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研究成果の概要（和文）：チロシンキナーゼ阻害薬（TKIs）ゲフィチニブの副次的標的分子であるcyclin G 
associated kinase（GAK）が、オートファジーフラックスの制御に関わることが明らかとなった。GAK欠損によ
って、オートファゴソームとリソソームとの融合過程および、リソソーム再形成が遅滞することから、ゲフィチ
ニブには、EGFR-mTOR経路の阻害を介したオートファジー誘導作用に加え、GAK阻害を介したオートファジー抑制
作用があることが示された。また一方で、ゲフィチニブなど各種TKIsに対する新規分子標的候補が複数同定さ
れ、新たなオートファジー制御因子発見に繋がる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Cyclin G-associated kinase (GAK), one of the molecular targets for 
gefitinib, has been shown to be involved in the regulation of autophagic flux. Since GAK knockout 
delays the fusion between autophagosomes and lysosomes and lysosomal reformation, gefitinib has 
autophagy-inhibiting activity mediated by GAK inhibition in addition to autophagy-inducing activity 
mediated by inhibition of the EGFR-mTOR pathway. In addition, using nanobeads technology, multiple 
new molecular target candidates for various TKIs such as gefitinib were identified, which may lead 
to the discovery of new autophagy regulators.

研究分野： 分子薬理学

キーワード： オートファジー　チロシンキナーゼ阻害薬　リソソーム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GAKについては、孤発性パーキンソン病リスク遺伝子としての報告、複数のがん細胞における発現亢進の報告が
あるが、GAKとオートファジーとの関わりは、これまで不明であった。本研究では、GAKが新たなオートファジー
制御因子として機能することが明らかとなり、オートファジー制御の統合的理解の深化に繋がる成果と考えられ
る。また、オートファジーとの強い関連が想定される、パーキンソン病を初めとした難治性の神経変性疾患や、
各種がんに対する新たな治療・創薬標的としての可能性を提示する成果としても重要である。

※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 
 
近年増加が見られる、がん、神経変性疾患、糖尿病などについては、全く異なる疾患ではあるも
のの、その共通要因の一つに、老化などに伴うオートファジー不全の関与が考えられている。オ
ートファジーは、生体物質のリサイクル系および細胞内のクリーニング系として機能するだけ
でなく、様々な生理機能と密接な関わりを有するため、オートファジーを正常に維持・調節する
ことは、生体恒常性を保つ上で重要である。オートファジーに関わる基本的な因子群は、酵母で
の解析により明らかにされたものの、ヒトやマウスにおけるオートファジー制御の分子機構あ
るいはその破綻機序については、不明な点が多く残されている。一方、がんの分子標的薬として
用いられるチロシンキナーゼ阻害薬（TKIs）はオートファジー活性を調節（促進または抑制）す
る作用を有し、栄養飢餓時に誘導される典型的なオートファジーとは、異なる経路の存在も示唆
されているが、その分子機序は明らかとなっていない。したがって、TKIs によるオートファジ
ー調節作用の分子基盤を明らかにすることは、オートファジーに関する学術的な発展だけでな
く、TKIs の抗がん作用とオートファジー調節作用の切り分けを可能とし、疾患の治療にも結び
つくという着想を得た。 
 
ゲフィチニブは上皮成長因子受容体 EGFR を選択的に阻害することで、細胞増殖の抑制および細
胞死を誘導する分子標的薬であり、そのオートファジー調節作用についても一般的には、EGFR を
介した作用であると考えられてきた。しかし我々の研究によって、EGFR 欠損細胞株においても
同様に、ゲフィチニブ添加によってオートファジーフラックスが変動することが明らかとなっ
た（Biochem Biophys Res Commun. 2015）。さらに、ゲフィチニブの分子標的として報告されて
いる因子群の中から、オートファジー調節に関わる分子標的候補として cyclin G associated 
kinase（GAK）を見出した（未発表）。GAK は孤発性パーキンソン病（PD）リスク遺伝子として同
定されている一方、ゴルジ体からリソソームへの小胞輸送や、PD 神経細胞内で凝集体を形成す
るα-シヌクレインの発現に関わるという報告もあるが、いずれも散発的な現象論に留まってお
り、また、オートファジー調節に関する報告はない。したがって本研究における、TKIs による
GAK を介したオートファジー調節作用および、GAK の分子機能の解析は、GAK 機能と PD発症との
分子的な繋がりを解明する糸口にもなる。また、複数のがん細胞において、GAK の発現が亢進し
ていることが報告されており、GAK とがんの発症・進展との関わりも推察される。 
 
