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研究成果の概要（和文）：外来の異物を分解する選択的オートファジーp62は、細胞内に侵入した核酸を速やか
に分解し核酸の導入を著しく阻害する。化合物スクリーニングの結果、この活性制御を行うTBK1の阻害剤で遺伝
子導入効率が強く促進されること明らかにした。さらに核酸のみならずアデノウイルスの感染効率もこれらの薬
剤で上昇させることが明らかとなった。p62複合体の解析からアデノウイルスたんぱく質が実際に結合し機能阻
害することが判明した。本研究成果は核酸導入のみならずウイルスベクターを用いた様々な医療に貢献できると
考えられる。

研究成果の概要（英文）：Autophagy plays an important role in the defense against pathogen infection.
 Since most pathogens possess DNA or RNA, this system may play a role in the removal of foreign 
nucleic acids. The selective autophagy receptor p62 can rapidly degrade transfected nucleic acids 
and significantly inhibit gene delivery. High throughput screening of chemical compounds has shown 
that the inhibition of TBK1, which controls p62 activity, significantly increases gene transfection 
efficiency. In addition, these inhibitors can also enhance adenovirus infection. It was also found 
that adenoviral proteins form the complex that inhibits p62. These research results are expected to 
contribute not only to nucleic acid delivery, but also to medical applications using viral vectors.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 遺伝子導入　核酸医薬　ウイルスベクター　オートファジー　アデノウィルス

  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、遺伝子導入やウイルス感染などの分野で大きな社会的な意義を持っている。 遺伝子導入におい
ては、p62が細胞内で核酸の分解を促進することに着目し、p62の機能抑制による遺伝子導入効率の促進は、新た
な遺伝子治療法の開発につながることが予測される。また世界中で問題となったCOVID-19パンデミックにおい
て、ワクチンの開発は極めて重要な課題であり、そのなかで本研究は、アデノウイルス感染制御剤を可能とする
ことで危険性の少ないアデノウイルスベクターを用いたワクチンの基盤技術を提供することが期待される。

※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。
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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
xenophagy と呼ばれる選択的オートファジー機構によってそれらを排除する。この防御機構は
核酸導入時においても活性化されるため、導入された核酸の多くは核内など機能する領域に達
する前に分解・排除されてしまう。細胞工学では遺伝子の導入は必須であり、導入効率は基礎研
究だけでなく、iPS 細胞の作製やゲノム編集など臨床応用にも大きく影響する。また近年多くの
核酸医薬品が開発され、核酸を効率良く導入するための導入試薬やキャリアの開発、安定性を維
持するためのリンカー付加などが行われているが、導入した核酸の多くは十分機能する前に失
われてしまうことが大きな問題である。 
申請者はこれまでに、外来因子が細胞質に取り込まれた際に短時間のうちに選択的オートファ
ジーを受けることに着目し、オートファジーレセプターp62 がこのメカニズムに重要な役割を持
つことを明らかにしてきた。野生型マウス繊維芽細胞（MEF 細胞）と p62 ノックアウトマウス
から樹立した p62KOMEF 細胞とに GFP レポーター遺伝子を導入したところ、p62KOMEF 細
胞では野生型 MEF 細胞に比べ導入効率が約 10 倍上昇した。さらに p62KOMEF 細胞に p62 を
一過的に発現させるレスキュー実験を行ったところ、遺伝子導入効率は顕著に減少した。この結
果は p62 が導入された外来核酸の排除機構に極めて重要な因子であることを示している。この
分子機構を理解するために、細胞への異物導入からオートファジー関連因子の異物へのリクル
ートまでのライブイメージングを試みた。しかし一般的なリポフェクション法のような核酸の
導入は、核酸の細胞質への露出の瞬間であるエンドソーム膜崩壊のタイミングを捉えることが
難しく、導入直後に核酸周囲に集まる分子を観察することが困難であった。そこで申請者のグル
ープはマグネットビーズにエンドソーム内の酸性下で強い蛍光を発する試薬を付加し、ビーズ
を外来異物として細胞に取り込ませ、侵入直後にビーズ周囲に集まる細胞内タンパク質の動き
を観察することに成功した。これまでの実験から、導入されたビーズ周囲に p62 やユビキチン
(Ub)などが短時間で集結することが明らかとなっている。さらにこの Ub 化の効率と遺伝子導入
の効率には明確な相関があることが明らかとなっている。 
これらの知見を元に、申請者は p62 を中心とした異物排除機構の分子メカニズムを理解しその
仕組みを制御することで、効率の良い新たな遺伝子導入法が構築できると考えた。この方法は近
年発展している再生医療における iPS 細胞作製や CAR-T 細胞への遺伝子導入、血球での遺伝子
疾患治療の際のゲノム編集に必要なクリスパーベクターの導入など、広い範囲での応用が可能
となる。またこの仕組みを細胞の防御機構と捉え、この制御機構を利用することでウイルスや細
菌に対する感染防御への応用も期待できる。 
 
