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研究成果の概要（和文）：本研究では、選択的オートファジーに関与するp62/NBR1はカテプシンD（CD）を欠損するニ
ューロンで極性を示し、細胞体と樹状突起にのみに局在し、この局在化にこれら分子のN末端に責任領域があることを
明らかにした。また、CD欠損マウス脳の神経細胞に蓄積する異常なリソソームは、p62/NBR1依存的にオートファゴソー
ムに取り込まれることも明らかにした。さらに、異常なリソソームはニューロンの軸索には侵入できないことも分かっ
た。即ち、極性を示すp62/NBR1はニューロンで選択的オートファジーに寄与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The present study revealed that p62/NBR1, adapter proteins of selective 
autophagy, localize in somatodendrites of neurons in cathepsin D (CD)-deficient mouse brains but not in 
axons. This localization pattern of p62 and NBR1 was confirmed in primary cultured cortical neurons, 
while the N-terminal specific domains of these proteins were responsible for the polarized localization. 
We further examined the intraneuronal target components of p62 and NBR1 and found that the target 
organelle was dysfunctional lysosomes in CD-deficient neurons. These results suggest that the polarized 
localization of p62 and NBR1 contributes to the selective autophagy in the somatodendrites of neurons.

研究分野：解剖学一般（含組織学・発生学）
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
リソソームは細胞内外の不要な物質、構成
要素などの高分子化合物を酸性環境下でモ
ノマーまで分解する系で、これらモノマー
は細胞で再利用される。オートファジーは、
リソソームへの経路の一つで、細胞内の構
成要素の代謝回転や恒常性の維持に重要な
働きをなす。私達は、リソソームカテプシ
ン D（CD）を欠損するマウスの研究から
次の事実を明らかにした。１）granular 
osmiophilic deposits (GRODs)とよばれる
分解されない CDの基質を含んだ異常なリ
ソソーム、２）指紋様の膜が蓄積した構造
物、および３）小胞様の二重膜で囲まれた
オートファゴソーム、が樹状突起から細胞
体に蓄積し、４）軸索にはオートファゴソ
ームが蓄積した spheroid 状の腫脹が観察
され、５）細胞体／樹状突起中の GRODs
はしばしば二重膜構造で包み込まれている。
このような神経変性に陥る CD欠損マウス
は神経性セロイドリポフスチン蓄積症のモ
デルマウスであり、約生後２６日で死に至
る。これらの研究で、神経軸索にはリソソ
ームは存在せず、オートリソソームのみ観
察されたこと、また、近年明らかにされた
選択的オートファジーに必須なタンパク質
分子であるユビキチンはシナプス前終末に
認められるが、p62と NBR1は認められな
いことを見出した。しかし、軸索／終末部
にリソソームやp62の存在を指摘する研究
もある。それ故、リソソームやこれらタン
パク質の軸索輸送に関する制御機構を知る
ことは重要である。 
 
２．研究の目的 
リソソームは、広く生体細胞に分布し、酸
性環境下で働く多くの加水分解酵素を含み、
細胞内の高分子構造を生物活性のあるモノ
マーまで分解する。ニューロンにおけるリ
ソソームの分布を見ると、核周囲や樹状突
起には存在するが、軸索には認められない。
初代培養大脳皮質神経細胞で見ると、培養
日数とともに軸索にはリソソームがほとん
ど見られなくなる。成熟後にも神経終末部
には、LC3陽性のオートファゴソームの局
在が見られることから、終末部でオートフ
ァジーによって不要な物質をオートファゴ
ソームに詰め込み、細胞体に戻した後、リ
ソソーム酵素を受けて分解が始まる、と考
えられる。さらに、選択的オートファジー
に関与するp62やNBR1も検索する限りに
おいては軸索には存在しない。それ故、本
研究の目的は、このような細胞体から軸索
への移行を制御する機構をリソソームと
p62/NBR1を通して解明することにある。 
 
３．研究の方法 
１）p62/NBR1、GROD の in vivo における局
在化に関する解析：CD 欠損マウス脳にお
ける形態解析：免疫組織化学的に p62/NBR1