また一方で、自らが開発に携わった機能性ナノビーズ用いて、TKIs 分子標的の新規スクリーニ
ングも計画している。機能性ナノビーズへの化合物の固相化に汎用性を持たせ、各種 TKIs につ
いての解析を可能にするために、光反応性クロスリンカーを用いた固相化を試み、その有用性を
報告している（日本生化学会大会 2016）。TKIs には、オートファジーを促進するものと、抑制す
るものとがあるため、それぞれの分子標的を明らかにすることは、複雑多様なオートファジー制
御の統合的理解に大きく貢献する。また、薬剤と分子標的との組み合わせを獲得することで、分
子標的との親和性・特異性に優れた薬剤の選択・改変・デザインも可能となり、難治性の神経変
性疾患の克服に向けて、社会的な意義も大きい。 

 
 



２．研究の目的 
 
TKIs は、複雑多様なオートファジー制御の分子機構を解きほぐすための一つの斬り口になると
考えられる。そこで本研究では、「オートファジーの制御と破綻に関する分子機構」について解
析を行うために、その手段として TKIs を利用し、疾患治療への応用も目指す。したがって、本
研究の具体的な目的は「TKIs によるオートファジー調節作用に関する分子機構の解明」と神経
変性疾患や糖尿病に対する「オートファジーを標的とした創薬シーズの獲得」である。 
 
３．研究の方法 
 
(1)候補因子 GAK に関する検証と分子機能の解析 
肺癌細胞株 A549 において、複数の TKIs 分子標的についてノックアウトを行い、オートファジー
との関連を解析した結果、候補因子として得られた GAK について、さらなる検証と分子機能の解
析とを行った。 
 
(1)-1. オートファジーフラックスの検証：肺癌細胞株 A549 と、A549 で GAK をノックアウトし
た細胞株（GAK-KO 細胞）とにおいて、オートファゴソーム形成の指標となる LC3B-II について、
イムノブロット法と免疫染色法により解析を行った。また、A549 細胞と GAK-KO 細胞それぞれに
おいて、オートファジーフラックス解析用プローブ GFP-LC3B-mCherry-LC3BΔG の安定導入細胞
株を樹立し、経時的アッセイを行った。（プラスミド GFP-LC3B-RFP-LC3BΔG を東京大学 水島昇
先生より譲渡いただき、GFP-LC3B-mCherry-LC3BΔGに改変した。） 
 
(1)-2. オートファジー制御に関わるシグナル経路の検証： A549 細胞と GAK-KO 細胞とにおい
て、オートファジー制御において重要な mTOR 経路および AMPK の活性変化（リン酸化状態）につ
いて、特異的抗体を用いたイムノブロット法により解析を行った。 
 
(1)-3. リソソーム・オートリソソームの形態に関する解析：A549 細胞と GAK-KO 細胞とにおい
て、リソソーム・オートリソソームの膜上に存在する LAMP2 をマーカータンパク質とした免疫染
色法と、透過電子顕微鏡による観察とによって、リソソーム・オートリソソームの形態について
解析を行った。 
 
(1)-4. リソソーム・オートリソソームの機能に関する解析：A549 細胞と GAK-KO 細胞とにおい
て、以下の 3 点について比較解析を行った。(a)リソソーム・オートリソソームの酸性度
（LysoTracker 試薬）。(b)リソソーム内のタンパク質分解酵素であるカテプシンの成熟度と発現
量（イムノブロット法）。(c)主にオートファジーによって分解されると考えられている
p62/SQSTM1 タンパク質の分解速度（シクロヘキシミドによるタンパク質合成阻害条件下）。 
 
(1)-5. リソソームとオートファゴソームとの融合に関する解析：A549 細胞と GAK-KO 細胞とに
おいて、オートファゴソームタンパク質 LC3B およびリソソーム・オートリソソームタンパク質
LAMP2 に対する免疫染色法と、透過電子顕微鏡による観察とによって、オートファゴソームとリ
ソソーム・オートリソソームの形態を解析した。また、ヒドロキシクロロキンによるリソソーム
機能阻害条件下で同様の免疫染色を行うことで、さらに検証を行った。 
 
