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緒緒  言言  

 
オートファジーは真核生物に共通して存在する細胞内の分解システムで、様々なストレスに応じて誘導され、細胞の

恒常性維持に必須の役割を持つ。オートファジーが誘導されるとオートファゴソームと呼ばれる小胞が細胞内に形成さ

れ、これが対象物をランダムあるいは選択的に取り込み、リソソームへと運んで分解する。このリソソームは細胞内外

の様々な要因、例えばエンドサイトーシスによって取り込まれる結晶物、細菌、アミロイドタンパク質、脂質などや細

胞内で発生するROS などによって膜が損傷を受けることが知られている。傷ついたリソソームからは酸性の内容物が

漏出し、これが炎症や細胞死を引き起こし、種々の疾患や老化の要因となることが示唆されている。この有害な損傷リ

ソソームに細胞がこれにどう対処しているかよく分かっていなかったが、我々は以前、選択的なオートファジーのひと

つリソファジーによって損傷リソソームが特異的に除去され、これが細胞の恒常性維持に必須な働きをもつことを見出

した［1，2］。しかしながらリソファジー制御やその生理学的意義についての詳細は多くが不明であり、本研究ではこ

れらを明らかにすることを目的とした。 
PACSINファミリーの解析から、リソファジーを含めた新たなオートファジー制御因子としてPACSIN1を同定し、

この機能解析を進めた。PACSIN1は基底状態のオートファジーの他、リソファジーやアグリファジーといった一部の

選択的オートファジーに必要であることが明らかとなった。古くから、オートファゴソームからリソソームへの輸送過

程はオートファゴソームが後期エンドソーム／MVBs と融合してアンフィソームと呼ばれる中間体を形成したのち、 

リソソームと融合する経路（Amphisome pathway）とオートファゴソームが直接リソソームと融合する経路（Direct 
fusion pathway）の2経路が存在することが知られていたが、この経路の制御機構や存在の意義は不明であった。我々

の解析からPACSIN1 はAmphisome pathway で働き、特にアンフィソームとリソソームの融合を制御する因子であ

ることが明らかとなり、2 つの経路が栄養条件やストレスに応じて使い分けられていることが明らかとなった（図 1）
［3］。 
 

 
図1．PACSIN1によるオートファジー制御機構 

PACSIN1 はSNARE 形成を介してアンフィソームとリソソームの融合を制御し、

基底オートファジー、リソファジー、アグリファジーに必須の働きをもつ。 
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方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．PPAACCSSIINN11はは新新規規ののオオーートトフファァジジーー制制御御因因子子ででああるる  
これまでの研究で、PACSINファミリータンパク質はF-BARドメインを介して脂質膜に結合し、膜の湾曲を促進す

ることで、カベオラやシナプス小胞の形成などに寄与することが明らかにされている。オートファジーはダイナミック

な膜動態をともなう過程であることから、PACSIN のオートファジーへの寄与を調べた。PACSIN ファミリーには

PACSIN1、PACSIN2、PACSIN3の3つが存在するため、これらのKO細胞を作製し、オートファジー活性を調べた。

具体的にはオートファゴソームマーカーであり、かつオートファジーにより分解されることが知られている LC3 タン

パク質に対するWestern Blotting を行い、リソソーム阻害剤Baf.A1添加有無によるLC3量の差分をみることでオー

トファジー活性を測定した。この結果、PACSIN1 KO細胞でのみ、コントロールと比べて特に基底状態でのオートフ

ァジー活性が低下することを見出した（図2）。一方飢餓時のオートファジー誘導にはPACSIN1は必要なかった。 
 

 
 

図2．PACSIN1は基底オートファジーに必要である 
A） WT および PACSIN1 KO Hela 細胞を 2hr DMEM もしくは EBSS 飢餓培地で

125 nM Baf. A1 存在、非存在化で培養後、調製したサンプルに対しLC3 および 
α-tubulinに対する抗体でWBを行なった。 

B） A）の定量結果（n＝3、*p＜0.05、unpaired t-test）。 
C） WTおよびPACSIN2、PACSIN3 KO細胞を2hr DMEM、125nM Baf. A1存在、

