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研究成果の概要（和文）：核タンパク質TDP-43の細胞質内蓄積を特徴とする前頭側頭葉変性症（FTLD-TDP）の原
因タンパク質プログラニュリン（PGRN）のリソソームにおける働きを仲介する因子の探索を行い、解糖系を構成
する酵素であるホスホグリセリン酸キナーゼ１（PGK1）を候補因子として同定した。PGRNとPGK1は共にリソソー
ムの酸性化とオートファジックフラックスを正に制御し、易凝集性のTDP-43の蓄積を抑制した。PGK1の発現抑制
下では、PGRNのリソソーム酸性化促進作用は認められなかった。また、PGRN欠損細胞では、解糖系の活性が低下
することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Progranulin (PGRN) is a causal protein of familial Frontotemporal lobar 
degeneration characteristic of accumulation of a nuclear protein TDP-43 (FTLD-TDP). In this study, 
we suggested that phosphoglycerate kinase 1 (PGK1), an enzyme of glycolysis system, mediates PGRN 
function in lysosomes. Both PGRN and PGK1 positively regulate lysosomal acidification and autophagic
 flux, and suppressed aggregate-prone TDP-43 accumulation. PGRN could not enhance lysosomal 
acidification in the PGK1 knockdown cells. On the other hand, glycolysis activity decreased in the 
PGRN knockout cells.

研究分野： 分子神経病理学

キーワード： プログラニュリン　解糖系　オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
FTLD-TDPは難病指定されている神経変性疾患である。発症機構が明らかになっていないため、効果的な予防法や
治療法が存在しない。本研究成果によって、FTLD-TDPの原因タンパク質と解糖系に相互作用があり、これらが協
調してオートファジー・リソソーム系や解糖系を制御していることが示唆された。詳細なメカニズムの解明によ
ってFTLD-TDPの新たな側面が明らかとなり、新規治療法の開発につながることが期待できる。

※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 
指定難病である前頭側頭葉変性症（FTLD）は、大脳の前頭葉や側頭葉の萎縮を特徴とする進行
性の神経変性疾患である。FTLD は tau タンパク質の蓄積が顕著な FTLD-tau、TDP-43 の蓄積
が顕著な FTLD-TDP、FUS の蓄積が顕著な FTLD-FUS に病理学的に分類されている。2006
年、家族性 FTLD-TDP の原因としてプログラニュリン（PGRN）遺伝子変異が同定された。
PGRN はシステインが豊富なグラニュリンモチーフが 7.5 個連なった他に類を見ないタンパク
質で、細胞外に分泌されることや神経細胞の突起伸長に関与することから、成長因子様の働きを
持つことが知られていた。一方で、申請者らは PGRN 遺伝子欠損マウスを用いた研究などから、
老齢の PGRN 遺伝子欠損マウスはリソソーム病に分類される神経セロイドリポフスチン症のモ
デルマウスと同様の病理像を呈すること、PGRN はカチオン非依存性マンノース６リン酸受容
体（CI-M6PR）などの受容体を介してリソソームに輸送され、リソソームの酸性化を促進する
などの働きを介してリソソーム恒常性を維持する働きがあることを報告した。 
 
