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研究成果の概要（和文）：細胞は外来からの異物をオートファジーによって分解し、排除する。本研究ではこの
機構において重要な役割を持つオートファジーレセプターp62が、外来核酸の導入によりp62複合体を形成し、そ
の構成因子の機能を抑制することで遺伝子導入効率が上昇することを明らかにした。また構成因子の一つである
TBK1について、複数のTBK1 inhibitorがp62の機能を抑制し有力な遺伝子導入促進剤として利用できることが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Cells eliminate foreign substances through autophagy. In this study, we 
found that the autophagy receptor p62, which plays an important role in "xenophagy" mechanism, forms
 a p62 complex upon transfection of nucleic acids. The suppression of p62 complex function increased
 gene transfection efficiency. We also found that inhibition of TBK1, which is one of the p62 
complex components, suppresses the function of the p62 complex and can be used as potent gene 
delivery enhancers.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 遺伝子導入　オートファジーレセプター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今後増加すると予測される未知のウイルス感染の予防や治療に対して、核酸ワクチンの重要性は益々高まると思
われる。本研究で明らかとなった細胞内侵入直後におこる外来核酸周囲のオートファジー機構の解明は、これま
で詳細が不明であった遺伝子導入の仕組みについての分子レベルでの発見であり、学術的な意義のみならず社会
的にも注目度が高い。また本研究の成果である遺伝子導入促進剤の開発は、ゲノム編集動物やゲノム編集細胞な
どの基礎研究分野における遺伝子工学実験だけでなく、臨床研究の場での遺伝子改変において広く応用可能な手
法となる。

※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 
細菌やウイルス、大気中の微小粒子状有害物質など様々な外来因子の侵入に対し、細胞はそれら
外来因子を異物としてとらえ排除する xenophagy 呼ばれる選択的オートファジー機構を持つ。
この細胞質での防御機構は核酸導入時にも活性化され、導入された核酸の多くが機能するまえ
に排除されてしまう。異物の侵入と同様に、核酸などの外来因子が細胞質に取り込まれた際も短
時間のうちに選択的オートファジーを受ける（文献１）。細胞工学において遺伝子の導入は必須
であり、導入の効率は基礎研究だけでなく臨床応用のための iPS 細胞の作製、分化誘導の効率
に影響するが、実際には導入した核酸の多くが核へ到達するまえに失われてしまっていると予
想される。核酸の侵入時にオートファジーレセプター p62 の核酸周囲への集結が見られること
から（文献２）、p62 及びこの時に形成される p62 複合体の機能が異物の排除機構に極めて重要
な因子であると予想された。 
 
２．研究の目的 
外来核酸のオートファジーによる分解に重要な役割を持つオートファジーレセプターp62 に

着目し、核酸導入により形成される p62 複合体の解析を行う。同定された個々の構成因子につ
いて、p62 複合体の選択的オートファジー作用の分子メカニズムを明らかにする。さらに p62 を
中心とした異物排除機構を特異的に抑制し、遺伝子導入効率を促進させることのできる化合物
を探索する。様々な核酸の導入に対して広い範囲での応用が期待できる、新たな遺伝子導入法を
構築する。 
 
３．研究の方法 
(1) p62 の形成するタンパク複合体が遺伝子導入効率を左右する分子基盤であると考え、その複
合体の解析を試みた。始めに p62 依存的な遺伝子導入の抑制が遺伝子導入方法によって異なる
かを確認するため、代表的な遺伝子導入法であるリポフェクションとエレクトロポレーション
との比較を行った。 
 
(2) 上記の結果を踏まえ、遺伝子導入処理により特異的に形成される p62 タンパク複合体を効
率的に捉えるため、エンドサイトーシス直後の p62 および周辺の細胞内因子の翻訳後修飾など
の変化を観察した。 
 
(3) p62 複合体の機能を抑制し遺伝子導入効率を上げる化合物を探索するためのハイスループ
ットスクリーニングを行うため、遺伝子導入効率の定量化が可能な細胞アッセイ系を構築した。
大阪大学の所有する低分子化合物ライブラリーから約 4000 化合物のハイスループットアッセイ
を行った。 
 
(4) 核酸導入直後におこるエンドサイトーシスにより p62 のリン酸化が急激に誘導されること
から、p62 のキナーゼである TBK1 の機能に着目した。TBK1 およびその関連因子が p62 複合体の
重要な構成因子であることが予想されたため、それらの因子の機能を明らかにするために TBK1
ノックアウト MEF 細胞を樹立した。 
 
(5) 上記の TBK1 ノックアウト MEF 細胞で明らかな遺伝子導入効率の上昇が確認できたことか
ら、TBK1 阻害剤の中から有力な遺伝子導入補助薬として使用できる化合物を探索するため、前
年度に構築したスクリーニング系を用い化合物のスクリーニングを施行した。またルシフェラ
ーゼレポーターベクターをゲノムに挿入した安定細胞株(MEF-Luc)を樹立し、化合物の２次スク
リーニングに使用した。 
 
(6) 同定された化合物の p62 複合体に及ぼす作用と遺伝子導入効果を明らかにし、新規の核酸
導入試薬としての活用の検討を行った。前年度のスクリーニングにおいて遺伝子導入効率にほ
とんど影響しない化合物については、複数の組み合わせでの化合物スクリーニングを試みた。 
 
