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研究報告書 
 

１．研究課題名 

オートファジーによる選択的代謝経路とその破綻による病態発生 

 

２．氏名 

小松 雅明 

 

３．研究のねらい 

これまでオートファジーは、自己分解によるアミノ酸供給が主な役割であり、実際、栄養飢餓な

どで激しく誘導されることが知られていたが、マウス遺伝学を駆使した我々の動物オートファジー

の発生工学的研究から、恒常的に起こっているオートファジー（恒常的オートファジー）が細胞の

恒常性維持に不可欠であり、その破綻が様々なヒト疾病の発症原因となることが判明した。しかし、

恒常的オートファジーの破綻による病態発症機構は不明であった。ごく最近我々は、そのプロセ

スにおいて中心的な役割を担っている分子として p62 の同定に成功した。本研究課題では、p62

の分子から個体レベルの研究を包括的に推進し、最初に恒常的オートファジーの機構解明を遂

行し、次いで神経変性疾患や糖尿病発症に関与するタンパク質p62のモニター系の確立およびそ

の代謝を制御する化合物の同定を行い、病態発症メカニズムおよび発症予防・治療方法の確立

を目指す。 

 

４．研究成果 

はじめに 

細胞内には複数のタンパク質分解経路が存在し、それぞれが独立的に時には協調的に働くこ

とにより、細胞の恒常性を維持・監視する役割を担うと考えられる。その一つである、オートファジ

ー（self-eating:自食作用）は一般に非選択的なタンパク質分解経路であると考えられてきた。栄養

飢餓などの刺激により、細胞質の単膜構造体・隔離膜が伸長しオルガネラを含む細胞質成分を

取り囲んだ脂質二重膜構造体（オートファゴソーム）が形成される。オートファゴソームは速やかに

リソソームと融合し、その内容物はリソソーム内の消化酵素により構成成分（タンパク質の場合、

アミノ酸）にまで分解され、再利用される（下図）。 

  

   
 

この分解系は、栄養飢餓により激しく誘導されることから、自己タンパク質分解によるアミノ酸供

給を介した究極の生存戦略と考えられてきた。しかしながら、最近、高等動物においてオートファ

ジーは飢餓時のみならず、十分に栄養が供給された状態でも恒常的に起こっていることが示唆さ

れてきた。実際、我々が作製した様々な臓器特異的オートファジー欠損マウスの解析から、これら

マウスは栄養飢餓に対するタンパク質分解阻害のみならず定常状態においてもユビキチン陽性

封入体や異常オルガネラの蓄積を伴った肝障害、神経変性、糖尿病やミオパチーを引き起こすこ
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とが明らかになった（Komatsu et al. J. Cell Biol., 2005, Nature 2006, PNAS 2007, Ebato et al., Cell 
Metab., 2008, Masiero et al., Cell Metab., 2009）。これらの一連の研究からオートファジーによる異