２．研究の目的 
CI-M6PR はリソソームで働く酵素をトランスゴルジ網（TGN）からリソソームへ輸送する働き
があるタンパク質である。CI-M6PR の発現低下はリソソームにおける PGRN の働きを抑制し
たことから、PGRN も CI-M6PR を介してリソソームに輸送されることが示唆された。そこで
本研究では、PGRN が CI-M6PR を介してリソソームに輸送される際に、リソソームの酸性化
を促進する因子をリソソームに輸送するのではないかという仮説を立てた。この仮説を検証す
るために、PGRN と相互作用する候補因子の探索を行った。これら候補因子の中から、リソソ
ーム酸性化を促進する因子を探索したところ、解糖系を構成する酵素ホスホグリセリン酸キナ
ーゼ 1(PGK1)がリソソームの酸性化を促進することを見出した。本研究では、これらの発展研
究として PGRN と PGK1 の関係性に着目し、PGRN の働きを PGK1 や解糖系が仲介するか、
PGRN は PGK1 や解糖系の働きを仲介するか、PGRN と PGK1 の相互作用が TDP-43 蓄積に
影響するかという点について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
培養細胞において標的とするタンパク質の強制発現や発現抑制を行い、リソソームや解糖系の
働きに影響があるか調べた。また、易凝集性の TDP-43 の凝集・蓄積に与える影響を調べた。
PGRN 遺伝子フレームシフト変異(FS)マウスを作製し、PGRN 遺伝子変異が解糖系に与える影
響を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)PGK1 はリソソーム機能を制御する 
 PGK1 がリソソームの機能を制御するか調べるために、蛍光タンパク質 GFP とリソソーム膜
タンパク質 Lamp1 が融合したハイブリッドタンパク質 Lamp1-GFP を安定発現する SH-SY5Y 細
胞を作製した。siRNA によって PGK1 の発現を抑制した細胞では、Lamp1-GFP の蓄積量が増加
した。加えて、Lamp1-GFP 陽性の小胞腔の拡張が認められた。PGK1 の発現抑制によって、リソ
ソームの産生や消費に影響があることが示唆された。 
 そこで、リソソームを介した細胞内分解機構である（マクロ）オートファジーに着目した。オ
ートファジーは不要な細胞質成分を取り囲んだオートファゴソームがリソソームと融合するこ
とで内容物を分解する機構である。PGK1 を過剰発現すると、オートファゴソームマーカーであ
る LC3II の発現量が低下した。逆に、PGK1 を発現抑制すると、LC3II の発現量が増加した。い
ずれの場合も、オートファゴソームとリソソームの融合を阻害する薬物 bafilomycin A1 の添加時
には、PGK1 の変化によって LC3II の発現量に差は認められなかった。したがって、PGK1 はオ
ートファゴソームとリソソームの融合を促進することが示唆された。 
 次に、リソソームを構成するタンパク質の産生を制御する因子 TFEB に PGK1 の発現抑制が
与える影響を調べるために、GFP と TFEB が融合したハイブリッドタンパク質 TFEB-GFP を安
定発現する SH-SY5Y 細胞を作製した。PGK1 を siRNA を用いて発現抑制すると TFEB-GFP の局
在が細胞質から核に移行した。TFEB の核移行は脱リン酸化によって促進することが知られてい
る。一方で、TFEB のリン酸化部位は複数あることが知られているため、phos-tag SDS-PAGE と
いうタンパク質のリン酸化によって SDS-PAGE 中のタンパク質移動度が抑制される手法を用い
て、PGK1 が TFEB のリン酸化に与える影響を解析した。PGK1 の発現抑制によって、GFP 陽性
のバンドは低分子側にシフトすることから、脱リン酸化が促進することが示唆された。 
 以上の結果から、PGK1 の発現低下によって、リソソーム環境に異常が生じ、オートファゴソ
ームとリソソームの蓄積や TFEB の核移行が促進することが示唆された。 
 
(2)PGRN はオートファジックフラックスを促進する 
SH-SY5Y 細胞では PGK1 がオートファゴソームとリソソームの融合を制御していたことから、



PGRN も同様の働きがあるか調べた。ゲノム編集技術を用いて PGRN フレームシフト変異（FS）
マウスを作製し、妊娠マウスから胎児線維芽細胞（MEF）を採取した。WT-MEF と FS-MEF でオ
ートファジックフラックス（オートファゴソーム産生されてからリソソームと融合するまでの
時間）に違いがあるかを調べるために、GFP-LC3-RFP-LC3ΔG プローブを MEF に発現させた。
このプローブは細胞内で発現すると、プロテアーゼ ATG4 によって切断され、GFP-LC3 と RFP-
LC3ΔG が 1:1 で産生される（Kaizuka et al., 2016）。オートファゴソームに局在する GFP-LC3 と
細胞質に局在し、プローブ発現量の基準となる RFP-LC3ΔG の発現量比を算出し、オートファジ
ックフラックスを解析した。その結果、FS-MEF では、WT-MEF と比較してオートファジックフ
ラックスが抑制されていることが示唆された。 
 
