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研究成果の概要（和文）：選択的オートファジーの主要因子であるp62/SQSTM1の遺伝子発現を促進または抑制する化合
物のスクリーニングを行った。その結果、p62の発現を促進または抑制する化合物10種類を同定した。p62の発現を誘導
するものが、タンパク質凝集を抑制できるかどうか調べたところ、2つの化合物がタンパク質凝集を抑制したが1つは逆
に促進した。それぞれの化合物がどのようにしてp62の遺伝子発現を制御しているのかについて、今後検討していく。

研究成果の概要（英文）：p62/Sqstm1 is a key molecule for the selective autophagy. To investigate how to 
induce p62 in cells, we performed a drug screening that activated or inactivated p62 promoter. For this 
aim, we cloned human 1.8 kbp of p62 promoter region and inserted GFP gene under the predicted translation 
starting points. Using this reporter constructs, we identified five p62-inducer candidates. Two of them 
were obviously able to reduce polyglutamine aggregation in cells, but the S403-phospholylated p62 were 
not accumulated. On the other hand, one of the five candidates enhanced the polyglutamine aggregate 
formation and the accumulation of S403-phospho-p62. This may be possible that the drug may interfere the 
constitutive autophagy. Our results suggests that p62 promoter can be modulated artificially and the 
appropriate induction of p62 may be beneficial to induce selective autophagy.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： タンパク質分解　選択的オートファジー
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１．研究開始当初の背景 
 

 多くの神経変性疾患では、その病変神経細

胞において、ユビキチン陽性のタンパク質凝

集体の蓄積が病理学的所見として観察され

る。ユビキチン化タンパク質は、通常、ユビ

キチンープロテアソームシステム(UPS)や選

択的マクロオートファジーシステムにより

迅速に分解除去される。つまり、神経変性疾

患の病変細胞では、ユビキチン化タンパク質

の分解を促進させることで神経細胞死を遅

らせることができる可能性があると考えら

れる。プロテアソームはポリユビキチン鎖が

付加されたタンパク質を特異的に分解する

が、凝集したタンパク質や安定なタンパク質

複合体は分解することができない。プロテア

ソームで分解できない変性タンパク質はマ

クロオートファジーシステムにより分解さ

れると考えられている。マクロオートファジ

ーは、飢餓応答により誘導される「飢餓オー

トファジー」と、特定のタンパク質やオルガ

ネラを選択的にオートファゴソームに取り

込む「選択的オートファジー」の大きく分け

て二種類の異なる分解様式があると最近で

は考えられるようになっており、p62 タンパ

ク質はユビキチン化タンパク質の選択的オ

ートファジーに必須の因子である。凝集性の

タンパク質は、神経変性疾患における神経毒

性を持つ分子種であると考えられているの

で、それら疾患の原因となる毒性分子が神経

毒性を発揮する前に選択的オートファジー

を活性化することができれば、多くの神経変

性疾患に共通した治療戦略となりうる。 

 私はこれまでに p62 タンパク質は、リン酸

化されることによりユビキチン化された変

性タンパク質を選択的にオートファゴソー

ムへ輸送することを明らかにし、ポリユビキ

チン鎖がついたプロテアソームで壊すこと

ができないようなタンパク質でも、リン酸化

された p62 に認識され、p62 タンパク質と共

に選択的オートファジーにより分解される

ことを示した。プロテアソームが阻害される

などにより、ポリユビキチン化タンパク質が

細胞内に蓄積すると、p62 タンパク質の発現

が転写レベルで誘導され、選択的オートファ

ジーがプロテアソームによる分解を補完す

る。p62 のリン酸化反応は CK2 によって恒常

的に起こっていることから、p62 の発現を誘

導することにより、リン酸化 p62 を増加させ

れば、ポリユビキチン化タンパク質の選択的

オートファジーよる分解を促進することが

可能となると思われる。 

 神経変性疾患において、変性した凝集性の

異常タンパク質が神経毒性の原因の一つで

あることは研究者に共通した見解であるの

で、その原因となる異常タンパク質を特異的

に取り除くことは、有効な治療法がない多く

の神経変性疾患の発症と進行を遅らせるた

めの治療戦略として有効であると考えられ

る。凝集してしまったタンパク質はプロテア

ソームでは壊すことができないため、疾患の

原因タンパク質の分解を薬剤などで促進す

るためには選択的オートファジーを誘導す

る必要があり、それは p62 の発現誘導により

可能となると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 選択的オートファジーを人為的に活性化

させて異常タンパク質の分解を促進すると

いう神経変性疾患の治療戦略のもと、本研究

では、選択的オートファジーの主要タンパク

質であるp62の遺伝子発現の制御機構を明ら

かにし、p62 の発現を誘導する低分子化合物

を同定することを目的とする。 

 

