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研究成果の概要（和文）：私たちの身体を構成する物質は適切に更新される必要がある。神経細胞のように細胞
自体の寿命が長い場合には、有害物の蓄積が疾患につながると指摘されている。そこで、細胞内の主要分解機構
であるオートファジーを利用して、細胞内に存在する疾患原因物質を取り除く手法について研究した。疾患原因
物質を選択するため、標的化リガンドと称する適切な化合物を選び、別途見出した分解タグ構造を分子鎖（リン
カー）で結合してキメラ分子とした。このキメラ分子：AUTACを用いて、種々のタンパク質やミトコンドリアの
分解を達成した。

研究成果の概要（英文）：The materials that make up our bodies need to be properly renewed. The 
accumulation of harmful substances has been pointed out to lead to disease when the life span of the
 cell itself is long, such as in the case of nerve cells. Therefore, we studied a method to remove 
disease-causing substances in cells by using autophagy, a major degradation mechanism in cells. To 
select disease-causing substances, appropriate compounds called targeting ligands were selected, and
 the degradation tag structure, which was found separately, was joined with a molecular chain 
(linker) to form a chimeric molecule. Using this chimeric molecule: AUTAC, we achieved degradation 
of various proteins and mitochondria.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オートファジーの機構解明についてノーベル賞が与えられた現在でも理解が難しい問題が残されている。そのひ
とつは、分解する相手（基質）を選択する機構である。私たちは、分解選択性の目印として働くタンパク質修飾
を自ら見出して、これを疾患原因となるタンパク質等に自在に導入する手法：AUTAC法を開発した。特定の基質
を分解する医薬品につながると期待される。オートファジー機構を用いる基質選択的分解剤は、AUTACが世界初
の例であり学術的な意義も高い。

※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 

近接化を誘導する低分子：細胞内のタンパク質は、互いの動的な結合／解離を介して生命機能
を制御している。二種のタンパク質の近接化を人為的に制御するため、二種のリガンドをリン
カーを使って結合させたキメラ分子が用いられている。 
 
細胞内分解系とタンパク質の近接化を誘導するキメラ分子：細胞内の物質と分解系を人為的
に近接させると、その分解効率を人為的に促進することができる。創薬の分野で大きな注目を
集めている新技術 PROTACs は、ユビキチン化酵素と標的タンパク質との近接化をもたらす
キメラ分子である。ユビキチン化を受けた標的タンパク質は、プロテアソームにより選択的分
解を受ける。PROTACs により特定の標的タンパク質の細胞内濃度を低下させることができ
るが、これは mRNA の分解を行う RNAi などタンパク質ノックダウン技術と類似の効果と言
える。PROTACs のように化合物を使ってノックダウンを達成する医薬品の実用化が期待さ
れる。 
 
オートファジーと疾患：オートファジーは物質分解を通じて細胞内恒常性の維持や疾患抑制
を担う。プロテアソームが基本的にタンパク質専用、特に可溶性タンパク質を分解する機構で
あることと対照的に、オートファジーは広範な基質を分解できる。タンパク質凝集体、細胞小
器官、病原体などが基質になる。従って、オートファジーを活用するキメラ分子を作成できれ
ば、PROTACs の魅力をさらに拡大させることができる。 
 オートファジー誘導剤は、これまでに数多く知られている。これらは、細胞内の基質の非選
択的分解を促進する。特定の基質だけを分解する化合物は、研究開始時点では知られていなか
った。 
 
オートファジーに関わる因子はユビキチン・プロテアソーム系よりも多く複雑である：ユビ
キチン・プロテアソーム系では、基質とユビキチン化酵素の近接化が基質分解に直結する。キ
メラ分子の設計は比較的容易である。これに対して、オートファジーによる基質分解では少な
くとも 100 種類のタンパク質が同時に協調して働く必要がある。化合物による近接化誘導に
おいて、数多くのオートファジー関連分子群のいずれを狙うべきかという知見が乏しい。 
 
タンパク質の S-グアニル化：研究代表者は、共同研究によりタンパク質の新規翻訳後修飾で
ある S-グアニル化を発見した（2007 年）。また、2013 年には、選択的オートファジーによる
細胞内感染細菌の排除機構を研究し、細菌周囲のグアニル化が排除の初期段階に関与するこ
とを見出した。この修飾を抑制すると菌の排除が遅延することから、排除を促進する目印とし
て機能すると考えられた。 
 選択的オートファジーの機構は基質ごとに異なる点を含む。したがって、やや大胆な仮説と
言えるが、このグアニル化を利用して細菌以外の基質を分解する可能性に興味がもたれる。 