(1)-6. リソソーム再形成に関する解析：オートリソソームからのリソソーム再形成に必要な
mTOR の再活性化について、イムノブロット法により解析を行った。また、リソソーム再形成時
に生じるチューブ形成について、LAMP2 に対する免疫染色法により解析を行った。 
 
(2)TKIs 分子標的の新規スクリーニングと検証・解析 
TKIs によるオートファジー調節作用を統合的に理解するため、各種 TKIs（ゲフィチニブ、イマ
チニブ、エルロチニブ）に特異的に結合する分子標的について、それぞれ機能性ナノビーズを用
いた精製を行い、高感度質量分析計を用いて同定した。 
 
４．研究成果 
 
(1)候補因子 GAK に関する検証と分子機能の解析 
(1)-1. イムノブロット法による解析の結果、GAK-KO 細胞では A549 細胞に比較して、オートフ
ァゴソーム形成の指標である LC3B-II の発現量が高まっていた。また、LC3B に対する免疫染色
法でも、LC3B 陽性輝点数の増加が認められた。ただし、これだけではオートファゴソーム形成
が促進されているのか抑制されているのか判断できないため、オートファジーフラックス解析
用プローブ GFP-LC3B-mCherry-LC3BΔG を用いた解析を行った結果、GAK-KO 細胞では A549 細胞
に比較して、オートファジー阻害剤による抑制を受けにくく、オートファジー誘導剤あるいは飢
餓誘導によるオートファジーフラックスの活性化が緩やかであった。したがって、オートファジ
ー阻害剤を作用させても、それ以上の上乗せ阻害効果は小さく、また、オートファジー誘導剤を



作用させても、その反応性が遅いことを示しており、この結果は、GAK-KO 細胞ではオートファ
ジーフラックスが遅滞していることを反映していると推察された。 
 
(1)-2. mTOR 経路（mTOR, S6K, S6）および AMPK について、各因子の活性を反映するリン酸化状
態について解析を行った。mTOR Ser2448, S6K Thr359, S6 Ser235/Ser236 については、それぞ
れ飢餓条件下でリン酸化が抑制され、通常培地に戻すことによって、リン酸化が誘導された。逆
に AMPK Thr172 のリン酸化は、飢餓条件下で誘導され、通常培地に戻すことによって、リン酸化
が抑制された。これら因子のリン酸化状態の変化は、A549 細胞だけでなく、GAK-KO 細胞におい
ても観察されることから、細胞内栄養状態を感知しオートファジー制御に関わる mTOR 経路およ
び AMPK については、GAK ノックアウトの影響は限定的であると考えられた。 
 
(1)-3. 透過電子顕微鏡観察において、GAK-KO 細胞では、細胞質に空胞が観察された。また、抗
LAMP2 抗体を用いた免疫染色において、LAMP2 陽性の構造物（リソソーム、オートリソソームな
ど）の膨化が観察され、飢餓条件下では、この LAMP2 陽性構造物の膨化はさらに亢進した。さら
に、GAK-KO 細胞に GAK 遺伝子を再導入することにより、LAMP2 陽性構造物の膨化は抑制された。
したがって、GAK ノックアウトがリソソーム・オートリソソームの形態変化に繋がることが明ら
かとなった。 
 
(1)-4. リソソームの膨化は、リソソーム機能の低下に繋がるとする報告もある。酸性オルガネ
ラに集積する LysoTracker の染色は、A549 細胞と比較して、GAK-KO 細胞で減弱していたが、飢
餓条件下では、いずれの細胞においても染色性は増強し、細胞間の違いも見られなかった。また、
成熟カテプシン Bの発現量は、A549 細胞と比較して、GAK-KO 細胞で減少が見られたが、成熟カ
テプシン D の発現量は、細胞間で差が見られなかった。また、p62/SQSTM1 の分解速度について
も、細胞間で差が見られなかった。以上のことから、GAK ノックアウトによってリソソーム内環
境に変化が見られるものの、リソソーム内のタンパク質分解能は維持されていた。したがって、
GAK ノックアウトによるリソソーム内環境の変化が、オートファジーフラックス遅滞の主な原因
とは考えにくいと推察された。 
 
