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研究成果の概要（和文）：本研究課題の進展により、様々なタンパク質品質管理機構の一端を明らかにした。ミ
トコンドリアストレスを引き起こす様々な化合物の同定、オートファジーに関する分子機構の解明、細胞外タン
パク質分解システムのアッセイ方法の確立、α２マクログロブリンが異常細胞外タンパク質の分解に関わること
を解明し、それぞれの成果は、J. Biol. Chem.、Cell Death Discovery、MBoC、Star Protocols、Scientific 
Reportsに論文発表した。さらに、新しい細胞外シャペロンCRED1,2を同定し、今後の細胞外タンパク質分解シス
テムの土台を構築した。

研究成果の概要（英文）：The progress of this research project has revealed some aspects of various 
protein quality control mechanisms, including the identification of various compounds that induce 
mitochondrial stress, elucidation of molecular mechanisms related to autophagy, the degradation of 
abnormal extracellular proteins by α2-macroglobulin. The results of these studies have been 
published in J. Biol. Chem., Cell Death Discovery, Molecular Biology of the Cell, Molecular Biology 
of the Cell, Star Protocols, and Scientific Reports. Furthermore, we identified novel extracellular 
chaperones CRED1&2 and established the foundation for future extracellular protein degradation 
systems.

研究分野： タンパク質分解

キーワード： タンパク質分解　細胞外タンパク質　異常タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、異常なタンパク質が細胞内や細胞外に生じた場合に異なるメカニズムによって、認識され、分解
へ導く、その機構の一旦を明らかとした。異常タンパク質は形、場所、時期など異なり、それぞれの応じたタン
パク質品質管理がはたらくことで、生体内の恒常性を保つことがわかった。特に細胞外のタンパク質分解系の重
要性が示唆され、今後更なるタンパク質品質管理システムの詳細な機構の解明や、タンパク質蓄積疾患への応用
へと期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 生体内のタンパク質は合成されて細胞内外で働くことが重要である。しかし 1 度合成された
タンパク質が一生にわたり働き続けるわけではない。ほ乳類におけるタンパク質の寿命は平均
して数日程度であり、実際にタンパク質は常に代謝回転している。その過程において異常なタン
パク質が生じる場合がある。内因的な遺伝子変異による異常なタンパク質の生産や、外因的なス
トレスによるタンパク質により構造変化し、変性する。また生得的に構造上凝集性のタンパク質
も存在する。変性した異常タンパク質が蓄積すると、神経疾患などを引き起こす要因となる。例
えば、異常型プリオンタンパク質や、シヌクレイン、異常伸長ポリグルタミン配列を持つタンパ
ク質は細胞内に蓄積し、それぞれプリオン病、パーキンソン病、ポリグルタミン病の原因となる。
また、細胞外に蓄積するアミロイドβはアルツハイマー病の原因となることが知られている。こ
れを防ぐため、生物は異常タンパク質を認識して除去する機構が備わっており、その機構を利用
した疾患関連異常タンパク質を除去する方法の開発は疾患治療につながる。細胞内における異
常タンパク質の分解経路ユビキチン-プロテアソーム系、オートファジー・リソソーム系につい
ては研究が進展している。 
細胞内のタンパク質が分解によって品質管理されていることはわかってきたが、ほ乳類では

タンパク質は細胞内空間だけにとどまらず、細胞外空間、つまり血液など体液にも潤沢に存在し
機能する。細胞外環境は、細胞内より変化が大きいため、ダメージも受けやすく、タンパク質が
より変性しやすい過酷な環境といえる。しかしながら、細胞外におけるタンパク質分解経路の理
解は乏しい。 
 
２．研究の目的 
細胞外タンパク質の分解経路は、細胞外シャペロンと呼ばれる数種類のタンパク質が関

わっていることがいくつかの研究から報告されている。私はこれまでの研究から細胞外シ
ャペロンのひとつである Clusterin がストレスを受けたタンパク質に結合し、Clusterin と
変性タンパク質複合体が細胞内に選択的にエンドサイトーシスされ、リソソーム分解へ導
かれることを明らかにした。本研究課題では Clusterin 以外の細胞外シャペロンに着目し、
細胞外タンパク質分解経路の開拓を進めた。また、これまでのオートファジーを中心とした
細胞内タンパク質分解の分子機構の研究を基にした、オートファジーによる細胞内選択的
タンパク質分解の解析も進めた。 
 
３．研究の方法 
 細胞外シャペロン-基質複合体がエンドサイ
トーシスを介してリソソーム分解されるかを調
べるために、細胞外シャペロンに蛍光タンパク
質の RFP(赤)と GFP(緑)をタンデム（RG）に結
合させた融合タンパク質を作成し、エンドサイ
トーシス量を定量解析する方法を開発した（図
1）(STAR Protocols, 2021)。 
細胞外シャペロン-RG を高発現するほ乳類培養
細胞から、その培養上清に含まれる分泌された
細胞外シャペロン-RG タンパク質を精製した。
精製した細胞外シャペロンと変性タンパク質を
ほ乳類培養細胞の培養培地に加え、1 晩細胞培
養した後、細胞内の蛍光値をフローサイトメー
ターで測定した。その結果、細胞あたりの RFP
蛍光値が変性タンパク質の存在下で増加した。
この系を用いて、様々な細胞外シャペロンの取
り込み活性を調べることが可能となった。 
 