の局在を光顕および電顕レベルで解析する。
電顕的には、４％パラフォルムアルデヒド
（PAF）で固定した標本を用いて、徳安法
に従い凍結切片金コロイド法を用いて実施
する。電顕観察は通常の固定法で処理した
後、樹脂包埋して薄切して染色し、観察す
る。 
 CD とp62とNBR1をそれぞれ欠損する
マウスを交配し、得られたヘテロザイゴテ
ィックマウスをそれぞれ交配して、３者を
欠損するマウスを作製する（既に、ヘテロ
ザイゴティックマウスは得られているが、
３分子を欠損するマウスの作成には時間を
要する）。同マウスで、GRODsの神経細胞
における局在を解析する。これらによって、
p62/NBR1 の局在、 GROD の局在と
p62/NBR1との関係を解析することが可能
となる。 
２）初代培養神経細胞を用いた p62/NBR1
の局在解析：野生型マウスの初代培養神経
細胞（PCN）を胎生１６、１７日齢胎仔の
大脳皮質より得て、１週から２週間培養し、
p62/NBR1の局在の変化を解析する。 
 初代培養神経細胞に GFP−p62/GFP−
NBR1を強制発現して、それぞれの局在を
再確認する。 
３）神経細胞における p62/NBR1 の分子形態
と局在化に関わるドメイン構造：初代培養
神経細胞を用いて、p62/NBR1 の各ドメイン
構造を欠損したミュータント分子に GFP を
付加しプラスミドを作成して、２DIV の PCN
に導入し、6DIV で局在を解析した。各ミュ
ータント分子が単量体で存在するか、オリ
ゴマーを形成するかを、ネイティブゲルや
detergent-soluble あ る い は
detergent-insoluble 分画に分けてウエス
タンブロット法で展開して、分子形態を解
析した。 
 
４．研究成果 
１）CD 欠損マウス脳における p62/NBR1 の
発現と局在： 
 ８週齢の野生型および CD 欠損マウス脳
の抽出液を detergent-soluble および
detergent-insoluble 分画に分け、それぞ
れに入るp62とNBR1の量を検討したところ、
CD 欠損グループでは対照群に比べて有意
に不溶性分画に入ることが分かった。そこ
で、免疫組織細胞化的に p62 や NBR1 を正常
及び CD を欠損した小脳、大脳皮質、海馬で
局在を検討した。野生型マウスの小脳で見
ると、p62 や NBR1 の免疫反応は弱く、びま
ん性であった。CD 欠損マウスでは、ユビキ
チンの顆粒状の陽性反応はプルキンエ細胞
の細胞体／樹状突起のみならず軸索や終末
部に認められたが、p62 や NBR1 の陽性反応
は、細胞体／樹状突起では共局在したが、
軸索やその終末部では全く陽性反応が見ら
れなかった（図１）。 
 



図１．CD欠損小脳におけるubiquitin, p62, 
NBR1, Calbindin の局在．矢印はプルキン
エ細胞の細胞体、矢頭は軸索と週末部、＊
は小脳核の神経細胞の細胞体を示している。
緑はウビキチン陽性反応、赤は p62（上段）
と NBR1（下段）の陽性顆粒、青はプルキン
エ細胞の細胞体／樹状突起／軸索／終末部
（マーカータンパク質）に存在するカルビ
ンディンを示す。横棒は２０μmを示す。 
 
２）CD 欠損及び野生型培養大脳皮質神経細
胞における p62/NBR1 の局在： 
 CD 欠損マウス脳の神経細胞体や樹状突
起に p62/NBR1 陽性の顆粒が認められ、軸索
には陰性であった。これをさらに詳細に検
討するため、胎生１６、１７日のマウスの 
大脳皮神経細胞の局在マーカー（細胞体／
樹状突起は MAP2;軸索諸説は Ankyrin G;軸
索は tau1）、p62/NBR1 の変動を検討した。
培養初日（１DIV）の発現量は低 
いが、２DIV から１４DIV までほぼ一定の発 
現を呈した。特に、Ankyrin G は軸索初節
が形成される時期に一致して増加し、その
後一定の発現が見られた。 
 初代培養神経細胞（PCN）を６から１０DIV
でみると、p62 や NBR1 陽性顆粒は細胞体や
MAP2 陽性の樹状突起に見られたが、
Ankyrin G 陽性の軸索初節を超えた tau1 や
NF 陽性の軸索には陰性であった（図２A、B）。 
 さらに、これを確かめるために、GFP−p62
や GFP-NBR1 を３DIV の PCN に導入して、６
DIV で観察した。GFP-p62 および GFP-NBR1
陽性の顆粒状反応は MAP2 陽性の細胞体や
樹状突起には認められるが、Ankyrin G 陽
性の軸索初節を超えた軸索やその終末部に
は見られなかった。 
 