 
２．研究の目的 

オートファジー機構を用いて、細胞内の特定の基質（標的）を選択的に分解する手法：AUTAC
の確立を目指した。 

 
３．研究の方法 

分子デザイン：PROTACs の例を参考にして、標的化リガンド、リンカー、分解タグからなる
キメラ分子構造を採用した。ここで、分解タグが本研究のユニークネスの中心となる。S-グア
ニル化を分解タグ設計の基礎にした。細胞内に存在するグアニル化は、cGMP 構造を含むた
め電荷をもち、細胞外から投与する医薬品としての利用を考えると膜透過性が低いと予想さ
れる。そこで、グアニン誘導体のなかから医薬にふさわしい物性を持つタグを選抜した。 
 標的化リガンドは、分解を狙う基質ごとに取得する必要があるが、本研究の実施期間や予算
を鑑みて、できる限り既知の物質を活用することにした。PROTACs の標的化リガンドとして
報告がある化合物も積極的に採用した。 
 
ミトコンドリア関連疾患：ミトコンドリアは、ATP 産生にとどまらず、細胞死、炎症など様々
な現象に関わる重要な細胞小器官である。ミトコンドリアは、マイトファジーと呼ばれる選択
的オートファジーによって分解されることが知られているが、マイトファジーを誘導する化
合物は見出されていなかった。グアニル化をミトコンドリア表面に導入する AUTAC を設計
するため、ミトコンドリア外膜上のタンパク質：TSPO に結合する標的化リガンドを用いるこ
とにした。 
 ミトコンドリア機能低下を示す疾患関連モデルとして、ダウン症由来線維芽細胞である
Detroit 532, 539 細胞を用いた。 



 
４．研究成果 
AUTAC 化合物の合成： 
方法欄で述べた分子デザインに基づき各種の AUTAC 化合物の合成をおこなった。2019 年に論
文発表を行った化合物を第一世代の AUTAC 化合物とすると、第二世代にあたる高活性な誘導
体も得られてきている。 
 
 
ミトコンドリア分解の研究 
ミトコンドリア外膜表面に結合する AUTAC 化合物を用いて、マイトファジー誘導を評価した。 
マイトファジー（分解）と同時に、ミトコンドリア生合成が起きることから、単純にミトコンド
リア局在タンパク質の減少をマイトファジー誘導と結論づけることができない。そこで、ミトコ
ンドリアがオートファジーの結果として酸性環境（オートリソソーム）に移行するところを、pH
感受性蛍光タンパク質を使って可視化した。また、AUTAC を投与する前に存在していたミトコ
ンドリアタンパク質を蛍光標識し、その減少量からミトコンドリアのターンオーバーを可視化
できた。 
 
 ミトコンドリアは、多くの培養細胞において互いに融合して長く紐状の構造をとる。この状態
では、AUTAC で処理した場合にもマイトファジーが観測されないという結果が得られた。紐状
のミトコンドリアは、通常のオートファゴソームの径よりもかなり大きいためであると解釈し
た。実際、ミトコンドリア断片化を誘導する試薬（CCCP）や、遺伝子ノックダウン（OPA1 KD）
を行うと、上述のようにマイトファジーが観測できた。 
 ミトコンドリア断片化は、疾患との関係が複数報告されている。本研究の試料としてとして用
意したダウン症由来線維芽細胞においても断片化が見られる。AUTAC を投与してマイトファジ
ーを促進すると、ミトコンドリア形態、膜電位、ATP 産生が改善した。 
研究期間の後半では、期間前半で用いたダウン症由来線維芽細胞に加えて、別の疾患に関係する
ヒト線維芽細胞を取り寄せ、その特性を解析した。この疾患においても、ミトコンドリア機能が
低下することが知られており、AUTAC 化合物を投与すると膜電位の改善が見られた。予期せぬ
ことに、培養を継続している過程で、この線維芽細胞の性質が大きく変化して増殖速度が低下し、
調査研究の継続が困難になったため、繰越を行なって新たな細胞試料の入手を行い、検討を続け
た。 
また、化合物の活性向上を目指して、AUTAC の標的化リガンドの構造改変を続けたところ、

AUTAC4 よりも優れた特性を持つ新規 AUTAC を得ることできた。 
 

AUTAC の作用機序解析研究 
AUTAC の作用により、標的タンパク質はオートファゴソーム内部に隔離される。このとき、

ユビキチン鎖との共局在が観測されることを、2019 年発表の論文で報告した。背景で紹介した
別技術 PROTACs では、基質のユビキチン化が鍵となることが知られている。そこで、AUTAC
論文の発表後には、多くの研究者から機構的な類似性について質問を受けた。 
 
この問題を理解するには、AUTAC の分解タグを認識する機構を理解すればよい。認識機構が

判明すれば、タグと認識タンパク質とのドッキング解析などにより、合理的な構造改良も可能に
なるだろう。今回の研究期間内に最終的な結論を得ることはできなかったが、PROTACs のよう
に「ユビキチン化酵素と基質の近接化」を介しているわけではないという示唆を得ている。研究
期間終了後も解析を続けていきたい。 
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