４．研究成果 
(1) p62 依存的な遺伝子導入の抑制が遺伝子導入方法によって異なるかを確認するため、リポフ
ェクションとエレクトロポレーションによる遺伝子導入とを比較した。野生型 MEF 細胞では、リ
ポフェクションとエレクトロポレーションとでは DNA の導入効率はやや差がみられる程度であ
った。一方 p62 欠損 MEF 細胞でリポフェクションにて DNA 導入を行なった場合、野生型 MEF 細
胞に比べ飛躍的に遺伝子導入効率が上昇するのに対し、エレクトロポレーションでは野生型 MEF



細胞とほとんど差が
見られないという結
果となった（図１）。
この結果は p62 がエ
ンドサイトーシスを
介した遺伝子導入を
特異的に抑制する作
用を持つことを示
し、リポフェクショ
ンによる遺伝子導入
処理により特異的に
形成される p62 タン
パク複合体を捉える
には、エンドサイト
ーシス直後に誘導さ
れる細胞内因子に注目する必要があることが明らかとなった。 
 
(2) 上記の結果をもとにエンドサイトーシス直後の p62 および周辺の細胞内因子の変化を検討
したところ、遺伝子導入直後から細胞内オートファジーの活性化と共に p62 のリン酸化が急激
に誘導されることが確認された。この結果から p62 のリン酸化を誘導する因子がエンドサイト
ーシス直後に大きく動くことが予測されたため、まずそのキナーゼである CK2 および TBK1 に注
目した。それぞれの阻害剤の遺伝子導入に対する効果を確認したところ、CK2 阻害剤では ほと
んど効果が見られな
かったものの、TBK1
阻害剤では顕著な遺
伝子導入効率の促進
効果が見られた（図
２）。この阻害剤の効
果は MEF 細胞だけで
なく様々な細胞種で
確認することがで
き、TBK1 とその誘導
に関わる細胞内因子
が p62 タンパク複合
体形成に関与するこ
とが明らかとなっ
た。 
 
(3) p62 複合体に作用する低分子化合物の探索のため、遺伝子導入効率を定量化するアッセイ系
の構築を行った。遺伝子導入効率の低い野生型 MEF 細胞へルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ
レポーターベクターを遺伝子導入し、ルシフェラーゼタンパクの発現量を定量するアッセイ系
を 384well のサイズまでスケールダウンを行い、ハイスループットスクリーニングで定量的に
アッセイできる系を確立した。構築したアッセイ系を用い、低分子化合物ライブラリーからラン
ダムに選択した約 4000 化合物に対してハイスループットスクリーニングを行った。野生型 MEF
細胞と p62 欠損 MEF 細胞と
の結果の比較により、p62 複
合体の機能への作用が明ら
かな低分子化合物がいくつ
か同定された（図３A）。著し
く導入効率を促進した化合
物に対しては、それぞれの
遺伝子導入効果に対する至
適濃度の確認を行った。こ
のランダムなスクリーニン
グにより、複数のチューブ
リン阻害剤が遺伝子導入効
率促進に影響を与えること
がわかり、導入された核酸
がオートファジーにより排
除される過程でこれらの化
合物がオートファゴゾーム
の形成を抑制している可能
性が示唆された（図３B）。 



(4) TBK1 の抑制により p62 S405 のリン酸化が抑えられることから、TBK1 およびその関連因子
が p62 複合体の重要なコンポーネントであると予想されたため、それらの因子の機能を同定す
るために野生型 MEF 細胞に含まれる TBK1 をゲノム編成にてノックアウトを行い、TBK1 ノックア
ウト MEF 細胞を樹立した。この細胞を用いて遺伝子導入効率を確認したところ、野生型 MEF 細胞
に比べ明らかな遺伝子導入効率の上昇が認められた(データ未発表)。この結果から、TBK1 が p62
を介した遺伝子導入の制御に強く関わっていることが明らかとなった。 
 
(5)上記の結果より TBK1 阻害剤が有力な遺伝子導入促進剤として使用できる可能性が予想され
たことから、すでに市販されている抑制剤加え、それらと類似構造を持つ化合物を合わせて約 80
種類選択し、これまでの化合物スクリーニングと同様の方法で、細胞添加剤としてより効果が高
いものを指標に化合物のスクリーニングを行なった(データ未発表)。さらにルシフェラーゼレ
ポーターベクターをゲノムに組み込んだ MEF 細胞の樹立を行い、スクリーニングで得られた化
合物が遺伝子導入に対して特異的に作用することが確認された。 
 
(6)上記のスクリーニングにおいて、TBK1 阻害剤として分類されている薬剤の中には p62 S405
のリン酸化にほとんど影響しないものもあることがわかった。そこで効果のある化合物に類似
構造を持つ化合物のスクリーニングを行ったところ、単独で遺伝子導入に強く影響する化合物
だけでなく、複数の化合物を組み合わせて作用させた場合に相乗効果をもたらすものが同定さ
れ、新たな遺伝子導入促進剤としての可能性が見出された。 
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