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研究成果の概要（和文）：本研究は、「加齢によるオートファジー不全はどのようなメカニズムで生じるの
か？」についてその一端を解明するため、オートファジー抑制分子であるRubiconに着目した。研究代表者ら
は、短期間で老化を解析することが可能であるショウジョウバエを用いて、加齢に伴うRubiconの翻訳後修飾変
化を解析した。その結果、Rubiconは加齢および雌雄により異なるパターンの翻訳後修飾を受けていることが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study focused on Rubicon, an autophagy suppressor, to elucidate the 
mechanism of reduction in autophagic activity with age. We analyzed post-translational modification 
changes of Rubicon during aging using Drosophila, which is suitable for analyzing aging in a short 
period. The results revealed that Rubicon undergoes different patterns of post-translational 
modifications depending on aging and sex.

研究分野：神経疾患

キーワード： オートファジー　老化　ショウジョウバエ　ポリグルタミン病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オートファジーはアルツハイマー病などの神経変性疾患のみならず、生理的老化にも重要である。本研究で見出
したRubiconの加齢および雌雄による翻訳後修飾変化は、Rubiconの機能変化にも関与することが予想され、さら
なる検証を行うことで上記疾患や老化のメカニズム、および予防・治療法の開発に貢献する可能性がある。

※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 
アルツハイマー病やパーキンソン病、ポリグルタミン病などの神経変性疾患では、病理学的特徴
としてタウ、αシヌクレイン、異常伸長ポリグルタミン蛋白質を主とする神経細胞内凝集体が認
められる。凝集体の構成成分は家族性疾患の原因遺伝子産物として同定され、異常構造変化およ
び凝集した原因蛋白質の蓄積が神経変性を引き起こすという共通の発症分子メカニズムが考え
られている。現在、それぞれの疾患に対する対症療法は存在するものの、発症・進行を抑制する
根本的治療法は未だ開発途上である。 
  
異常蛋白質の蓄積に加え、神経変性疾患に共通するもう一つの特徴として加齢に伴う発症リス
クの増加が挙げられる。老人斑や神経原繊維変化などの凝集体の蓄積は、低頻度ながら健常人の
老化脳においても認められることから、生理的な老化と神経変性疾患の発症・進行には、蛋白質
の凝集・蓄積に関わる共通のメカニズムがあると考えられ、その一つとしてオートファジーの活
性低下が挙げられる。実際、老齢動物組織におけるオートファゴソーム形成能の低下をはじめと
する様々な報告により、加齢によるオートファジー活性低下が示されている。オートファジーは
バルク細胞内分解系であり、細胞内小器官を含む細胞質成分の代謝を担うシステムである。その
不全は異常蛋白質の蓄積を引き起こし、ひいては神経変性疾患の発症・進行の促進因子となるこ
とが予想される。しかし「加齢によるオートファジー不全はどのようなメカニズムで生じるの
か？」についてはほとんど明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
神経変性疾患の治療法としてオートファジーの活性化が有望であると考え、標的分子としてオ
ートファジー抑制分子 Rubicon（Run domain protein as Beclin-1 interacting and cysteine-
rich containing）（文献 1、2）に着目した。多数の神経変性疾患モデルが確立されているショ
ウジョウバエを用いて基礎検討を行った結果、神経系 Rubicon ノックダウンがポリグルタミン
病モデルハエの症状を著しく改善させることを見出した。さらに Rubicon ノックダウンが野生
型ショウジョウバエの寿命を延長させること、加齢に伴い発現量が増加することを見出し（文献
3）、Rubicon が加齢性オートファジー不全の原因分子である可能性を考えた。そこで本研究では、
（1）加齢脳における Rubicon の発現制御とその役割を明らかにすることで、加齢性オートファ
ジー不全のメカニズム解明に取り組むこと、また Rubicon の機能阻害によるオートファジー活
性化剤の開発に向け、（2）Rubicon のオートファジー抑制を担うドメインの解析を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)  加齢による Rubicon 発現増加のメカニズム 
野生型ショウジョウバエにおいて Rubicon は加齢に伴い増加すること、またこの増加は mRNA レ
ベルの変化を伴わないことを見出しており、そのメカニズムとして翻訳後修飾による安定化を
考えた。そこで、0・2・4週齢の HAタグ融合 Rubicon 過剰発現ハエ（全身発現誘導）（文献 4）
から Rubicon を免疫沈降、または SDS-PAGE ゲルからの Rubicon タンパク質の抽出および限外ろ
過カラムによる濃縮を行い、LC/MS/MS を用いて翻訳後修飾を解析した。十分なシーケンスカバ
ー率の得られたサンプルを用いて加齢および雌雄間で翻訳後修飾を比較した。リン酸化修飾に
ついて Phos-tag を用いて検証を行った。 
 
