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研究成果の概要（和文）：液－液相分離で形成されるp62顆粒は、349番目のセリン残基(Ser349)がリン酸化され
たp62を含み、NRF2の活性化に関与している。しかし、リン酸化の制御機構や生理的意義は不明なままである。
今回、ULK1をp62のキナーゼとして同定した。ULK1はp62顆粒に局在し、p62と直接相互作用していた。擬似リン
酸化p62ノックインマウス（p62S351E/+）は、NRF2の恒常的活性化と成長遅延を示し、後者は過角化による食道
や前胃の閉塞を起因とする栄養失調と脱水が引き起こされていた。以上の結果は、酸化還元に依存しないNRF2活
性化経路の生理的重要性と液－液相分離の新たな生理的役割を示している。

研究成果の概要（英文）：p62 bodies formed by liquid-liquid phase separation contain 
Ser349-phosphorylated p62, which participates in the redox-independent activation of NRF2. However, 
the regulatory mechanism and physiological significance of phosphorylation remain unclear. Herein, 
we identify ULK1 as a kinase responsible for phosphorylation of p62. ULK1 co-localizes with p62 
bodies, and directly interacts with p62. p62S351E/+ mice are phosphomimetic knock-in mice in which 
Ser351 corresponding to human Ser349 is replaced by Glu. These mice, but not phosphodefective 
p62S351A/S351A mice, exhibit NRF2 hyperactivation and growth retardation, the latter caused by 
malnutrition and dehydration due to obstruction of the esophagus and forestomach secondary to 
hyperkeratosis. Our results expand our understanding of the physiological importance of the 
redox-independent NRF2 activation pathway and provide new insight into the role of phase separation 
in this process.

研究分野： オートファジー

キーワード： 選択的オートファジー　p62　ULK1　リン酸化　p62-KEAP1-NRF2経路
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は細胞のストレス応答機構や液―液相分離の生理的役割について新たな知見を与えるものである。
p62顆粒は肝疾患、神経変性疾患の病変細胞や肝細胞がんの病変部位で過剰に蓄積することが知られており、こ
れら病態においてレドックス非依存性ストレス応答が調整不全となっていることが強く疑われる。本研究で得ら
れた知見をもとに、より詳細な解析を進めることで、p62顆粒が関与する病態発症機序の解明が期待される。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 

選択的オートファジーレセプターの一つである p62 は、ユビキチン化タンパク質と結合するこ

とで液−液相分離し液滴を形成する。p62 液滴はクライアントタンパク質である KEAP1 と結合

して生体防御機構の p62-KEAP1-NRF2 経路を活性化するとともに、自身のオートファジー分

解を介して細胞のプロテオスタシスに貢献している。これらの p62 の機能には p62 の 439 番目

のセリン残基のリン酸化が必要とされることが知られていた。しかし、そのリン酸化酵素や p62-

KEAP1-NRF2 経路の生体内における意義については不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
 
細胞内に生じた p62 液滴は、p62-KEAP1-NRF2 経路の活性化、および p62 介在性選択的オー

トファジーを亢進させることで細胞の恒常性を維持している。しかしながら、そのキーファクタ

ーである p62 の責任キナーゼやその生理的役割は不明である。そこで本研究課題では、(1) p62

のリン酸化に関与するキナーゼを同定、(2) 同定したキナーゼの p62-KEAP1-NRF2 経路の活性

化を介した生理的役割を検証、さらに、(3) p62-KEAP1-NRF2 経路の恒常的活性化が生体に与

える影響を調べることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
高速原子間力顕微鏡を用いて p62 と ULK1 の相互作用を観察し、相互作用領域を特定する。免

