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研究成果の概要（和文）：p62液滴の生理的意義を調べるために、p62の疾患関連遺伝子変異が液滴構造に与える
影響を調べた。しかし他グループから類似研究が報告されたため、研究計画を変更して各種実験系におけるp62
液滴の詳細解析を行った。高浸透圧ストレス下で誘導されるp62液滴とストレス顆粒は別個の挙動と微細構造を
示すこと、そしてp62液滴を介したオートファジー分解の基質分子を見出した。また、肝細胞においてLC3に依存
する選択的オートファジーを抑制すると多数の小胞を伴うp62液滴が形成され、ここにKeap1も局在した。他の結
果と合わせ、p62液滴がオートファジー分解とストレス反応シグナルの起点となることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To investigate the physiological significance of p62 droplets, the influence
 of disease-related genetic mutations in p62 on droplet structure was investigated. However, as a 
similar study was reported by others, the research plan was changed and detailed analyses of 
p62-droplets in various experimental systems were carried out. We found that p62-droplets and stress
 granules induced under hyperosmotic stress showed distinct behavior and fine structures. We also 
found molecules that undergo autophagy degradation via p62-droplets. In addition, inhibition of 
LC3-dependent selective autophagy in hepatocytes resulted in the formation of p62-droplets with 
numerous small vesicles, where Keap1 was also localized. Together with other results, the 
p62-droplets serve as a platform for both autophagy and stress response signaling.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： p62液滴　SQSTM1　液－液相分離　ストレス顆粒　高浸透圧ストレス　選択的オートファジー　Keap1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
p62の遺伝子変異や封入体形成は、神経変性疾患、非アルコール性脂肪肝炎、肝細胞癌等で報告されている。こ
れら封入体の形成は液－液相分離から始まると考えられるが、その病態生理学的な意義は不明であった。また、
LC3に依存した選択的オートファジーの基質分解機序は明確ではなかった。今回、p62液滴の形成が選択的オート
ファジーの重要なプロセスを成すこと、その発動がストレス応答に直接関連していることを示した。本成果は、
選択的オートファジーの新たな意義の解明につながると共に、p62液滴形成を制御することが上記疾患の病態の
理解と、治療開発の糸口に繋がることを意味する。

※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 

細胞内ではタンパク質や核酸などの分子がひしめいているが、これらは均質に混ざり合って

いるわけではない。特定の分子群は局所の環境や濃度変化によって液－液相分離という現象を

経て集合し機能的構造をつくる。代表的なものは核小体やストレス顆粒であり、これらは総称し

て「液滴」あるいは「膜なしオルガネラ」と呼ばれる。研究開始当時、この新たな概念は細胞内

のあらゆる現象に適用され始めていた。液滴を形成するタンパク質は、天然変性領域（立体構造

をとらない領域）を介した多価結合能を有する特徴をもち、Tau、FUS、TDP-43、hnRNPA、p62 な

どが知られている。医学的に重要なことは、それらの遺伝子異常は各種疾患の原因になると共に、

細胞内封入体を形成することである。特に p62（または SQSTM1）の遺伝子変異は、筋萎縮性側

索硬化症（ALS）、前頭側頭型認知症、骨パジェット病で見つかっており、封入体形成はアルツハ

イマー病、パーキンソン病、非アルコール性脂肪肝炎、肝細胞癌で報告されている。これら疾患

でみられる封入体や凝集体の形成は、この液－液相分離から始まると考えられ、発症早期におけ

る細胞内処理機構としてプロテアソームやオートファジー分解システムなどが注目されていた。

しかし、in vivo における相分離の同定は困難であり、化学固定した細胞や組織で認められる集

合体が、液体様の「液滴」か、それよりも固い「ゲル」か「凝集体」かを区別する術はなかった。

ある細胞内構造が液滴であることを証明するには、in vitro 実験およびライブセルイメージン

グ解析を用いて、構造の球状性、融合性、内部流動性、ヘキサンジオールによる分散性などを示

す必要がある。一方、化学固定した細胞では球状性という情報を提供できるが、補足に過ぎず、

証明手段としては適さない。しかし、ヒト疾患や疾患動物モデルでは固定標本が多用され、実際

に様々な形態を呈する液滴様構造が観察される。そもそも「細胞内の」液滴がどの様な形態学的

特徴を持ち、またどのような分子構成を有するのか、そしてどのような性状をもつ液滴が分解対

象となり得るのかは全く分かっていなかった。 

 