(1)-5. 飢餓条件下において、抗 LAMP2 抗体と抗 LC3B 抗体とを用いた免疫染色を行うと、GAK-
KO 細胞では、LAMP2 陽性構造物の膨化とともに、LC3B 陽性構造物（オートファゴソーム）の膨
化が観察された。膨化した LC3B 陽性構造物の多くは、LAMP2 陽性構造物に接するように観察さ
れた。さらに、GAK-KO 細胞に GAK 遺伝子を再導入することによって、LAMP2 陽性構造物の膨化が
抑制されるとともに、LC3B 陽性構造物の膨化も抑制された。GAK-KO 細胞におけるオートファゴ
ソーム・オートリソソームの膨化は、透過電子顕微鏡による観察でも確認された。さらに、ヒド
ロキシクロロキンによってリソソーム機能を阻害することで、オートファゴソームとリソソー
ムとの融合過程を見やすくすると、A549 細胞と比較して、GAK-KO 細胞では、この融合が遅滞し
ていることが明らかとなった。したがって、GAK ノックアウトによるオートファゴソームとリソ
ソームとの融合過程の遅滞が、オートファジーフラックスの遅滞に繋がっていると考えられた。 
 
(1)-6. mTOR 活性の指標となる S6K Thr389 のリン酸化状態を解析した。飢餓条件下では S6K 
Thr389 のリン酸化は抑制されるが、A549 細胞では、飢餓誘導 8時間後には、リン酸化状態（つ
まり mTOR の活性）は元に戻っていた。これはオートリソソームからリソソームが再形成される
ために必要な反応である。ところが GAK-KO 細胞では、飢餓誘導 8時間後においても S6K Thr389
のリン酸化状態は低下したままであった。また、飢餓誘導 8時間後の免疫染色において、A549 細
胞では、LAMP2 陽性構造物の変形が観察されるのに対し、GAK-KO 細胞では、ほぼ球形を維持した
ままであった。これは、A549 細胞では、リソソーム再形成時のチューブ形成が生じているのに
対し、GAK-KO 細胞では、チューブ形成が生じておらず、リソソーム再形成が滞っていると推察
された。したがって、GAK ノックアウトによるリソソーム再形成の遅滞も、オートファジーフラ
ックスの遅滞に繋がっていると考えられた。 
 
(2)TKIs 分子標的の新規スクリーニングと検証・解析 
GAK の解析とは別に、各種 TKIs（ゲフィチニブ、イマチニブ、エルロチニブ）に対する新規分子
標的の探索を行った。各種 TKIs は光反応性クロスリンカーを介して機能性ナノビーズに固相化
し、特異的結合因子のマススペクトル解析によって、複数の候補因子を同定した。GAK に関する
解析が順調に進んだため、GAK とリソソームとの関連に焦点を絞り、新規に同定された候補因子
についての解析は、いったん保留にしている。しかしながら、これまで分子標的として報告され
ていない分子が複数同定されており、今後、オートファジーとの関連について解析を進めること
によって、EGFR-mTOR 経路や、本研究で明らかになった GAK と繋がるか、あるいは新規経路の発
見に繋がるか、いずれにしろ、オートファジー制御の理解が深まることに貢献すると考えられる。 



 
 
以上、本研究において、GAK は、オートファゴソームとリソソームとの融合および、リソソーム
再形成時のチューブ形成、つまりリソソームの動態制御を通して、オートファジーフラックスの
制御に関わっていることが示された。GAK とオートファジーとの関わりは、これまで全く解析さ
れておらず、新たなオートファジー制御因子として、各種疾患の治療標的にもなり得ると考えら
れる。神経変性疾患との関連については進めなかったものの、解析の過程で、がんの進展との関
連が見いだされ、現在解析を進めている。 
 
ゲフィチニブにはオートファジーを亢進する作用と、オートファジーを抑制する作用とが報告
されている。ゲフィチニブは、その主たる分子標的 EGFR を阻害することで、EGFR 下流の mTOR 活
性が抑制され、それによってオートファジーが誘導されると考えられている。一方、本研究で解
析を行った GAK は、ゲフィチニブの副次的標的分子であり、ゲフィチニブによって活性が抑制さ
れる。本研究で明らかになったように、GAK ノックアウトによってオートファジーフラックスが
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