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研究成果の概要（和文）：本研究ではオートファジー促進をリソソーム分布を含むリソソーム機能調節によって
行い、その調節化合物をパーキンソン病治療に応用することを目標として研究を行った。
ポリアミン代謝産物がリソソーム分布を核周囲に変化させ、同時にmTORC1阻害作用を持つこと、リソソーム酸性
化に対しては影響を与えないことを確認した。また同化合物のアセチル化体がパーキンソン病患者血清にて上昇
していることを確認した。以上の成果をまとめ、現在論文投稿準備を進めている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aim to develop small chemicals for Parkinson's disease 
therapy by modulating lysosomal functions including its localization control.
First of all, we have identified polyamine metabolites inhibiting mTORC1 activity by lysosomal 
redistribution without any effects on lysosomal acidification. Also, we detected acetylated 
polyamine was elevated in serum of Parkinson's disease. I am preparing for a paper submission. 
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１．研究開始当初の背景 
ハンチントン病(HD)・アルツハイマー病
(AD)・パーキンソン病(PD)の分子病態に広義
のオートファジーが深く関与することが
2002 年以降徐々に明らかになっている(Nat 
Rev Neurol 8:108, 2011; J Neurol Neurosurg 
Psychiatry 83:430, 2012)。広義のオートフ
ァジーの中でもマクロオートファジー（以下
オートファジー）は HD 病因遺伝子産物変異
型 huntingtin、amyloid-、野生型・変異型
-synuclein などの病因蛋白の分解に重要と
され(Cell 147:728, 2010)、またオートファ
ジー欠損マウスでは神経細胞内蛋白凝集・進
行性の神経細胞死を呈する(Nature 441:880; 
441:885, 2006)。さらにオートファジー促進
薬ラパマイシンアナログ投与により病因異
常蛋白分解が促進され、運動障害が改善する
とされ(Nat Genet 37:771, 2005)、神経細胞
での化合物によるオートファジー誘導は理
に叶った治療ストラテジーといえる(Nat Rev 
Drug Discov 11:709, 2012)。研究代表者は
オートファジー調節及び細胞死誘導/抑制作
用を持つ化合物同定・分子作用機序解明を
2005 年より一貫して研究しており、十分な知
識・細胞・マウス実験経験を持つ(Nat Chem 
Biol 4:295, 2008; Hum Mol Genet 17:170, 
2008; Autophagy 7:176, 2011)。また家族性
PD 病因遺伝子 PINK1、parkin によってミトコ
ンドリアオートファジー（以下マイトファジ
ー）が調節される分子機構についても、
PINK1/parkin の病因変異との関連について
報告するなど PD 分子病態とオートファジー
全般について実験施行・データ解析能力を持
つ（J Cell Biol 189:211, 2010; FEBS Lett 
584:1073, 2010）。 
 オートファジーの分子メカニズムは
PI3K/Akt/mTOR などの細胞外からのシグナル
伝達による調節機構、オートファゴソーム形
成に関与するAtg蛋白の機構を中心に解明が
進んできたが、オートファゴソームが最終的
にリソソームと融合しオートリソソームを
形成した後に、内容物が分解されるため、リ
ソソームによるオートファジー調節機構が
近年注目を集めている（Trends Biochem Sci 
39:61, 2014）。左図 1のように、飢餓状態で
は細胞内 pH が上昇しリソソームが核方向に
移動・mTORC1 シグナル伝達を抑制することに
よりオートファゴソーム形成促進・オートリ
ソソーム形成促進（会合機会の増加による）
が図られることを研究代表者はsmall GTPase
である Arl8b、KIF1b などに着目して解明し
（図 1, Nat Cell Biol 13:453, 2011）、同論
文は同誌 News and Views でも取り上げられ
た(Nat Cell Biol 13:342, 2011)。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は研究代表者らが既存薬ライ
ブラリーのスクリーニングから既に同定済
みのオートファジー促進作用を持つヒット
化合物群（30 以上）の中から、リソソーム

核周囲集積によるオートファジー促進作用
による異常蛋白分解促進作用/細胞死抑制
作用を持つ化合物を同定し、in vivo モデ
ル/iPS 細胞由来モデルを用いて薬効薬理
作用を評価・確認し、創薬シーズを決定し
毒性試験・臨床応用に繋げることである。 
 