(3)PGRN は解糖系の働きを制御する 
 解糖系の代謝産物である乳酸産生を指標に解糖系における PGRN の働きを調べた。WT-MEF
に解糖系の代謝を受けない 2-デオキシ-D-グルコース（2DG）を添加すると、2DG 濃度依存的に
解糖系の代謝物である乳酸産生が低下した。次に、WT-MEF と FS-MEF で乳酸産生を比較した。
FS-MEF では WT-MEF と比較して乳酸産生が有意に低下していた。PGRN が解糖系の働きを高
めることが示唆された。 
 一方で、PGRN はリソソームに局在することから、オートファジーの促進によって発現量が低
下することが予想される。我々は、抗がん剤 Abemaciclib がオートファゴソームとリソソームの
融合を促進することを明らかにした背景から（Tanaka et al., 2022）、Abemaciclib の添加によって
PGRN、及び PGK1 の発現量が低下するかどうか調べた。PGRN を安定発現する SH-SY5Y 細胞
では、Abemaciclib は濃度依存的に PGRN 及び PGK1 の発現量を低下させた。オートファジー促
進時に、PGK1 が PGRN を介して分解される可能性が示唆された。 
 
(4)PGK1 はリソソーム酸性化を促進する 
 これまでの研究から、PGRN はリソソームの酸性化を制御することが知られている。そこで、
PGK1 がリソソームの酸性化を制御するか調べた。まず、神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞に PGRN-
myc または PGK1 を発現させ、リソソーム酸性化に与える影響を Acidifluor Orange 染色により調
べた。PGRN-myc や PGK1 の過剰発現は、リソソームの酸性化を促進した。次に、Acridine Orange
を添加した細胞でリソソームの pH 低下に応じて形成される Acridine Orange dimer 形成を指標に
PGRN-myc や PGK1 がリソソーム酸性化に与える影響を調べた。PGRN-myc や PGK1 の過剰発
現は Acridine Orange dimer 形成を促進した。さらに、PGK1 の活性を亢進する薬物である Terazosin
がリソソーム酸性化に与える影響を Acidifluor Orange 染色により調べた。Terazosin は濃度依存
的にリソソーム酸性化を促進した。以上の結果から PGK1 はリソソームの酸性化を促進するこ
とが示唆された。 
 
(5) PGK1 は PGRN によるリソソーム酸性化促進作用を仲介する 
 PGK1 が PGRN によるリソソーム酸性化促進作用を仲介するか調べるために、siRNA による
PGK1の発現抑制条件下でPGRN-mycを過剰発現させた。リソソームの酸性化はAcidifluor Orange
染色により調べた。PGK1 の発現を抑制すると、リソソーム酸性化が有意に抑制された。PGK1
の発現が抑制された細胞では、PGRN-myc を過剰発現してもリソソーム酸性化は促進しなかっ
た。以上の結果から、PGRN によるリソソーム酸性化促進作用は PGK1 によって仲介されること
が示唆された。 
 
(6)PGK1 は易凝集性の TDP-43 蓄積を抑制する 
 PGK1 が TDP-43 蓄積に与える影響を調べるために、GFP と TDP-43 の C 末端領域（162-414）
が融合した GFP-TDP-43(162-414)を SH-SY5Y 細胞に発現させた。GFP-TDP-43(162-414)を発現
した SH-SY5Y 細胞では、30%程度の細胞で凝集体が形成された。PGK1 を発現抑制すると、凝集
体を形成する細胞の割合が増加した。一方で、PGK1 の活性を高める terazosin は濃度依存的に
GFP-TDP-43(162-414)の凝集体形成を抑制した。以上の結果から、PGK1 は易凝集性の TDP-43
蓄積を抑制することが示唆された。 
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