３．研究の方法 
 
レポーターコンストラクトの作成 

ヒト p62/SQSTM1 のプロモーター領域 1.8kbp

を HeLa 細胞のゲノム DNA から PCR 法で増幅

し、CMV プロモーターを切り出した GFP ベク



ターに組み込む。クローニングされたプロモ

ーター領域の転写開始点の下流にあるp62の

開始コドンに相当する部分からGFPの翻訳が

開始できるようにする。このようにして作成

したレポータープラスミド pp62PR-GFP をマ

ウス神経系腫瘍細胞であるNeuro2a細胞に導

入して安定発現株を樹立する。安定発現株の

うち、バックグラウンドのGFPの蛍光が弱く、

プロテアソーム阻害で蛍光強度が明らかに

強くなる細胞株を取得する。 

 pp62PR-GFP安定発現株を96-wellプレート

にまいた翌日に 10 µMの化合物を添加し、24

時間後の細胞あたりの蛍光強度をハイスル

ープットセルイメージャー(ArrayScan)で定

量化する。細胞に添加する化合物は Sigma 社

の薬理学的に活性な 1280 種類の低分子量化

合物の薬剤ライブラリー (LOPAC1280 ；

Library of pharmacologically active 

compounds 1280)を用いる。スクリーニング

は独立に３回行い、p62 プロモーター活性が

±3SD の範囲外の有意な差を示す化合物を第

一候補とする。 

 第一候補を一つのプレートにまとめ、10 µM、

24 時間の処理で増加する GFP および内在性

p62 の量をドットブロットで定量する。明ら

かに細胞数が減少する毒性の強い化合物は

除外し、ドットブロットにおいても有意な

p62 の蓄積量の増減を示す化合物を第二次候

補とする。 

 さらにウエスタンブロットにより、p62 の

蓄積量の変化を経時的に測定し、有意な増減

を示す化合物を最終候補とする。最終候補と

して同定された化合物のうち、作用機序のわ

かっているものの間で、共通する細胞内シグ

ナル経路を推定していく。 

 
４．研究成果 

 構築したNa2-pp62PR-GFP細胞株に対して

LOPAC1280 を用いたスクリーニングを行っ

た。その結果 77 種類の化合物を１次候補と

して同定した。これら候補の中には、細胞

毒性を持っているものが半数近く含まれて

いた。実際、MG132 などのプロテアソーム阻

害剤や Cdなどの重金属ストレスで p62が誘

導されることから、p62 の発現はストレス誘

導性であることは以前から推測されていた

が、それを支持する結果となった。 

 細胞毒性を示さない第二次候補として 30

種類の化合物を同定し、それぞれに対して

ウエスタンブロットにより p62 の蓄積量の

変化を確認し、有意な増減を示す 10 種類の

最終候補を同定した。 

 これら 10 種類の化合物のうち、p62 の発

現量を増加させるもの 5種類が、ポリグル

タミンタンパク質の凝集の抑制効果を示す

かどうかについて検討した。その結果、２

つの化合物が有意に凝集体形成を阻害した

が、１つは顕著に凝集体形成を促進した。

p62 の発現を増加させる化合物間において

共通の細胞内シグナル経路を in silico 解

析したが、共通するものは見出すことはで

きなかった。このことは、p62 の発現制御

がこれまでに知られている酸化ストレスに

よる誘導以外にも多数ある可能性を示唆し

ている。 

 今後は同定した化合物により p62 による

選択的オートファジーが亢進するのかどう

か、また p62 の発現誘導は p62 自身の細胞

内蓄積量が低下してきたときに起きている

ことから、p62 自身がオートレギュレーシ

ョンしている可能性も見出している。今後



p62 の発現と選択的オートファジーの誘導

の関係にについて詳しく検討していく。 
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