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研究成果の概要（和文）：細胞内レドックスを可視化するroGFPと申請者が作製したRedoxfluorをもとにオルガ
ネラターゲット型のスーパーレドックスセンサーを創生し、哺乳動物細胞内における局所的レドックスモニタリ
ング技術を開発した。その可視化技術を用いて、タンパク質代謝異常に伴うレドックス破綻の細胞内における機
序と分子機構を明らかにした。さらにこれを回復する食品由来成分を探索し、当該化合物のレドックスモジュレ
ーターとしての分子機能・効能を実証した。

研究成果の概要（英文）：Based on the redox sensors, roGFP and our developed Redoxfluor, we have 
created organelle-targeting super redox sensors and techniques monitoring intracellular local redox 
states in mammalian cells. Using these techniques, we have elucidated molecular mechanisms of 
abnormal redox states caused by aberrant intracellular protein metabolisms. Furthermore, we 
demonstrated food-derived compounds that recovered abnormal redox states as redox modulators.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
老化やアルツハイマー病などの神経障害

に伴って、オートファジーやプロテアソーム
分解活性が低下した結果、アミロイドβ(Aβ)
を始めとするタンパク質凝集体の蓄積が起
こり、細胞内が酸化的環境になると言われて
いる。しかし、その作用機作については異な
る２つの仮説、1)タンパク質凝集体が細胞内
に蓄積した結果、細胞内酸化を引き起こす、
2) 酸化的な環境がタンパク質凝集体の蓄積
を引き起こす、が提唱されてはいるが、その
機序と連関について明確な結果は示されて
いない。また小胞体におけるタンパク質の折
りたたみ・品質管理とその破綻によって起こ
る小胞体ストレスは、疾患やタンパク質生産
にとって重要な因子である。しかし、従来、
局所的レドックス状態を知る方法論がなか
ったこともあり、系統だった研究はほとんど
行われてこなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究では、細胞内レドックスを可視化す

る roGFP と自ら作製した Redoxfluor をもと
にオルガネラターゲット型スーパーレドッ
クスセンサーを創生し、哺乳・酵母細胞内に
おける局所的レドックスモニタリング技術
を開発する。次にタンパク質分解系の一つで
あるプロテアソームの活性阻害によっても
たらされるレドックス破綻の細胞内におけ
る機序と分子機構を明らかにする。その可視
化技術を用い、老化や神経疾患にともなって
起こるレドックス破綻を回復する化合物・食
品機能成分の探索を培養細胞レベルで実施
し、同定した化合物のレドックスモジュレー
ターとしての分子機能・効能を実証、新たな
機能性食品・創薬開発のための礎とする。 

 
３．研究の方法 
細胞内レドックスを可視化する Redoxflour

と roGFPに円順列変異や既知の安定化変異を
導入し、かつオルガネラ局在配列の付加によ
り、サイトゾル、小胞体、ミトコンドリア、
などの各オルガネラ特異的なレドックスを
検出できるスーパーレドックスセンサーを
開発した。これらを用いて、プロテアソーム
阻害や Aβ ペプチドの添加といった「タンパ
ク質凝集体の蓄積」が細胞内レドックス異常
を発症する機序をオルガネラ特異的な抗酸
化酵素の過剰発現が各オルガネラのレドッ
クスに与える効果を計時的に見ることで同
定した。また、上記のレドックス異常を回復
させるレドックスモジュレーターの探索を
行い、各オルガネラのレドックスやタンパク
質凝集体の蓄積量を調べることで、これらが
レドックス異常を回復させる機序を解明し
た。 

 
４．研究成果 
(1)スーパーレドックスセンサーの創生 

Redoxfluor に対して円順列変異やシステ

イン残基の置換を導入することで、本プロー
ブのダイナミックレンジを改良した。また、
安定性が悪く、蛍光強度が弱いためにレドッ
クス観察に適さない小胞体型 roGFPにスーパ
ーフォールダーGFP 由来の 4 つの安定化変異
を導入することで、その安定性を改善し、小
胞体レドックス観察に適した roGFP 変異体 
ERroGFP S4 を開発した。 
 
(2)プロテアソーム阻害に伴うレドックス破
綻の機構 

ミトコンドリア roGFPとRedoxfluorを用い
ることでプロテアソーム阻害初期にミトコ
ンドリア酸化が引き起こされ、その後遅れて
サイトゾルが酸化され、細胞死を至ることを
明らかにした。 

さらに、プロテアソーム阻害によるレドッ
クス破綻を正常に戻す「レドックスモジュレ
ーター」を、食品由来の抗酸化剤を対象にし、
Redoxfluor を用いた細胞内レドックスの可視
化によりスクリーニングを実施したところ、
赤ワインに含まれるポリフェノールである
レスベラトロールをはじめとし、「レドック
スモジュレーター」として同定された抗酸化
剤は、いずれも抗酸化酵素の誘導活性ではな
く、ミトコンドリアで産生した活性酸素種を
消去することでプロテアソーム阻害に伴う
レドックス異常を回復させることを明らか
にした。 

 
(3)アミロイド β ペプチド(Aβ42)の細胞内蓄
積による細胞死の機構 

Aβ42 は細胞外で産生されるので、化学的
に合成した Aβ42 をヒト神経芽腫細胞
SH-SY5Y 細胞に添加したところ、オリゴマー
化した Aβ42 がリソソームに蓄積することが
わかった。さらに、オリゴマー化傾向の異な
る Aβ42 変異体を添加したところ、オリゴマ
ー化の程度に依存してリソソームへの蓄積
量が増加し、細胞死も増加した。Aβ42 は in 
vitro においてオリゴマー化の程度に比例し
て ROS を産生することが知られており、リソ
ソームに蓄積した Aβ42 はリソソーム膜酸化
とリソソーム膜崩壊を引き起こした。そこで、
リソソーム膜にターゲットさせた抗酸化酵
素 Prx1 の過剰発現やリソソーム膜からのコ
レステロール排出を抑制することでリソソ
ーム膜を安定化させる U18666A の添加は、
Aβ42 蓄積によるリソソーム膜崩壊や細胞死
を抑制することを明らかにした。生体内の主
要な抗酸化化合物であるグルタチオンの前
駆体である NAC も弱いながらも同様な効果
を示した。したがって、Aβ42 は細胞内に取
り込まれ、リソソームにオリゴマーとして蓄
積して ROS を産生し、リソソーム膜を酸化さ
せ、さらにはリソソーム膜を崩壊させ、最終
的に細胞死を引き起こすことを明らかにし
た。また、リソソームに対する抗酸化処理は
Aβ42 のリソソーム蓄積に伴うリソソーム膜
崩壊や細胞死を抑制できることも明らかと



なった。 
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