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研究要旨 

 本分担研究では、ペリー症候群の分子病態を解明するため、2種類の培養細胞ライン（HeLa細胞、SH-SY5Y

細胞）を用いて、オートファジー調節機構への影響を検討した。 

 まず、ペリー症候群責任遺伝子 p150gluedをコードした野生型及び変異型プラスミド DNAを作製し、培

養細胞に導入し、フローサイトメータにより p150glued導入細胞のみを抽出し、ウェスタンブロッティング

にて検討したところ、LC3-II/actin ratioの上昇、p62レベルの上昇を認めたため autophagic fluxが抑制さ

れていると判断した。さらに免疫細胞染色を行ったところ、変異型 p150glued導入細胞では、細胞内小器官

の分布変化が認め、特にリソソームが核周囲から細胞膜直下に移動する傾向が顕著であった。またmTOR染

色でもmTOR陽性リソソームが細胞膜直下に移動していることから、PI3K/mTOR経路の活性化による

autophagosome形成抑制が生じていることが考えられた。以上から p150gluedはリソソームの分布を変化さ

せ autophagic fluxを変化させると同時にmTOR活性化による autophagosome産生を抑制すると考えられ

た。 

 

Ａ．研究目的 

 p150gluedの野生型、変異型遺伝子をコードす

るプラスミドを培養細胞に導入し、オートファジ

ー機能の変化を評価することにより、ペリー症候

群とオートファジー機能の相関を評価することを

目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

I. autophagic fluxの生化学的評価 

 変異型p150gluedのautophagic fluxにおける役

割を正確に評価する為に、GFP-p150glued 

constructを作製し、HeLa細胞への導入を行う。

さらに GFP陽性細胞を抽出し、ウェスタンブロッ

ティングにて検討することで p150gluedの影響を

より正確に評価できると考えた。 

 まず、野生型 p150glued、変異型 p150glued 

(G71R)を 6-well plateに播いたHeLa細胞に、

lipofectamine 2000 (1 ul/1ug plasmid DNA)を用

いて遺伝子導入した。24時間後にトリプシンを添

加し培養細胞を回収し、FACSAria (BD社製)を用

いて、GFP陽性細胞のみを回収し RIPA bufferを

用いて蛋白を回収した。 

 Western blotting法にて上記細胞抽出蛋白中の

p62、LC3-II、actin発現量を定量し検討した。 

II． 細胞生物学的検討 

 昨年度報告したように、培養細胞内に変異型

p150gluedを導入した場合、5－15％程度の遺伝子

導入された細胞に p150glued凝集体を認めた。同

細胞でのオートファジー機能変化を評価するため、

免疫細胞染色にて各種オルガネラマーカーを用い

て、細胞内小器官の分布変化を検討した。またオ

ートファジー調節機構として最も解明が進む

PI3K/mTOR経路を評価するため、mTORの免疫

染色を併用した。 



 

 

（倫理面への配慮） 

遺伝子組み換え実験については順天堂大学倫理委

員会より承認を得、行った。 

 

Ｃ．研究結果 

 結果１：  

 

上図 Aのように変異型 p150glued過剰発現により、

p62の増加と LC3Bの増加を認める。図 B、Cは

定量画像である。 

 

 結果２：  

 

 

図 Gのように変異型 p150glued (G59Sまたは

G71R)過剰発現により LAMP2陽性顆粒が細胞膜

直下に移動し、autophagosome（LC3陽性）との

共局在が減少する。また LAMP2陽性顆粒（リソ

ソームと考えられる）は同様にmTOR陽性である。 

 

Ｄ. 考察 

 autophagosomeと lysosomeは主にmicrotubule 

organizing centre (MTOC)周辺で融合し、

autophagic fluxを最終段階で調整しうる（Nat 

Cell Biol 2011 13:453）。変異型 p150glued強制発

現により、autophagosomeの分布もややMTOC

から離れ、diffuseに存在する傾向を持つが、

lysosomeは顕著に細胞膜直下に移動する。現在同

現象を 3次元的に定量化する softwareを用いて、

詳細に検証を進め、より広い意味での lysosomeに

よるautophagic flux制御機構を解明したいと考え

ている。 

 

Ｅ．結論 

 p150glued変異型は、リソソーム分布を核周囲

から細胞膜直下に移動させることにより、MTOC

周囲での autophagosome-lysosome融合が障害さ

れることにより autophagic fluxが阻害される。同

時に PI3K/mTOR経路が活性化されることにより

autophagosome産生が抑制されることにより、

flux自体の阻害量はそれほど大きくならないと考

えられる。 
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