２．研究の目的 

上記背景を踏まえ、本研究では相分離を引き起こす p62 液滴を対象として、その疾患関連遺

伝子変異、リン酸化欠失変異、および結合因子による影響を細胞および個体レベルで解析し、電

顕レベルの構造と対比させることで分子形態学的基盤を確立し、その検出法を開発する。本研究

を通して凝集体様構造を細分化し、各種病態理解の高度化を目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）p62 遺伝子変異と液滴性状の関係性について 

 p62 遺伝子変異が p62 液滴の微細形態に与える影響を調べるため、各種変異を持つ p62 に GFP 

を付加した cDNA を p62 欠損 HeLa 細胞に導入し、形成された GFP 陽性液滴を相関光学－電子顕

微鏡法（CLEM）を用いて解析した。変異の部位としては、p62 どうしの結合に必要な PB1 ドメイ

ン（K7A, D69A）、ユビキチンとの結合部位（S403A）、オートファジー隔離膜局在分子である LC3

との結合部位（各種 LIR 変異）、転写因 Nrf2 の制御因子である Keap1 の結合部位（各種 KIR 変

異）を用いた。 

（２）高浸透圧ストレス下で形成される p62 液滴とストレス顆粒の比較解析 

これまで我々は、細胞を高浸透圧ストレス下に置くと p62 液滴が形成され、オートファジーで

分解されることを見出している（Tamura et al., MCB, 2019）。各種癌由来細胞株において 0.2

～0.4 M ショ糖による高浸透圧ストレスを 20～40 分間負荷し、この時形成される p62 液滴とス



トレス顆粒（マーカータンパク質である G3BP1 を指標）について、ライブセルイメージング解

析、CLEM 解析による微細形態解析、および NBR1、OPTN、NDP52、TAX1BP1 等のオートファジーア

ダプター群の動態解析を行った。 

（３）p62 液滴に集積するユビキチン化タンパク質の探索 

膀胱癌由来 T24 細胞を高浸透圧ストレス環境下におき、p62 液滴を形成させた。その細胞抽出

液から PTMscan によりユビキチン化タンパク質を精製し、質量分析計により同定した。同定した

タンパク質について p62 液滴へ局在するか否か、そしてオートファジーで分解されるかどうか

を解析した。 

（４）乳癌組織における p62 顆粒の解析 

乳癌 113 症例の組織について抗 p62 抗体および抗リン酸化 p62 抗体を用いた免疫組織化学法

を行い、p62 顆粒あるいはリン酸化 p62 顆粒の有無を解析し、臨床病理学的因子との相関解析や

予後解析を行った。 

（５）粘性プローブを用いた液滴解析 

Halo タグリガンドを利用した新規粘性プローブを評価するために、Halo タンパク質を安定に

発現する T24 細胞を作製し、高浸透圧ストレスと細胞質粘性（蛍光寿命）および p62 液滴形成と

との関係を調べた。 

（６）選択的オートファジー減弱マウス肝臓における p62 液滴の解析 

 細胞に HyD-LIR-Venus を過剰発現させると、隔離膜における LC3 との結合部位がマスクされ、

LC3 依存的に分解を受ける p62 が細胞内に蓄積して液滴を形成する。この p62 液滴の性状を解析

するために、共同研究者らが作製した HyD-LIR-Venus の肝臓特異的ノックインマウスを用いて、

光学顕微鏡及び電子顕微鏡解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）p62 遺伝子変異と液滴性状の関係性について 