常タンパク質除去機構（新しいタンパク質品質管理機構）が肝細胞、β膵細胞、骨格筋や神経細

胞において極めて重要な役割を果たしていることが判明した。また、ユビキチン陽性封入体はヒト

神経変性疾患や肝疾患で確認される特徴的構造体であることから、これら疾患発症とオートファ

ジーの関連が注目された。しかしながら、どのようなメカニズムでユビキチン陽性封入体が形成さ

れるのか？どのようにして病態発症に至るのか？は全く不明であった。 

オートファジー選択的基質 p62 

我々は、オートファゴソームに局在しその後リソソームにて分解される分子 LC3 をベイトにプロ

テオーム解析を行った結果、LC3 と予想外のタンパク質 p62 との相互作用を確認した。p62 は、N

末端側の Phox and Bem1p (PB1)ドメイン，ジンクフィンガードメインなどを介して TRAF6 や

Caspase-8 などの多彩な分子群と相互作用することから、スカフォールドタンパク質と考えられて

きた。興味深いことに、p62 は C 末端に存在するユビキチン会合ドメイン（UBA ドメイン）を介してユ

ビキチン鎖と結合すること、さらに N 末端の PB1 ドメインは自己オリゴマー形成することが明らか

にされている。LC3 は Atg 結合システム依存的にホスファチジルエタノールアミン（PE）にアミド結

合され、オートファゴソームの内膜及び外膜に局在する。PE 化された LC3（LC3-II）は、隔離膜の

伸張に必須と考えられている。オートファゴソーム形成に伴い、外膜に局在する LC3-II はシステイ

ンプロテアーゼ Atg4B により膜から切断され再利用される一方、内膜に局在する LC3 はオートフ

ァゴソームがリソソームと融合することによりオートファゴソームに取り囲まれた細胞質成分ととも

に分解される。実際、リソソーム酵素阻害剤を処理すると、LC3-II はリソソーム内に蓄積する。同

様に、p62 もリソソーム酵素阻害剤やリソソーム内の酸性化を阻害する Bafilomycin A1 処理により

リソソーム内に蓄積する（プロテアソーム阻害剤処理によっては影響されない）。さらに、オートファ

ジー欠損細胞や組織においても p62 の大量蓄積が確認されている。これらのことは、p62 は LC3

との相互作用を介してオートファジー−リソソーム系で分解されることを意味する。LC3 を含む Atg
遺伝子の多くは真核生物に広く保存されている一方、p62 は多細胞生物から出現している。このこ

とは、p62 はオートファゴソーム形成に関与する分子というよりはむしろ、オートファジーの選択的

基質と捉えることができる。実際、p62 ノックアウトマウスにおいて正常なオートファゴソーム形成

及びリソソームによるタンパク質分解が確認されている。 

我々は、オートファジーによる p62 の代謝の意義を検討するため、肝臓もしくは脳特異的 Atg7
欠損マウスにおける p62 の動態を調べた。その結果、Atg7 を欠失させた肝臓もしくは脳において

は、p62が蓄積，不溶化し、最終的にp62陽性の封入体形成が確認された。興味深いことに、Atg7
欠損肝臓、脳において、ユビキチン化タンパク質と p62 は比例的に蓄積し、ほぼ全ての封入体が

ユビキチン・p62 陽性であった。重要なことに、ユビキチンだけでなく p62 をも含む封入体は、アル

ツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症などの神経変性疾患やアルコール性肝炎、

脂肪肝、肝癌患者組織において同定されている（下図）。 

 

筋萎縮性側索硬化症患者組織に

おけるユビキチン-p62 陽性封入体。

茶色に染まっている構造体が神経

細胞内に蓄積しているユビキチン

-p62 陽性封入体。 

 

 

 

 

 

さらに、封入体形成おける p62 の役割を検討するために、Atg7/p62 ダブルノックアウトマウスを

作製した結果、驚いたことに、オートファジー不全により出現する封入体は、p62 の同時欠失によ

ってユビキチン化タンパク質の蓄積に関わらずほぼ完全に消失した（Komatsu et al., Cell 2007）。
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この p62 欠失による封入体形成の抑制は、オートファジー欠損肝臓、脳ともに確認されることから、

組織普遍的な現象と思われた。これらのことは、ヒト神経変性疾患や肝疾患で観察される封入体

形成がオートファジーの減弱に起因しうること、そして p62 が封入体形成の責任分子であることを

強く示唆している。  

オートファジーによる p62 認識分子機構 

上述の通りオートファジーを介した p62 の選択的分解経路が存在することは明白であるが、そ

の分子メカニズムは不明なままだった。ごく最近、我々はマウス p62 分子内の 11 アミノ酸

（Ser334-Ser344）が LC3 によって認識される配列（LC3-recognition sequence; LRS）であること見

出した。LRS は種間で高度に保存された酸性アミノ酸クラスター及び疎水性アミノ酸（DDDWXXL）

を有していた。さらに、LRS と LC3 の共結晶構造解析から、（1） LRS 内 Trp-340 及び Leu-343 と

LC3 のユビキチンフォールド内の二つの疎水性ポケットとの相互作用、（2）LRS 内酸性クラスター

と LC3 分子表面の塩基性アミノ酸との相互作用が明らかになった（Ichimura et al., J. Biol. Chem., 
2008）。 In vivo の解析から、LC3 との相互作用能を欠失した変異 p62 は、オートファジーによる分