図２A．6DIV の PCN における p62 の局在。
P62 陽性反応（緑）は MAP2 陽性（青）の細
胞体／樹状突起に局在し、Ankyrin G 陽性
（赤）の軸索初節を超えた軸索（tau1 陽性
でシアン）には見られない。＊は細胞体、
矢頭は軸索初節、矢印は軸索を表す。 

図２B．６DIVの PCNにおけるNBR1の局在。
P62 陽性反応（緑）は MAP2 陽性（青）の細
胞体／樹状突起に局在し、Ankyrin G 陽性
（赤）の軸索初節を超えた軸索（tau1 陽性
でシアン）には見られない。＊は細胞体、
矢頭は軸索初節、矢印は軸索を表す。２A,B
のスケールバーは２０μm。 
 
３）培養神経細胞における p62/NBR1 の局在
化に関わるドメイン構造の同定： 
PCN における p62 および NBR1 が Ankyrin G
陽性の軸索初節を超えた軸索に侵入できな
い、あるいはこれらタンパク質が細胞体／
樹状突起に局在する分子機構を検討した。 
 P62 は C 端領域に LC3 やユビキチンと結
合する領域があり、N 端領域にホモオリゴ
マーを作る PB1 領域が知られている。この
PB1 領域を欠いたミュータント分子や PB1
ドメイン中のK7とD69をAlaに変えること



で、オリゴマー形成ができなくなるとの報
告があることから、K7/D69A のミュータン
ト分子を作成し、同遺伝子を PCN に誘導し
た。これらの分子状態を検討するため、ネ
イティブゲルで分子状態を調べた。野生型
の p62 は、重合してほとんどがオリゴマー
を形成し単量体としての p62 はみられなく
なっていた。PB1 を欠損した分子や K7/D69A
のミュータントはほとんど単量体の位置に
あることが分かった。即ち、PB1 を欠損し
た分子や K7/D69A の分子も単量体で存在し，
オリゴマー化できないこと、野生型はオリ
ゴマーとして存在することが明らかとなっ
た。そこでこれらミュータント分子に GFP
で標識して，その局在を検討した。PB1 ド
メインや K6/D69A のポイントミューテーシ
ョンを施した分子は、オリゴマー化できな
ため、細胞体／樹状突起ののみならず
Ankyrin G 陽性の軸索初節を超えて軸索に
もミュータント分子は侵入できることが明
らかとなった（図３A） 

図３A.p62 の PB1 を欠損したミュータント
分子（上段）および K6D69A の点変異を持っ
たミュータント分子（下段）は細胞体／樹
状突起のみならず AnkyrinG 陽性の軸索初
節（矢頭で示した部位）を超えた軸索にも
分布する。ミュータント分子は緑、青は
MAP2 を示す。スケールバーは２０μm。 
 
同様に、NBR1 も N 端に PB1 ドメインと
coiled-coil 1（CC1）ドメインが存在し，
これら領域を介して自身の分子や多分子と
オリゴマーを形成することが指摘されてい
る。そこで、これら部位を欠損したミュー
タント分子を作成して PCN に発現し局在を
検討した。PB1 ドメインを欠損しても、あ
るいは CC1 ドメインを欠損しても，軸索に
侵入することはなかった。そこで、CC1 の
直前の領域を含めたミュータント分子
（pre-CC1/CC1 欠損 NBR1）、さらには N端か
ら CC1 ドメインまでを欠損したミュータン
ト分子（1-329 欠損 NBR1）を作成して PCN
に発現させたところ、pre-CC1/CC1-NBR1 分
子は弱いが軸索に侵入すること，さらには
1-329欠損NBR1は明瞭に軸索に侵入するこ
とが明らかとなり、1-329 領域が NBR1 の細

胞体への局在化に必須であることが分かっ
た（図３B）。これら分子の発現様式を可溶
化、および不容化分画を作成して検討した
ところ、1-329 を欠損するとほとんどは不
容化分画に入ることが明らかになった。 

図３B．NBR1 の PB1 を欠損したミュータン
ト分子、1-329 欠損ミュータント分子、CC1
ド メイン欠損ミュータント分子、
pre-CC1-CC1 欠損ミュータント分子を導入
した PCN の中で、PB１ドメインおよび CC1
ドメインを欠損した NBR1 は野生型と全く
同様で、細胞体／樹状突起にのみ局在する
（上段と３段目）。pre-CC1-CC1 欠損分子は、
AnkyrinG 陽性の軸索初節（矢頭で示した部
位）を超えた軸索にも多少の陽性像（矢印）
が見られる。1-329 欠損分子は細胞体や樹
状突起のみならず、軸索にも強い発現が認
められる。分布する。ミュータント分子は
緑、青は MAP2 を示す。スケールバーは２０
μm。 
 