３．研究の方法 
H27 年度：30以上の既同定オートファジー促
進薬から①オートリソソーム(AL)産生亢進
の確認、②リソソーム分布変化の検証、③pH
維持機構の確認、を行い、核周囲リソソーム
集積/AL 産生促進/リソソーム pH 維持を介す
る機序で薬効を有する「オートファジー促進
ヒット」を同定する。 
以下に方法を詳述する。 
①mRFP-GFP-LC3 HeLa 安定発現細胞によるオ
ートリソソーム産生亢進の確認  
図 5 のようにオートファジー促進/阻害の両
者を評価可能な安定発現細胞を既に樹立済
みである。同細胞ラインに既同定ヒット 38
種を添加し、図 5左のようにオートリソソー
ム増加を示す「オートファジー促進作用」を
持つ化合物を同定する。 
②lgp120-GFP 安定発現 HeLa 細胞によるリソ
ソーム分布変化に着目した化合物スクリー
ニング 
lgp120(LAMP1 マウスホモログ)-GFP 細胞に、
既存薬ライブラリーからのヒット化合物を
添加し、既に研究代表者施設に設置済みの蛍
光顕微鏡（Floid Life Technologies 社）に
てプレート上で観察することにより、リソソ
ームがより細胞核周囲に集積するものをヒ
ットとする。 
③LysoSensor 添加型 Huh7 細胞を用いたリソ
ソーム pH 維持機構の確認 
既存薬ライブラリーからのヒット化合物群
の中で、リソソーム内 pH を変化させること
により、autophagic flux を調節する作用を
持つ化合物が存在する可能性がある。特にリ
ソソーム pH を上昇させ、酸性化を妨げる化
合物は結果としてオートファジー抑制に働
く可能性があるため、除外する必要がある。
Huh7 細胞に LysoSensor Yellow/Blue 100 nM
を添加し、30分インキュベート後、既に所属
施設に設置済みのInCellAnalyzer-2000にて
pH 定量評価を行い、リソソーム pH を測定す
る。図 6のように同評価システムを既に確立
済みである。 
 
H28-9 年 度 ： ① - ③ に 加 え 、 ④ A53T 
-synuclein TG マウス・MPTP 投与型 PD モデ
ルマウス・R6/2 マウスへの投与による表現型
改善・神経細胞内凝集体数減弱を確認、⑤PD
患者 iPS 細胞由来神経細胞での薬効確認、⑥
ヒット化合物の構造活性相関を検討し薬理
作用を解明、を行い、リソソームを作用点と
するオートファジー調節ヒット化合物を同
定し、最適化試験・前臨床試験に繋げる。 
以下に方法について詳述する。 



④PD・HD モデルマウスでのヒット化合物作用
検証 
1. A53T--synuclein トランスジェニックマ
ウス（以下 A53T マウス） 
実験動物：A53T マウス (Neuron 34:521, 2002
参照)は 24 週から神経細胞（視床・線条体・
脊髄前角）に変異型-synuclein の蓄積を認
める。同マウス 20 匹（DMSO 治療グループ；
ヒット化合物治療グループ（濃度は 2種類を
設定）を Jackson Lab より購入し、4 週齢の
マウスに、DMSO またはヒット化合物を 1 回/
週で 20 週間連続で腹腔内投与する。 
行動解析: Rotor rod および赤外線計測装置
を用いたケージ内自発運動検査。上記文献で
は 40 週後にほぼ全例が死亡するため、生存
率も合せて評価する。同動物実験を 3回施行
する。 
病理学的解析: 先述のように本マウスは、視
床・線条体・脊髄前角神経細胞質内に
-synuclein 陽性構造物を形成するため、本
凝集物がヒット化合物投与により減少する
ことを確認する。 
2. R6/2 マウス（ポリグルタミン異常伸長
huntingtin トランスジェニックマウス） 
本マウスは研究代表者が英国留学中に用い
ており（Nat Genet 36:585, 2004 参照）、既
にラパマイシンアナログCCl-779が血液脳関
門を透過し、同モデル線条体にてオートファ
ジーを亢進させることにより huntingtin 凝
集による細胞質内封入体を減少させる（図 7）
ことを報告しており、オートファジー促進を
モニタリングできる動物モデルとして確立
されている。本マウスにヒット化合物を週 1
回、10 mg/kg にて腹腔内投与し、以降週に 1
回ずつ体重・Rotor rod による評価を行い、
併せて病理学的検討（週齢 4 週毎）を行い、
オートファジー促進薬の薬効を評価する。 
４．研究成果 
①、②： 当初のヒット化合物 30 種からは、
作用機序の異なる3種のオートファジー促進
剤（特許をそのうち 2種について取得）を同
定できたが、リソソームに特異的に作用する
ものはなかった。そのため、パーキンソン病
患者体内で変化する代謝産物に着目し、その
中からオートファジー促進剤を特定し、さら
にその分子作用機序を検証し、リソソームに
対して作用するものの同定を図った。その結
果、パーキンソン病患者血清で上昇する、
N-acetylspermine を同定した。同化合物はオ
ートファジーを誘導し、さらにリソソーム分
布を核周囲に変化させ、mTORC1 を抑制する作
用を持っていた。 
③： N-acetylspermine はリソソーム酸性化
機構に影響を与えず、従って蛋白分解酵素活
性に対して特に影響を与えなかった。 
④、⑤： まず R6/2 マウスに対して同化合
物を投与し、その薬効を検証した。体重減少
に対する改善効果を認めなかった。現在病理
学的検討を進めている。④のトランスジェニ
ックマウスでの検討については、交付研究費

では購入が困難であったため、実施できなか
った。 
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