非存在化で培養後、調製したサンプルに対しLC3 およびα-tubulin に対する抗体

でWBを行なった。 
D） C）の定量結果。 
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22．．PPAACCSSIINN11ははアアンンフフィィソソーームムととリリソソソソーームムのの融融合合にに必必須須ででああるる  
次に PACSIN1 がオートファジーのどのステップに影響を与えるかを明らかにするため、tandem fluorescent  

（GFP-RFP）tagged LC3レポーターを用いたフラックス解析を行った。このプローブを用いると、オートファゴソー

ムは GFP／RFP 両方でラベルされる一方、オートリソソームは GFP がリソソーム内の酸性環境により消光するため

RFPのみでラベルされる。PACSIN1 KO細胞ではコントロールと比べてRFP単独陽性のオートリソソームの割合が

低下しており、オートファゴソームとリソソームの融合過程が遅延している可能性が示唆された（図3A、B）。そこで

電子顕微鏡を用いた観察を行ったところ、PACSIN1 KO細胞ではアンフィソームと考えられる構造体が多数蓄積して

いることがわかった（図3C）。アンフィソームとはオートファゴソームが後期エンドソーム／MVBsと融合してできた

中間体であり、オートファジーでは一旦このアンフィソームを経てリソソームと融合する経路と（Amphisome 
pathway）、オートファゴソームが直接リソソームと融合する経路（Direct fusion pathway）の2種類が存在する。こ

れらのことから、PACSIN1はアンフィソームとリソソームの融合に関わることが示唆された。これまでオートフォゴ

ソーム・リソソーム融合にはSNARE複合体が関与することが知られていたが、PACSIN1 KO細胞でこの複合体形成

が低下していることが明らかとなった（図 4）。このことから、PACSIN1 は SNARE 複合体のアセンブリを介してア

ンフィソーム・リソソーム融合を制御することが示唆された。 
 

 
 

図3．PACSIN1はアンフィソーム・リソソームの融合に必要である 
A） tf-LC3を安定的に発現するWTまたはPACSIN1 KO HeLa細胞を、250 nM 

Baf.A1添加、未添加のDMEM培地で2時間培養した。固定後、CQ1ソフトウェア

を用いて細胞を解析した。スケールバー：40μm。 
B） A）の定量。RFP＋GFP－／RFP＋GFP＋ドットの数を数え平均±s.e.m.を計算  

（n＝3、*p＜0.05、unpaired t-test）。 
C） WTまたはPACSIN1 KO HeLa細胞を、DMEM培地で培養し、固定後、細胞を 

電子顕微鏡で分析した。アンフィソームは矢印で示す。スケールバー：500 nm。 
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図4．PACSIN1はSNAREsのアセンブリを制御する 

A） WTまたはPACSIN1 KO HeLa細胞にGFP-STX17をトランスフェクションし、 

調製したサンプルをGFP-trap ビーズで免疫沈降させ、それぞれの抗体でイムノブ

ロットを行った。 
B） A）の定量結果。SNAP29またはVAMP8の量をGFPでnormalizeし、平均値±

s.e.mを算出（n=3、*p＜0.05、unpaired t-test）。 
 

33．．PPAACCSSIINN11ははリリソソフファァジジーーをを含含むむ一一部部のの選選択択的的オオーートトフファァジジーーにに必必要要ででああるる  
次に PACSIN1 によるアンフィソームを経由するオートファジー経路が損傷リソソーム修復に必須なリソファジー