解を逃れ PB1 ドメイン依存的にユビキチン化タンパク質を含んだ封入体を形成することが判明し

た。すなわち LC3 を介した p62 の分解阻害のみで、封入体形成が十分であることを意味する。さら

に、PB1 ドメインを介した p62 のオリゴマー形成は、オートファジーを介した p62 の効率的な分解に

重要であった。興味深いことに、Cvt 経路（出芽酵母におけるオートファジーと分子機構をシェアす

る恒常的なアミノペプチダーゼ I 及びα-マンノシダーゼの液胞輸送経路）における選択的なアミノ

ペプチダーゼ I の取込み機構には、アミノペプチダーゼ I 受容体として働く Atg19 と LC3 ホモログ

である Atg8 との結合が必須であるが、Atg19 の C 末端 10 アミノ酸からなる Atg8 結合領域は LRS

様配列（WXXL）を含んでいる。さらに、Atg19のLRS 様配列とAtg8との共結晶構造解析が行なわ

れ、この結合様式が p62-LC3 結合様式と同様であることが明らかにされた。従って、WXXL 配列

はオートファゴソーム膜に選択的に取り込まれるための普遍的な目印と考えられるのかもしれな

い。 

 

p62-LRS (LC3 recognition sequence)と LC3 結

合体の構造。LC3 の分子表面（表面電荷の塩

基性は青、酸性は赤）と LRS ペプチドを黄色の

スティックモデルで表している。LRS と相互作用

している LC3 のアミノ酸残基は緑で記してあ

る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p62 の代謝異常による病態発症機序 

オートファジーの減弱に起因する病態発症機序は複雑である。オートファジー不能マウスにお

ける p62 の同時欠損は肝障害を抑制するが、神経変性は抑制しない（Komatsu et al., Cell 2007）。

このことは、オートファジーの破綻により発症する肝障害は p62 の異常蓄積に起因する一方、神

経では異なった病態発症機序があることを意味する。神経においては神経細胞の軸索終末にお
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けるオートファジーを介したオルガネラ代謝が極めて重要であり、その破綻が軸索変性を伴った

神経変性を引き起こすことを示唆する結果を得た（Komatsu et al., PNAS, 2007）。一方、肝臓にお

けるオートファジー減弱（p62 蓄積）と病態発症機序においては、不透明のままだった。我々は、肝

特異的 Atg7 および Atg7/p62 欠損肝臓を用いたトランスクリプトームとプロテオーム解析に p62 タ

ンパク質のインタラクトーム解析を併せることにより、p62 による新たなストレス応答転写制御機構

を見出した。一連のストレス応答タンパク質群の遺伝子発現は転写因子 Nrf2 により正に制御され

るが、我々はp62がNrf2のユビキチンリガーゼであるKeap1と直接相互作用することを見出した。

さらに、生化学的および構造学的解析から、p62 が結合する Keap1 の領域は、Nrf2 が結合する

Keap1 の領域と全く同一であることを明らかにした。これらのことから、「p62 が Keap1-Nrf2 の結合

を競合的に阻害し、その結果として Nrf2 の活性化とそれに引き続く抗酸化タンパク質群や解毒酵

素群の遺伝子発現を上昇させる」という新しい転写制御機構があることが判明した（下図、

Komatsu et al., Nature Cell Biology, in press）。さらに、このストレス応答転写制御機構がオートファ

ジー欠損肝臓において異常亢進しており、その結果として肝障害を引き起こすことを明らかにし

た。 

        

 
 

 

 

５．今後の展開 

重要なことに、p62 陽性凝集体は、アルツハイマー病やパーキンソン病をはじめとした神経変性

疾患、アルコール性肝炎や脂肪肝等の肝臓病のみならず、肝細胞がんやグリオーマ等の悪性腫

瘍においても同定されている。しかしながら、悪性腫瘍における p62 の蓄積・凝集の病態生理的

意義は全く不明であった。一方、肺癌患者および肺癌細胞ラインにおいて、Nrf2 ないしは Keap1

の体細胞変異が発見された。これらの変異は、総じて Nrf2 と Keap1 の相互作用を抑制し、Nrf2 の

恒常的活性化それに引き続く抗酸化タンパク質や解毒酵素群の遺伝子発現上昇を引き起こす。

すなわち、ある種の肺癌細胞はNrf2活性化による生存戦略を獲得している。事実、Nrf2の体細胞

変異を持つ肺癌細胞ラインにおいて Nrf2 のノックダウン処理を行なうと、その肺癌細胞ラインはシ

スプラチン等の抗がん剤に対して高感受性となる。我々は、ある種の肝細胞癌は、Keap1 ないし

は Nrf2 に変異が無くとも p62 を過剰に蓄積する機構を獲得することによりストレス応答転写制御

機構を活性化し、生存戦略に利用していることを見出している。今後、p62-Keap1 をターゲットとし

た創薬やその in vivo モニター系としてのモデルマウスの開発を行なう予定である。 
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