(2)  Rubicon 過剰発現ショウジョウバエを用いた機能ドメインの解析 
Rubicon は全長 972 アミノ酸の比較的大きな膜蛋白質であるため、スクリーニングに用いる精製
蛋白質の調製が困難であることが予想された。Rubicon がオートファジーを抑制するための機能
ドメインとして、Vps34 と相互作用する N末端領域の RUN ドメイン（文献 5）、および RING-type 
Zn finger domain を含む C末端領域（文献 6、7）の両者が報告されている。RUN ドメインまた
は C末端領域のみを相互作用スクリーニングに用いることが可能であるか検討することとした。
Rubicon の生理機能発現に RUN ドメインが必須であるかを確認するため、野生型または RUN ドメ
インを欠く Rubicon を過剰発現するショウジョウバエを作製し、ポリグルタミン病モデルに対
する影響を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)  加齢による Rubicon 発現増加のメカニズム 
0・2・4週齢の Rubicon-HA 過剰発現ハエから Rubicon を HA 抗体により免疫沈降し、LC/MS/MS を
用いて翻訳後修飾を解析した。Rubicon 発現量の多いオス由来のサンプルにて十分なシーケンス
カバー率を得ることができ、翻訳後修飾解析により加齢に伴いリン酸化が変動していることを
見出した。しかし、メス由来のサンプルではシーケンスカバー率が低く、翻訳後修飾変動の同定
には至らなかったため、SDS-PAGE ゲルからの Rubicon タンパク質の抽出、および限外ろ過カラ
ムによる濃縮を行った。最終的にオスと同等のカバー率が得られたため加齢および雌雄間で翻



訳後修飾を比較した結果、メスではリン酸化の変動が認められないことが明らかとなった。これ
らの結果は、Phos-tag SDS-PAGE 解析でも確認された（未発表）。加齢に伴う Rubicon 発現増加
は雌雄ともに見られることからリン酸化変動は当初目的である加齢に伴う増加のメカニズムと
関連しないと考えられるが、Rubicon の機能における性差の可能性を考え、オートファジー抑制
機能や寿命などの生理機能に対する影響について解析を進めている。 
 
(2)  Rubicon 過剰発現ショウジョウバエを用いた機能ドメインの解析 
野生型（WT）または RUN ドメインを欠く Rubicon（ΔRUN）を過剰発現するショウジョウバエを
作製し、ウェスタンブロッティングにより発現を確認した。そこでポリグルタミン病モデルに対
する影響を評価した。その結果、RUN ドメインを欠く Rubicon も野生型 Rubicon と同様にポリグ
ルタミン病モデルハエの症状悪化を引き起こすことが明らかとなり（図 1）、C末端領域がオート
ファジー抑制機能発現に十分であることが示唆された（文献 4）。 
 

 
図 1 ポリグルタミン発現ショウジョウバエの運動機能に対する全長 Rubicon（WT）および RUN ド
メイン欠損 Rubicon（ΔRUN） 
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