疫蛍光顕微鏡観察により、ULK1 の p62 液滴への局在とそれに依存した p62 と KEAP1 の結合

を解析する。ULK1 の特異的阻害剤を用いて、p62 と KEAP1 の結合解析と p62-KEAP1-NRF2

経路への影響を調べる。さらに、光退色後蛍光回復(FRAP)や光退色後蛍光損失法(FLIP)を用い

てp62 液滴とKEAP1の動態を解析。p62変異体ノックインマウスを作製し、p62-KEAP1-NRF2

経路の生体内での意義について検証する。 
 
 
４．研究成果 
 

ULK1 は p62 と直接相互作用を介して p62 をリン酸化するキナーゼである 

高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）を用いて p62 と ULK1 の物理的相互作用を調べた（図 1A)。その

結果、p62 と ULK1 は互いの IDR を介して相互作用を介していることが判明した。これと一致す

るように、インビトロキナーゼアッセイにより ULK1 が p62 の Ser349 を直接リン酸化すること



が明らかにされた（図 1B）。 

ULK1 は p62 液滴に局在し、p62 液滴内に KEAP1 を隔離する 

ULK1 の特異的阻害剤 MRT68921 で処理した細胞では、p62 のリン酸化が抑制され、p62 液滴への

KEAP1 の局在が減少、p62-KEAP1-NRF2 経路の活性化も低下していた（図２）。 

 

ULK1 による p62 液滴のリン酸化は KEAP1 を p62 液滴内に維持する 

光退色後蛍光回復(FRAP)および光退色後蛍光損失法(FLIP)を用いた解析で、リン酸化不能 p62 変

異体(S349A)からなる p62 液滴では、KEAP1 が細胞質と p62 液滴との間で平衡状態にある一方、

リン酸化模倣 p62 変異体(S349E)からなる p62 液滴では KEAP1 は p62 液滴内部に流入できるも

のの p62 液滴からの流出が減少することが明らかとなった（図 3）。 

 

 

ULK1 による p62 液滴のリン酸化の生理的意義 

生体内におけるp62のSer349リン酸化の生理的役割を明らかにするために、Ser351（ヒトSer349

に相当）を Glu（p62S351E/+マウス）または Ala（p62S351A/+マウス）に置換した p62 を発現するノッ

クインマウスを作成した。p62S351E/+マウスは、P12 および P15 で重度の成長遅延と軽度の肝腫

大を示した（図 4）。RNAseq、または定量 PCR を用いた遺伝子発現解析から p62S351E/+マウスは、野

生型マウスに比べ、NRF2 の活性化が認められた。 HE 染色の結果、p62S351E/+マウスの食道と前胃



は、野生型マウスに比べて角質層が著しく厚くなっていた（図 4）。p62S351E/+マウスの血清データ

では、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ値が有意に上昇し、低血糖と高コレステロール、

血中尿素窒素とクレアチニンの増加は、栄養不良、および脱水症状を示していた（図 4）。以上

の結果は、p62S351E/+マウスが Keap1 欠損マウス（Wakabayashi et al, 2003）と同じフェノタイ

プであり、食道と前胃の過角化による栄養摂取障害が p62S351E/+マウスの表現型の主要因である可

能性を示唆していた。これらのマウスとは対照的に、p62S351A/+や p62S351A/S351Aマウスは正常であり、

明らかな成長遅滞を示さなかった。 

 

結論 

本研究により、ULK1 は p62 液滴に局在化し、p62 液滴をリン酸化することで KEAP1 を p62 液滴

内に封じ込めることが明らかとなった。その結果として、p62 液滴は KEAP1 の酸化修飾がなくと

も NRF２を活性化する、というこれまで全く知られていなかったストレス応答経路「レドックス

非依存性ストレス応答」が見出された。マウス個体に p62 の擬似リン酸化体を強制発現させた結

果、過剰な生体防御反応のため食道や前胃上皮細胞の過角化を起こし、その結果、栄養失調や脱

水症状が引き起こされた。このことは、p62 液滴のリン酸化を介したレドックス非依存性ストレ

ス応答が生体内の恒常性維持に重要な役割を果たすことを示している。 
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