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研究成果の概要（和文）：オルガネラコンタクト(MCS)複合体について、エンドソーム成熟やリポファジーなど
の新たな細胞内機能を明らかにした。またその責任タンパク質であるPDZD8の遺伝子欠損マウスを作製し、脳の
リピドーム解析によりコレステロールエステルの異常蓄積を見いだし、それが脂質輸送を介するリポファジーの
不全に起因することを明らかにした。また行動バッテリー解析により、PDZD8の遺伝子欠損マウスが認知機能や
情動に異常を来すことを見いだした。ヒトのPDZD8遺伝子変異は、知的障害などの脳機能障害と関連することが
知られているため、PDZD8は脳内脂質のクリアランスにより脳機能に寄与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed novel functions of intracellular organelle 
membrane contact sites (MCSs), such as endosome maturation and lipophagy. In addition, we generated 
mice deficient in the gene for PDZD8 and found abnormal accumulation of cholesterol esters in the 
brain by lipidome analysis, which was attributed to defective lipophagy mediated by lipid transport.
 In addition, we found that PDZD8 deficient mice showed abnormal cognitive and emotional behaviors 
by behavioral battery analysis. The mutations in human PDZD8 gene are known to be associated with 
brain dysfunction including intellectual disability. Therefore, PDZD8 plays a role in suppression of
 abnormal accumulation of lipids in the brain by promoting lipophagy, thus contributes to brain 
function.

研究分野： 細胞生物学・神経科学

キーワード： オルガネラ　脳　脂質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患において脳内の脂質異常の関与が示唆されており、
PDZD8複合体はそれらの機構解明のカギとな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 

 遺伝性痙性対麻痺（Hereditary spastic paraplegia, HSP）は、皮質脊髄路の運動神経が損傷

する神経変性疾患である。その主な原因としてヘアピンドメインを有する一群の小胞体（ER）

膜構造制御タンパク質の不全がよく知られているが、さらに近年 ER と後期エンドソーム（LE）

間の膜接触部位(Membrane contact site、MCS)の関連が示唆されている。プロトルーディンは

細胞内輸送制御タンパク質で軸索伸長を促進し[Shirane, Science, 2006]、その変異は HSP の

原因となる[Hashimoto, J. Biol. Chem., 2014]。プロトルーディン複合体は ER-LE 間 MCS 繋留

に中心的な役割を果たす[Raiborg, Nature, 2015]。MCS の個体における生理機能には未知

の部分が多いため、本研究で ER 膜構造と ER-LE MCS が神経機能にどのように関与してい

るのか明らかにし、神経変性疾患の発症機構の解明に繋げることを目標とした。 
 

２．研究の目的 

 MCS の主要な機能として脂質輸送、細胞内カルシウムイオン調節、オルガネラ動態制御が

よく知られており、われわれはこれらの活性評価系を確立した。またプロトルーディンのプロテ

オミクス解析を行い、ER-LE MCS 複合体の構成因子を複数同定した。本研究では、これらの

因子の分子機能を上記評価系により明らかにする。さらに ER-LE MCS 複合体構成因子の変

異マウス神経細胞を用いて、MCS や軸索の異常をイメージング解析し、その結果を変異マウ

ス行動と関連づける。そして ER 構造不全と ER-LE MCS 不全との関連機構を明らかにし、神

経変性疾患の原因解明を目指す。 
 
３．研究の方法 

ER-LE MCS 複合体の構成因子の分子機能と生理機能の解析 
 (１)MCS の形成能と代表的な機能（２）脂質輸送、（３）細胞内カルシウムイオン調節、（４）オ

