン化されたタンパク質が細胞質に増加すると、ユビキ

チン化タンパク質と p62タンパク質との多価相互作用を介した液―液相分離が起こり、「p62 body」

と呼ばれる巨大な液滴が生じる。このp62 bodyが成熟することでストレス応答機構KEAP1-NRF2

経路を強力に活性化される。最終的に、変性タンパク質を大量に含む p62 body はクライアント

タンパク質とともに選択的オートファジー依存的に分解される。すなわち、ダイナミックに変容

する p62 body は、ストレスに対応した細胞ロバストネス（ストレス応答活性化）とプロテオス

タシス（変性タンパク質分解）のキープレイヤーであることが分かってきた（下図）。 

本研究課題では、様々なオートファジー選択的基質を含んだ p62 bodyを精製できる手

法と世界初の選択的オートファジー阻害遺伝子改変マウスを開発し、統合プロテオミクスによ

りオートファジー選択的基質の網羅的探索を行うとともに、それら選択的基質群の分解機構を

解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）選択的オートファジー阻害マウスの開発と解析 

膜結合型の ATG8ファミリーに特異的に結合するプローブを利用し、肝臓特異的に選択的オー

トファジーが阻害されるマウスを開発する。コントロールと選択的オートファジー不能遺伝子

改変マウス肝臓の比較定量プロテオミクスを行う。 

（２）p62 bodyの精製方法の確立と構成因子の同定 

p62ゲルを大量に保持する Huh1細胞から安定的に p62 bodyを精製するため、Huh1細胞に

GFP-p62を低いレベルで発現させ内因性の p62 bodyを蛍光ラベルさせる。その後、p62 bodyの



新学術（計画）－2 
数、大きさを増加させる効果のある NBR1をアデノウイルスベクターにより大量発現させ、セ

ルソーターを用いて蛍光標識された p62 bodyを精製する。精製 p62 bodyの質量分析を行う。 

（３）p62介在性選択的オートファジーの同定 

（１）と（２）の統合プロテオミクスにより、p62 bodyに局在し、オートファジーにより選択的

に分解される候補分子を選別し、機能解析を行う。 

 

４．研究成果 

 膜結合型のATG8ファミリーに特異的に結合す

るプローブを利用して肝臓特異的選択的オー

トファジー不能マウスを作製した（右図）

（Kageyama et al., Nat Commun 2021）。 

 p62の結合パートナーである NBR1の過剰発現

により p62 bodyの流動性が低下すること、p62 

bodyの数、大きさが増加すること、つまり p62 

body は安定な構造体でなく、そのコンテンツ

により形質転換可能であることが判明した（右

図）（Sánchez-Martín et al., EMBO Rep 2020）。 

 セルソーターを用いた p62 body の精製方法を

確立し、p62 bodyの数、大きさが増加するNBR1

過剰発現細胞から p62 body を精製し、質量分

析により p62 bodyに高度に濃縮されるタンパク質群を同定した。さらに、上述のコントロ

ールと選択的オートファジー不能遺伝子改変マウス肝臓の比較定量プロテオミクスにより

選択的オートファジー不能遺伝子改変マウス肝臓に蓄積するタンパク質群を同定した。両

者のプロテオームの統合的解析により、p62 body に局在し、オートファジーにより分解さ

れる新規選択的オートファジー基質として超分子タンパク質複合体 vaultを同定した。オー

トファジーの薬理学的および遺伝学的阻害によりvaultが蓄積することを確認した。さらに、

vault の p62 body への局在

化は、選択的オートファジ

ーレセプタータンパク質

NBR1依存的であることを

見出した。この p62 body介

在性選択的オートファジ

ーを vault-phagyと名付け、

論文として報告した（右

図 ） (Kurusu, Fujimoto, 

Morishita et al., Dev Cell 2023）。 
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