４）CD 欠損ニューロンではオートファジーが
誘導される： 
 CD を欠損するマウス脳の神経細胞には、異
常なリソソーム（GROD）とオートファゴソー
ム様の構造物が細胞体に蓄積する。この二重
膜で囲まれたオートファゴソーム様の構造
物は GROD を含めて細胞質の一部を取り込ん
でいるが、その由来を検討するために、脳で
CD+/-と Atg7+/-のマウスを交配して両者を
脳で欠損するマウスを得た。これらマウス脳
における神経細胞を大脳皮質５層の神経細
胞、海馬錐体細胞、小脳プルキンエ細胞で観
察したところ、異常なリソソーム GROD は観
察されたが、二重膜あるいは多重の膜で囲ま
れたオートファゴソームは全く見られなか



った。即ち、CD 欠損マウスに見られる二重膜
あるいは多重膜で囲まれた構造物は、オート
ファゴソームであることを示唆している。ダ
ブルノックアウトマウスの神経細胞体の核
周囲には、ポリソームが見られず、ユビキチ
ン陽性の線維状の構造物を基質にした領域
に、GROD やミトコンドリア、腔胞などの構造
物が見られた（図４A,B）。ここには、GROD や
粗面小胞体の槽腔が消失し、膜が強く結合し
た構造物が長く張り出し、その一部はミトコ
ンドリアや GROD を取り囲むような形態が見
られた。この形態は、隔離膜がおそらく小胞
体由来であることを強く示唆する像と考え
られる（図４B,C）。さらに、この膜は粗面正
体が層状に集まったところに見られた（図４
C、D）。 
 CD,p62,NBR1 の３者を欠損したマウスを作
成し、GROD とオートファゴソームの関係を検
討した。CD/p62、CD/NBR1 を欠損するマウス
脳の神経細胞では、CD 単独ノックアウトマウ
スと同様に GROD はオートファゴソーム取り
込まれることが多かった。しかし、
CD/p62/NBR1 のトリプルノックアウトマウス
脳の神経細胞では、オートファゴソームは存
在するが、GROD を取り込んだ像は見られなか
った。 
 

図４．CD と Atg7 をダブルで欠損するマウス
大脳皮質神経細胞を示す。ポリソームを欠き、
細線維状のユビキチン陽性領域に GROD、腔胞
やミトコンドリアが見られる（A,B）。粗面小
胞体の層状化した小胞に挟まれて腔が消失
して小胞膜がくっついた形の異常な膜が認
められ（C、D）、これが GROD や腔胞を取り囲
んだ像が見られる（A,B）。スケールバーは 0.5
μm。 
 
５）CD 欠損ニューロンにおける p62/NBR1 の
細胞内局在： 

 CD単独あるいはCDとAtg7をダブルで欠損
するマウスの大脳皮質で、p62,NBR1,ユビキ
チンの免疫染色を行った。その結果、神経細
胞の細胞体ではこれら顆粒状の免疫染色陽
性反応は共局在していた。さらに、凍結超薄
切片金コロイド法にて、これら３者の局在を
解析したところ GROD の膜上に共存すること
が分かった。さらに、この反応性は、Atg7 を
欠損した神経細胞の GROD でも認められた。
即ち、これらの結果は、GROD は p62/NBR1 を
介した選択的オートファジのターゲットで
あることを示している。 
 以上の結果をまとめると：（１）CD 欠損に
よって神経細胞にオートファジーが誘導さ
れ、p62/NBR1 が蓄積する。（２）p62/NBR1 は
神経細胞で極性のある局在を示し、細胞体と
樹状突起にみられ、Ankyrin G 陽性の軸索初
節を超えた軸索には認められない。（３）こ
の局在化には責任のあるドメイン構造ある
いは配列があり、p62 では PB1 ドメインに、
また NBR1 では N端側１−３２９アミノ酸配列
であった。これらの配列を介して p61/NBR1
はホモあるいはヘテロオリゴマーを形成し
ている。（４）p62 と NBR1 はユビキチンと共
に、GROD の限界膜上に局在し、GROD の選択
的オートファジーに関わる。 
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