かについて調べた。リソファジーはリソソーム損傷に伴い誘導され、損傷リソソームがオートファゴソームによって囲

まれその後残っている正常なリソソームに運ばれる。リソファジー活性を調べるプローブとして、損傷リソソーム    
マーカーである Galectin3 に GFP と RFP をタンデムに繋いだプローブ tfGal3 を使用した。本プローブを用いると

tfLC3 と同様の原理により tfGal-3 の GFP／RFP で標識された損傷リソソームがリソファジーにより正常なリソソー

ムに運ばれると GFP が消光し RFP のみでラベルされる。コントロール細胞ではリソソーム特異的な損傷剤である

LLOMe 処理後 10 時間後には GFP シグナルの低下がみられ、リソファジーが進行していることが確認できたが、

PACSIN1 KO 細胞ではこれがみられず、リソファジー活性が低下していることが明らかとなった（図 5A、B）。さら

にパーキンソン病の要因となるα-シヌクレイン凝集体に対するオートファジー、すなわちアグリファジーへの

PACSIN1の寄与についても調べた （図5C, D）。蛍光ラベルしたα-シヌクレインフィブリルを細胞に処理し、α-シヌ

クレイン凝集体の経時変化を調べたところ、コントロールに比べ、PACSIN1 KOでより凝集体が残存していた。さら

に、損傷したミトコンドリアに対するオートファジーであるマイトファジーでのPACSIN1の機能も評価した（図5E、
F）。ここではいくつかあるマイトファジー経路の中でも PINK1／Parkin 依存性のマイトファジーについて調べた。

Parkinを発現する細胞にバリノマイシンを処理してミトコンドリア膜電位を消失させ、マイトファジーを誘導した後、

ミトコンドリア内膜タンパク質分解を経時的に観察したところ、PACSIN1 KO細胞とコントロールとの間に差は見ら

れなかった。このことからPACSIN1はマイトファジーには必要がないことが示唆された。 
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図5．PACSIN1はリソファジーおよびアグリファジーに必要である 

A） tf-Gal3を安定的に発現するWT、PACSIN1 KO HeLa細胞を、1 mM LLOMe処
理1時間後の増殖培地で0時間または10時間培養した。スケールバー：50μm。 

B） A）の定量結果。固定後、細胞を分析し、CQ1ソフトウェアを用いてGFP／RFPの

相対平均強度を測定し平均値±s.e.mを算出（n=3、**p＜0.01、unpaired t-test）。 
C） WT またはPACSIN1 KO HeLa 細胞をATTO 550 で標識したα-シヌクレイン予

備線維（PFF 550）で1時間処理し、処理後0、24、48時間後に細胞を固定して指

示色素で染めた。スケールバー：10μm。 
D） C）の定量結果。細胞質におけるPFF 550の平均総強度は、Cell Profilerで測定し

た（n=3、*p＜0.05、unpaired t-test）。 
E） GFP-Parkinを安定に発現するWTまたはPACSIN1 KO HeLa細胞を1μMバリ

ノマイシンで0、2、4、6時間処理し、調製したサンプルを用いて、それぞれの抗体

でイムノブロットを行った。 
F） E）の定量結果。Cox Ⅳまたは Complex Ⅲコアサブユニット 1 の量をα-tubulin

でノーマライズしたものである。数値は平均値±s.e.m（n=3）を表す。 
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考考  察察  

  
オートファジーにはオートファゴソームが後期エンドソーム／MVBs と融合してアンフィソームを作ったのちリソ

ソームと融合する経路と、オートファゴソームがリソソームと直接融合する経路の2種類の輸送経路があることが示唆

されていたが、この2つの経路の制御機構や使い分けについては全く不明であった。本研究では新規オートファジー制

御因子として PACSIN1 を同定し、これがアンフィソームとリソソームの融合を担うことが明らかとなった。また

PACSIN1は基底オートファジーに加え、選択的オートファジーの中でも損傷リソソームを隔離するリソファジーと易

凝集性タンパク質を分解するアグリファジーに必須な働きを持つ一方、飢餓誘導性オートファジーやマイトファジーに

は必要ないことがわかった。これらのことから、2種類のオートファジーの輸送経路がストレスや基質によって使い分

けられていることが示唆された。アンフィソームを経由する経路がどのような条件で選択されているのかは不明である

が、基底レベルのリソソーム活性は飢餓時と比べて低いこと、リソファジー誘導条件下では大半のリソソームが損傷を

受けていること等を踏まえると、これら条件下ではリソソームに直接基質を運ぶ前にアンフィソームを経由することで

部分分解を進める必要があるのかもしれない。さらなる分子機構や生理的意義の解明を進める予定である。 
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