PB1 ドメインの欠失変異を除く各種変異 p62 は、高発現することにより細胞内液滴を形成し、

その形態はほぼ円形であり、内容物として粒子状あるいは線維状成分が均一に分布していた。こ

れは過去の報告に一致するものである。また、その集積の程度、すなわち電子密度が変異により

若干異なっていた。しかし、電子密度の差はわずかであること、発現レベルや細胞の状態で変わ

り得ること、そして CLEM により収集できるデータ数が少ないこと、そして他グループより ALS

関連の p62 変異について p62 液滴の細胞生物学的な研究が報告されたため（Faruk et al., JBC, 

2021）、この実験計画は

中止とした。 

（２）高浸透圧ストレス

下で形成される p62 液

滴とストレス顆粒の比

較解析 

ライブセルイメージ

ング解析により p62 顆

粒はストレス顆粒より

も短時間（数秒）で形成

されること、CLEM解析で

はストレス顆粒よりも



高い電子密度を有し、オートファジー隔離膜を伴うこと多いことが分かった（図１）。また、こ

の p62 液滴にはユビキチン鎖（K48 鎖および K63 鎖）、NBR1、TAX1BP1、Keap1 が局在し、オート

ファジー分解を受けることが分かった。さらに、このタイプのオートファゴソームは飢餓誘導に

よるオートファゴソームとはサイズや内容物の電子密度が異なっていた。以上より、p62 液滴が

ストレス顆粒とは別個の構造であることを初めて明らかにした。また、高浸透圧ストレスによっ

て誘導される p62 液滴の形成・分解における分子基盤的な理解が進んだ。これら成果は、日本細

胞生物学会、日本解剖学会、国際オートファジーシンポジウムで口頭発表した。 

（３）p62 液滴に集積するユビキチン化タンパク質の探索 

高浸透圧ストレスにより p62 液滴に集積するユビキチン化タンパク質として、１０個程度の

解析候補タンパク質を抽出した。本成果は次期研究計画に引継ぐ予定である。 

（４）乳癌組織における p62 顆粒の解析 

症例により p62 およびリン酸化 p62 陽性顆粒数が異なっていた。また、細胞質におけるリン

酸化 p62 のびまん性反応は p62 のものより低く、p62 顆粒がコントラスト良く検出できた。臨床

病理学的因子との相関解析では、p62 顆粒の有無は細胞増殖の指標である Ki-67 と正の相関を認

めた。また、予後解析では p62 陽性症例は無再発期間が有意に短いことを見出した。以上の結果

より、リン酸化 p62 が予後予測マーカーとなる可能性が示唆された。本成果は次期研究計画に引

継ぐ予定である。 

（５）粘性プローブを用いた液滴解析 

OM、0.2M、0.4M とショ糖添加量を増加さ

せると、細胞質における蛍光寿命が有意に

増加した（図２a）。このことは本プローブ

が粘性を反映することを示す。さらに p62

顆粒数を調べたところ、0.2M ショ糖より

0.4M ショ糖の方が多く（図２b）、また細胞

毎で調べると両者に弱い正の相関が認め

られた。以上の結果は粘性とオートファジ

ーの関連性を示唆するものである。本成果

は次期研究計画に引継ぐ予定である。 

（６）選択的オートファジー減弱マウス肝

臓における p62 液滴の解析 

 HyD-LIR-Venus の肝臓特異的ノックインマウスに由来する初代肝細胞培養系を免疫電顕で解

析したところ、p62 液滴が多数の小胞を含む高電子密度の円形～楕円形構造体であることが分か

った（図３左）。また、

通常の電顕観察によ

り p62 液滴の近傍に

隔離膜が同定された

が、その隔離膜がp62

液滴を取り囲む様子

は観察されなかった

（図３右）。 



また、HyD-LIR-Venus ノックイン肝臓において組織学的解析を行ったところ、肝細胞はやや肥

大し、肝細胞で認めら

れる p62 液滴はオー

トファジー不全肝臓

よりも小さく、数も少

なかった。また、ユビ

キチン、リン酸化

p62(S351)、Keap1 を

含んでいた。その他、

共同研究者らによる

3D 電顕解析、in vivo

解析、生化学的解析の

結果を統合すること

で、p62 液滴がオート

ファゴソーム形成と

Keap１-Nrf2 システ

ムを介した抗酸化ス

トレス反応の両方に

寄与することを明ら

かにした（Kageyama 

et al., Nat Commun, 

2021）。 
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