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研究成果の概要（和文）：　本研究はリソソーム系タンパク質分解の中で研究の進んでいないシャペロン介在性オート
ファジー（CMA）とミクロオートファジー（mA）の活性を別々に評価する実験方法を開発し、神経疾患への関与解明を
行うこととした。申請者が過去に報告したGAPDH-HTをレポータータンパク質として用いる方法にCMA及びmAにそれぞれ
関与する分子のノックダウンを組み合わせることで、CMAとmA活性をそれぞれ評価する方法の開発に成功した。さらに
は薬物誘発パーキンソン病モデルにおいて、CMA/mA活性が低下することやCMA活性化薬により細胞死が抑制されること
を示し、パーキンソン病発症におけるCMA/mAの関与が示唆される。

研究成果の概要（英文）：　In the present study, we attempted to establish a novel method to monitor 
chaperone-mediated autophagy (CMA) and microautophagy (mA) acitivities, separately. siRNA-mediated 
knockdown of CMA- and mA-related proteins enabled us to assess CMA and mA activities, separately, in 
cells expressing GAPDH-HT, a reporter protein of CMA/mA activity. Using this method, we revealed that the 
CMA/mA activity is significantly decreased in drug-induced cell model of Pakinson's disease. Moreover, a 
chemical that activates CMA prominently inhibited cell death in this model. These findings strongly 
suggest that distrubance of CMA/mA activity would render the pathogenesis of Parkinson's disease.

研究分野：神経薬理学

キーワード： シャペロン介在性オートファジー　ミクロオートファジー　パーキンソン病
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞内タンパク質分解系は、不要のタンパ
ク質を分解するだけでなく、タンパク質の発
現制御や栄養不足時のアミノ酸供給など、
様々な細胞機能において重要な役割を果た
している。主要なタンパク質分解系の 1つで
あるオートファジー・リソソーム系はマクロ
オートファジー（MA）・シャペロン介在性オ
ートファジー（CMA）・ミクロオートファジ
ー（mA）からなる（図 1）。 

 

図１ オートファジー・リソソーム系の概要 
 
近年、マクロオートファジーの分子機序が
詳細に解明され、感染防御、免疫制御、神経
疾患への関与が明らかになっている。しかし
ながらCMAに関しては、heat shock cognate 70 
(Hsc70)や LAMP2A などの関与する分子は明
らかになったものの、その活性制御機構や生
理的役割、疾患への関与はほとんど不明であ
る。しかし、①CMA のターゲットとなるタ
ンパク質が細胞質タンパク質の約 30%を占
める、②CMA は他の分解系と異なり、哺乳
細胞でのみ存在する、という点から、CMA
は哺乳細胞の機能維持に不可欠であり、CMA
の破綻が様々な疾患発症に繋がる可能性は
高く、CMA は医学応用の大きなターゲット
になりえると考えられる。 
申請者は 2012年に、CMA活性を一細胞レ
ベルで簡便にモニタリング可能な新規 CMA
活性評価系を開発し（図 2）、神経変性疾患で
ある脊髄小脳失調症 14型(SCA14)の原因であ
る変異プロテインキナーゼ Cγ（PKCγ）が培
養細胞株及び初代培養小脳プルキンエ細胞
において CMA 活性を低下させることを明ら
かにした（Seki T et al, PLoS ONE, 7, e31232 
(2012)）。この結果より、変異 PKCγ による
CMAの障害が SCA14発症の分子メカニズム
の一つである可能性が示唆され、CMA が他
の神経変性疾患や精神疾患における神経機
能異常に関与している可能性も考えられる。 
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図 2 新規 CMA活性評価系を用いた 
 モニタリング原理 

CMA基質であるGAPDHとHaloTag(HT)との融合
タンパク(GAPDH-HT)を CMA センサーとして用いる。
GAPDH-HTはHT ligandと共有結合させることにより
蛍光標識できる。 
A: HT タンパクとリガンドとの結合反応は、酸性条件
下では起こらないので、細胞質の GAPDH-HT のみ
標識される。また、反応時点で蛍光標識された
GAPDH-HTの動態のみを追跡することができる。  
B: 標識されたGAPDH-HTはやがてCMAによりリソ
ソームに集積する。蛍光色素は酸性条件下でも蛍光
を発するため、細胞質からリソソームに移行した
CMA 基質を観察することができ、この移行を定量解
析することで CMA活性評価が可能である。 
 