４．研究成果 
これまでの結果から、細胞外に異常タンパク質が生じると、Clusterin が結合し、その複合体

は細胞表面受容体としてヘパラン硫酸と静電相互作用によって結合して、細胞内にエンドサイ
トーシスされリソソーム分解されることが分かった(Itakura et al., JCB 2020)。我々はこの
経路を Chaperone- and Receptor- mediated Extracellular protein degradiation  (CRED)と
命名した。細胞外シャペロンの多様性を探索するため、他の細胞外シャペロンα2-
macroglobulin(a2M)に着目した。a2M に RG を結合させた a2M-RG をほ乳類培養細胞の培地から回
収・精製した。細胞質タンパク質群に熱ショックを与えた変性タンパク質と共に a2M-RG を HeLa

図１ 細胞外シャペロンの取り込みアッセイ 



細胞の培地に添加し、エンドサイトーシスによる取
込み量を調べた。その結果、a2M-RG は変性タンパク
質の存在下にて、細胞内への取り込みが増加した
（図 2）。同様の細胞を、蛍光観察したところ、RFP
のシグナルはリソソームマーカーと共局在したた
め、a2M-変性タンパク質複合体はエンドサイトーシ
スされてからリソソーム分解を受けることが示唆
された。 
 a2Mが結合する変性した細胞質タンパク質を同定
するため、熱ショックした細胞質タンパク質と混合
した a2M の結合したタンパク質を質量分析によっ
て解析したところ、PSMD5、ALDH1A1、ESD などが同
定された。大腸菌からこれらの組換えタンパク質を
精製し、上記と同様 a2M-RG を用いた細胞取込みア
ッセイを行ったところ、a2M-RG と変性した PSMD5, 
ALDH1A1, ESD タンパク質は細胞内取込みが増加し、イムノブロットによって、ALDH1A1 または
ESD タンパク質も細胞内に取り込まれ、リソソーム
分解されていることが分かった（図 3）。HeLa 細胞
以外での取込み活性を調べたところ、肺、肝臓、小
腸、グリア細胞由来の培養細胞株においても、取込
み活性が見られることから、a2M の取り込み分解は組織に
普遍的に存在すると考えられた。 
 次に、a2M の選択的エンドサイトーシスの分子機構を調
べた。これまで a2M が結合する細胞膜タンパク質として
知られている LRP1 に着目した。CRISPR によって LRP1 KO
細胞を作成し、a2M 取込みアッセイを行ったが、その取込
み活性は大きく変化しなかった。Clusterin の細胞内取込
みは、その膜上のヘパラン硫酸鎖を受容体とした経路に
よって行われる。a2M の取り込みにヘパラン硫酸が必要か
どうか調べるため、ヘパラン硫酸合成を欠損した EXT1 KO
細胞を用いて、取込みアッセイを行ったが a2M の取り込
み活性に影響しなかった。プロテアーゼインヒビターと
して知られている a2M は、プロテアーゼを a2M 内に閉じ込
める構造変化にその bait region が関わる。Bait region
と取込み活性の関連を調べるため a2M の bait region 欠
損体を作成し取込みアッセイを行ったが、その活性に変
化はなかった。これらの結果から、a2M の細胞内取込みは、
未知の機構によって仲介されていることがわかった。 
 A2M と Clusterin の役割を調べるため、5 つの異なる変
性タンパク質を用いて、それぞれの取り込みアッセイを
行った。その結果、Clusterin は普遍的にいずれのタンパ
ク質においても取込み活性を示したが、a2M はいくつかの
タンパク質のみ取込み活性を示した。それらタンパク質
の凝集能を濁度アッセイによって調べたところ、a2M は凝
集性の高いタンパク質の基質指向性が高いことが分かっ
た。 
 これらの結果から、a2M は細胞外の異常タンパク質を分
解する細胞外シャペロンであり、Clusterin と異なる、よ
り凝集能の高いタンパク質に特化した細胞外シャペロン
であることがわかった（Sci. Rep. 2023）。 
 オートファジーによる細胞内タンパク質分解システム
の分子機構についても調べた。その結果、ミトコンドリア
ストレスプローブを開発し、新しいミトコンドリアスト
レス化合物を同定した（JBC 2021）。また CCPG1 が ER-
phagy 誘導時に、小胞体内の基質と細胞質オートファゴソ
ーム膜との両方の受容体として、選択的な小胞体基質分解
を仲介していることを見出した（MBoC 2023）。さらにオート
ファゴソーム形成を阻害する新規化合物としてｂTBT を同定した（Auto. Rep. 2023）。 
 これらの成果から、生体内のタンパク質分解に関わる分子機構の一旦が明らかとなり、今後の
タンパク質品質管理システムの研究分野の発展が期待できる。さらに、新規の細胞外シャペロン
（CRED1, CRED2）の同定に成功し、いくつかの異常タンパク質を分解することが分かってきた
（未発表データ）。現在、その機能解析を進めている。 

図 2 a2M-RG は変性タンパク質の存在下に
て、細胞内への取り込みが増加する。 

図 3 a2M は熱変性したALDHA1A1
または ESD タンパク質の細胞内
取込み分解を増加する。 

図4 a2MとClusterinは異な
る基質指向性をもつ 
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