ルガネラ動態制御について、われわれは独自に活性評価系を確立した。本研究では独自に

同定した ER-LE MCS 複合体因子について、これらの解析を行う。また（５）変異マウスの神経

系表現型を解析し、MCS 機能と神経変性疾患との関連を明らかにする。 
（１）MCS 形成能: Split-GFP の細胞内イメージング解析 
（２）脂質輸送活性：in vitro リポソーム FRET システムによる解析 
（３）ER 内カルシウムイオン（Ca2+）の測定：G-CEPIA-er を用いた Ca2+ライブイメージング 
（４）オルガネラ動態のイメージング: 神経細胞の TEM 解析, FIB-SEM 解析 
（５）MCS の個体における生理機能：変異マウスの行動バッテリー解析、脳の IHC 解析 
 
４．研究成果 

本研究において、オルガネラコンタクト繋留複合体因子について、エンドソーム成熟やリポファ

ジー促進などの新たな細胞内機能を明らかにした。またその責任タンパク質である PDZD8 の

遺伝子欠損マウスを作製し、脳のリピドーム解析によりコレステロールエステルの異常蓄積を

見いだし、それが脂質輸送を介するリポファジーの不全に起因することを明らかにした。また行

動バッテリー解析により、PDZD8 の遺伝子欠損マウスが認知機能や情動に異常を来すことを

見いだした。近年アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患において脳内の脂

質異常の関与が示唆されており、PDZD8 複合体は、それらの機構解明のカギとなる (図 1)。 

 

図 1 リポファジーによる脂質分解と脳機能制御の関連 



ヒトの PDZD8 遺伝子変異は、知的障害などの脳機能障害と関連することが知られている。本

研究により、PDZD8 遺伝子欠損マウスの脳において、リポファジーの不全により脂質が異常蓄

積することを見いだした。よって PDZD8 はリポファジーの促進により脳内脂質の異常蓄積を抑

制し、正常な脳機能の維持に働いていることが明らかになった。 
 

 
 
図 2 マウス組織のリピドーム解析 
野生型(WT)および PDZD8 欠損(KO)マウスの脳と肝臓より脂質を抽出し、リピドーム解析を行

い、脂質量比(KO/WT)をヒートマップで示した。脳で CE が異常に増加している。肝臓では脂

質異常は認められない。WT に比べて KO で増加している脂質を赤系色、減少している脂質

を青系色で表示。 
 
図 3 マウス脳のリポファジー解析 
WT と PDZD8-KO マウスの脳のリポファジーを、電子顕微鏡(TEM)により解析した。WT では脂
肪滴がリソソームと融合して灰色で小さくなり分解されている（グレー矢頭）が、KO では脂肪滴
(白矢頭)はリソソーム(黒矢頭)と融合せず非分解のままである。脳の観察領域(左)、リポファジ



ーの TEM イメージ(中)、リポファジーの統計解析結果（右）を示す。 
 
図 4 神経細胞のリポファジー解析 
ラット褐色脂肪細胞腫 PC12 細胞においてコントロール(siControl)または PDZD8(siPDZD8)の
発現抑制を行い、NGF 添加により神経分化誘導を行い、脂肪滴マーカー（EGFP-PLIN2、緑）

とリソソームマーカー（LysoTracker Red、赤）のイメージング解析を行った。コントロール細胞で

は脂肪滴とリソソームは融合しているものが多いが、PDZD8 発現抑制細胞では両者が分離し

ており融合不全が多く認められた。共焦点顕微鏡イメージ(左)と、ピアソンの相関係数の解析

結果（右）を示す。 
 
図 5 PDZD8 欠損マウス脳における脂質の異常蓄積と PDZD8 によるリポファジー促進機構 
PDZD8 欠損(KO)マウスの脳では脂質の異常蓄積が認められる（上）。その原因メカニズムを

調べる中で、PDZD8 によるリポファジーの促進作用を見いだした（左下）。PDZD8 は脂質輸送

を介してリソソーム成熟を促進する。また PDZD8 は脂肪滴とリソソームの融合を促進する。そ

の結果、PDZD8 はリポファジーを促進し、細胞内の異常な脂質蓄積の抑制に働く。よって

PDZD8-KO マウスの脳では、リポファジー不全により脂質分解が遅延し、CE が蓄積していると

示唆された（右下）。 
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