 また、研究計画当初は CMA についての研
究を行う予定であったが、我々の CMA 活性
評価法の報告とほぼ同時期に、不明であった
哺乳細胞での mA のメカニズムが解明され、
CMA 同様に Hsc70 が関与し、基質を後期エ
ンドソームへ輸送し、後期エンドソームがリ
ソソームと融合することで基質タンパク質
の分解が引き起こされることが明らかとな
った（Sahu R et al, Dev Cell, 20, 131-139 
(2011)）。我々の開発した CMA活性評価法は
Hsc70 で認識される GAPDH を基質として用
いているため、CMA だけでなく mA 活性も
評価できる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は 3点を研究目的とした。 
① GAPDH-HT 安定発現細胞株を用い CMA
とmAをそれぞれ評価する方法を確立する。 
② 初代培養神経細胞において、CMAとmAを
それぞれ評価する方法を確立する。 
③ 神経変性疾患の細胞モデルを用い、

CMA/mA活性への影響を検討する。 
 
３．研究の方法 
 CMA/mA 活性のマーカータンパク質とし
て用いる GAPDH-HT を安定的に発現する
AD293細胞（ヒト胎児腎臓由来）を樹立する
ため、Flp-In system（Invitrogen）を用いた。
また、神経系細胞株として用いられている
SH-SY5Y細胞については、episomal vectorで
ある pEBMulti-Neo（Wako）を用いて、
GAPDH-HT安定発現細胞を作製した。 
 また、AD293細胞及び初代培養神経細胞に
おけるタンパク質のノックダウンは siRNA
を Lipofectamine RNAiMAX を用いてトラン
スフェクションすることで行った。いずれの
siRNAでもタンパク質発現が有意に減少した
ことをウエスタンブロットで確認した。 
 神経変性疾患の細胞モデルとして、薬物誘
発パーキンソン病モデルを用いた。これは
SH-SY5Y 細 胞 に 6-hydroxydopamine 
(6-OHDA)を処置することで細胞死を誘導す
るモデルであり、パーキンソン病モデルとし
て頻用されている。 



４．研究成果 
① GAPDH-HT 安定発現細胞株を用い CMA
とmAをそれぞれ評価する方法を確立する。 
 GAPDH-HT を安定的に発現する細胞を樹
立した。この細胞を蛍光 HT 標識後培養を行
うと、時間依存的に GAPDH-HT は細胞質で
点状の局在を示した（図 3）。この局在は後期
エンドソーム及びリソソームのマーカーで
ある LAMP1と共局在していた（図 4）。一方、
GAPDH-HT の点状の集積が mA 活性を反映
しているのであればリソソームだけではな
く、後期エンドソームへも GAPDH-HT が集
積するはずである。これを確認するために、
後期エンドソームのマーカーである Rab7 に
GFP を融合させたものを共発現すると、
GFP-Rab7と GAPDH-HTは強く共局在し（図
4）、GAPDH-HTが後期エンドソームに取り込
まれていることが示唆された。 

 
図 3 AD293 細胞における GAPDH-HT の
 局在変化 
 GAPDH-HTを安定的に発現するAD293細胞を蛍
光 HT リガンドで標識し、標識直後(0 h)及び 6時間、
18時間培養後の GAPDH-HT蛍光を観察した。標識
直後は細胞質に均一に局在し、6 時間後も局在に大
きな変化はなかったが、18時間培養後には点状の集
積を示す細胞が多く観察された。Bar = 20 μm。 
 

 
図 4 GAPDH-HT の後期エンドソーム /リソ
 ソームへの集積 
 GAPDH-HTを安定的に発現するAD293細胞を蛍
光 HT リガンドで標識し、18 時間培養後に固定し、後
期エンドソームとリソソームのマーカーである LAMP1
の免疫染色を行った。GAPDH-HTの集積は LAMP1
と強い共局在を示した。Bar = 20 μm。 
 

 
図 5 GAPDH-HT の後期エンドソームへの

 集積 
 GAPDH-HTを安定的に発現するAD293細胞に後
期エンドソームに局在する GFP-Rab7 を発現させ、蛍
光 HT リガンドで標識し、18 時間培養後に固定し、蛍
光観察を行った。GAPDH-HTの集積は GFP-Rab7 と
強い共局在を示した。Bar = 20 μm。 
 

 続いて、CMA 関連タンパク質である
LAMP2A 及び mA 関連タンパク質である
TSG101 をそれぞれノックダウンすることで、
mA 及び CMA 活性をそれぞれ評価できるの
ではないかと考えた。それぞれをノックダウ
ンすると、GAPDH-HTの点状の集積が有意に
抑制されるものの、その抑制効果は部分的で
あった（図 6）。また、CMA 活性化薬である
mycophenolic acid (MPA)の処置により、
TSG101 ノックダウン時では点状の集積が有
意に増大した一方で、LAMP2Aのノックダウ
ンでは有意な増大は見られなかった（図 6B）。
以上の結果より、LAMP2Aノックダウンによ
り mA 活性を、TSG101 ノックダウンにより
CMA 活性をそれぞれ評価可能であることが
示された。 