２．研究の目的 
 
外来核酸導入により活性化されるオートファジー機構に着目し、導入により核酸周囲に集結す
る p62 複合体を同定し、その構成因子の機能を解析する。これにより核酸導入直後におこるオ
ートファジー機構の分子メカニズムの全体像を明らかにし、ここに関わる p62 複合体の機能を
特異的に抑制し、遺伝子導入効率を促進させる化合物を探索する。得られた化合物について、複
合体構成因子に及ぼす作用を生化学的解析及びライブイメージングにて解析し、新規核酸導入
試薬としての可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
これまでの実験結果から、核酸の導入に対し p62 が抑制的に働くこと、また p62 のリン酸化が遺
伝子導入効率に大きく影響を与えることが明らかとなっている。本研究では p62 の複合体を明
らかにして、その機能を阻害する薬剤をスクリーニングする。これらの薬剤の p62 への影響を生
化学的、細胞生物学的に明らかにすると共に応用を視野に入れ p62 とそれらの因子の相互作用
の生理的な意味について解析を行う。 
 
これらを踏まえ以下の項目で研究を進める。 
 
1） p62 複合体構成因子の同定 
2） 核酸の導入促進化合物スクリーニング法の確立 
3） 化合物の p62 複合体への作用点の解明とその応用 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
 
（１）p62 複合体構成因子の同定 
 
HEK293 細胞にシャケ精子由来の DNA を遺伝子導入したのち細胞を回収し、遺伝子導入しない細
胞と並行して p62 複合体を精製した。その構成因子を質量分析によって同定し比較して、常に結
合している因子および新たに結合が増えたものを選出し検討した。 
その結果、常に結合している因子として HEK293 細胞に常に発現しているアデノウィルスの E1B
たんぱく質が同定された。興味深いことにこの結合は他の結合たんぱく質よりも非常に強く、
p62 の翻訳後修飾による影響を受けることはなかった。一方遺伝子導入後 p62 と結合が増加した
ものの中には、ミトコンドリア関連因子が非常に多く含まれていた。外来の異物が細胞質に侵入
した際に細胞の異物 DNA 応答を引き起こすためにミトコンドリアが自らのゲノム DNA を放出す
ることが知られているが、遺伝子導入の際にはこのような応答が細胞で起きていることが、今回
の結果で示唆された。 
 
（２）核酸の導入促進化合物スクリーニング法の確立 
 
p62 複合体に影響する化合物の探索のた
め、核酸の導入効率を定量化するアッセイ
系の構築を行った。恒常的にルシフェラー
ゼ遺伝子を発現するレポーターベクター
を遺伝子導入効率の低い野生型 MEF 細胞
へ導入し、化合物の添加によるルシフェラ
ーゼ発現量の差を比較した。p62KOMEF 細
胞と薬剤の効果を比較することによって
p62 依存性のある薬剤の選定を行った結
果、高いもので 250-300 倍程度、導入効率
を促進する薬剤が同定された。それらトッ
プヒットの中から既知薬を選定しそれら
の作用機序を検討した結果、微小管阻害剤
を低濃度で使用することで強い遺伝子導
入の促進効果がみられることが判明した。
興味深いことに微小管の重合阻害のみな
らず重合の安定化においても同様の遺伝
子導入促進効果がみられることから、p62
を介した遺伝子導入の阻害効果は微小管
の正常な機能を維持することが重要であ
ることが判明した(Fig.1)。 
これらの結果はこれまでのオートファジ
ー機能において微小管の機能が重要であ
ることと一致している。この成果は微小管
阻害剤にすでに承認されている抗がん剤
が多く含まれることから、本遺伝子導入法
が、がん治療においても使用できる可能性
を示唆している。 
 
（３）化合物の p62 複合体への作用点の解
明とその応用 
 
上記の化合物スクリーニングに並行して、
すでに判明している p62 の機能調節を標
的とした化合物のスクリーニングを行っ
た。p62 は Ub と結合するために S403 のリ
ン酸化が必要となる。そのため、このリン
酸化酵素の制御が p62 を介した遺伝子導
入の調節にかかわると考えた。S403 のリン酸化には TBK1 が関与していることがすでに分かって
いたため、TBK1 のノックアウト細胞をゲノム編集によって作成したところ、野生型の MEF 細胞



に対してTBK1KO MEF細胞では著しく遺
伝子導入効率が上昇した。興味深い点
として、この KO細胞においては遺伝子
導入で見られるS403の強いリン酸化が
見られなくなることから、この経路で
の主要なキナーゼがTBK1であるという
ことが明らかとなった(Fig.2)。TBK1 に
は既存の阻害剤が多数あるため、これ
らのライブラリーを構築し導入効率の
促進を検討した。その結果、細胞へのダ
メージが少なく遺伝子導入効率を促進
する薬剤を検索したところ、BX795 を導
入前 1時間程度で処理するだけで 5-10
倍の導入効率の促進がみられることを
発見した。さらに薬剤の中には作用機
序の異なる阻害剤があることから、２
剤併用によって促進効果がみられるか
を検討したところ、いくつかの組み合
わせで最大25倍程度まで導入効率が促
進することが判明した。またこの２剤
併用の効果は MEF 細胞だけではなく複
数の細胞種で同様の効果を示すことが
明らかとなった(Fig.3)。 
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