 
図 6 siRNA による LAMP2A 及び TSG101

 ノ ッ ク ダ ウ ン が AD293 細胞 で の
GAPDH-HT集積に及ぼす影響 

A. GAPDH-HT を安定的に発現する AD293 細胞に
siRNA（control, LAMP2A, TSG101）をトランスフェク
ションし 2日間培養後、蛍光 HT リガンドで標識し、18
時間培養後に固定し 、蛍光観察を行った 。
GAPDH-HTの集積は LAMP2A及び TSG101のノッ
クダウンにより顕著に抑制されたが、完全に抑制され
ることはなかった。Bar = 20 μm。 
B. Aと同様に siRNAをトランスフェクションした細胞を
HT リガンド標識後に 0.1 % DMSO (Veh)及び 5 μM 
mycophenolic acid (MPA)を含む培地で培養し、18時
間後の細胞当たりの GAPDH-HTの点状集積を定量
解析した。* p < 0.05 vs control siRNA treated with 
vehicle, # p < 0.05 (Turkey multiple comparison test, n 
= 37-44) 
 
② 初代培養神経細胞において、CMAとmAを
それぞれ評価する方法を確立する。 
 続いてラット胎児大脳皮質由来の初代培
養神経細胞において、同様に CMAと mA活
性をそれぞれ評価できるかを検討した。
GAPDH-HT の神経細胞への発現はアデノ随
伴ウイルス（AAV）ベクターを用いて行った。
GAPDH-HTの点状の集積は AD293細胞の場
合と同様に、LAMP2A及び TSG101のノック
ダウンにより部分的かつ有意に抑制された
（図 7）。また、MPA同様に CMAを活性化す
るレチノイン受容体アンタゴニストである



LE540 の処置を行うと、TSG101 ノックダウ
ン時には LE540により GAPDH-HTの点状の
集積が増大するが、LAMP2Aノックダウンで
はその増大が観察されなかった（図 7B）。以
上の結果から、初代培養神経細胞でも CMA
及びmA活性をそれぞれ評価可能であること
が明らかとなった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 siRNA による LAMP2A 及び TSG101

 ノックダウンが初代培養大脳皮質神経細
胞での GAPDH-HT集積に及ぼす影響 

A. 神経細胞に GAPDH-HT と siRNA （ control, 
LAMP2A, TSG101）のトランスフェクションを行い、6
日間培養後、蛍光HTリガンドで標識し、18時間培養
後に固定し、蛍光観察を行った。Bar = 20 μm。 
B. 図 6Bと同様にHTリガンド標識後に 0.1 % DMSO 
(Veh)及び 1 μM LE540 (LE)を含む培地で培養し、18
時間後の細胞当たりの GAPDH-HTの点状集積を定
量解析した。** p < 0.01, *** p < 0.001 vs control 
siRNA treated with vehicle, # p < 0.05 (Turkey 
multiple comparison test, n = 18-20) 
 

③ 神経変性疾患の細胞モデルを用い、
 CMA/mA活性への影響を検討する。 
 これまでにパーキンソン病において CMA
障害が見られるといくつかのグループから
報告されている。そこで、神経変性疾患の中
でもパーキンソン病に注目して CMA/mA 活
性が影響を受けるかを GAPDH-HT を用いた
実験系により検討した。GAPDH-HTを安定的
に発現する SH-SY5Y細胞を樹立し、6-OHDA
処置により薬物誘発パーキンソン病モデル
を作製した。このモデルでは 100 μM以上の
6-OHDAで細胞毒性を示すものの、30 μM以
下では細胞毒性があまり見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

30 μM 以下の 6-OHDA 処置は濃度依存的に
GAPDH-HTの点状の集積を減少させた（図 8）
ことから、CMA/mA活性を低下させることが
示唆された。 
 続いて、CMA/mA 活性低下が 6-OHDA の
細胞死に関連するかどうかを検討するため、
CMA活性化薬の MPA処置により、6-OHDA
の細胞死が抑制されるかを検討した。100 μM 
6-OHDAによる細胞死は 5 μMのMPAにより
顕著に抑制された（図 9）。以上の結果より、
CMA の低下が 6-OHDA による細胞毒性に関
与することが示唆された。 
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図 8  6-OHDAが CMA/mA活性に及ぼす影響 
 GAPDH-HT安定発現 SH-SY5Y細胞を蛍光 HT リガ
ンドで標識し、6-OHDA含有培地で24時間培養後に細
胞を固定し、蛍光観察を行った。Bar = 20 μm。 
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図 9  6-OHDA の細胞毒性に対する CMA
 活性化薬MPAの効果 
 SH-SY5Y細胞に 100 μM 6-OHDAを 24時間処置
するとvehicle処置細胞に比べて、顕著な細胞死が誘
発され、生存細胞は減少していた。一方、5 μM MPA
単独処置（24 時間）では細胞生存に影響しないが、
6-OHDAとMPA同時処置は 6-OHDAの細胞毒性を
顕著に抑制した。Bar = 50 μm。 
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