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◼ 本論文で用いた省略形 

AAV  Adeno-associated virus 

ANOVA  Analysis of variance 

BSA  Bovine serum albumin 

BW  Body weight 

CALM  Clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia 

Cdc42  Cell division cycle 42 

CDK5  Cyclin dependent kinase 5 

CLIC/GEEC Clathrin-independent carriers/ Glycosylphosphatidylinositol-anchored- 

protein-enriched endosomal compartment  

CMV  Cytomegalovirus 

COPⅡ  Coat protein Ⅱ 

DHE  Dihydroethidium 

EDTA         Ethylenediaminetetraacetic acid 

EEA1  Early endosome antigen 1 

EGF  Epidermal growth factor 

EIPA  5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-Amiloride 

FBS  Fetal bovine serum 

FIP200        FAK family-interacting protein of 200 kDa 

GAPDH        Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GFAP       Glial fibrillary acidic protein 

GFP        Green fluorescent protein 

GM130  Golgi matrix protein 130 kDa 

GSK3β      Glycogen synthase kinase 3 β 

GWAS  Genome-wide association study 

HEK293 Human embryonic kidney cell 293 

IRGM  Immunity related GTPase M 

ITR  Inverted terminal repeat 

LAMP1  Lysosomal-associated membrane protein 1 

LAMP2  Lysosomal-associated membrane protein 2 

LC3  Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3 

mTORC1 Mammalian target of rapamycin complex 1 

NeuN  Neuronal nuclei 

PAS  Pre-autophagosomal structure 

PCC  Pearson’s correlation coefficient 

PBS  Phosphate-buffered saline 
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PBS-T  0.1% Tween 20/PBS 

PFA  Paraformaldehyde 

PI3K          Phosphoinositide 3-kinase 

PMSF  Phenylmethylsulfonyl fluoride 

PVDF  Polyvinylidene difluoride 

p38 MAPK p38 mitogen-activated protein kinase 

q-PCR  quantitative polymerase chain reaction 

Rab5        Ras-related protein Rab-5 

Rac1  Ras-related C3 botulinus toxin substrate 1 

Rubicon        Run domain protein as Beclin 1 interacting and cysteine-rich containing 

SMN1  Survival motor neuron 1 

SNAP29  Synaptosomal-associated protein 29 

SNARE      soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor 

SPF  Species of pathogen free 

STX17  Syntaxin 17 

STX7  Syntaxin 7 

TBS  Tris-buffered saline 

TBS-T  0.1% Tween 20/TBS 

TMR  Tetra methyl rhodamine 

ULK1  Unc-51 like autophagy activating kinase 

VAMP8  Vesicle-associated membrane protein 8 

vg  Vector genome 

WIPI4  WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 4 

WPRE  Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element 
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◼ 第 1章 SNARE タンパク質に着目した, 老化脳におけるオートファジ

ー活性低下メカニズムの解明 

1-1 緒論 

オートファジーは酵母からヒトに至るまで高度に保存された細胞内成分の分解機構

であり, 生体の恒常性維持において重要な機能を担っている. オートファジーによる

分解においては, まず隔離膜と呼ばれる構造体が細胞内成分を取り囲むことでオート

ファゴソームを形成し, オートファゴソームがリソソームと融合することで, リソソーム内

部の加水分解酵素の働きによって内容物を分解する (Fig. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

富栄養条件ではオートファジーによる分解はキナーゼ複合体であるMammalian 

target of rapamycin complex 1 (mTORC1)の働きにより抑制されているが, 飢餓等の刺

激に伴い mTORC1の活性が低下すると Unc-51 like autophagy activating kinase 

(ULK1), ATG13, FAK family-interacting protein of 200 kDa (FIP200), ATG101から成

る複合体の活性化が起こり, 隔離膜形成の一連の反応が開始される 1). 隔離膜はオメ

ガソームと呼ばれる小胞体上のミトコンドリアと近接する領域から出芽し 2), ATG5-

ATG12-ATG16L1複合体等の働きにより, 正常なオートファゴソームへと成熟する 3). 

成熟したオートファゴソームはその後, リソソームと

融合するが, このオートファゴソーム-リソソームの

融合は, オートファゴソームに局在する soluble N-

ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 

receptor (SNARE)タンパク質である YKT6, 

Syntaxin 17 (STX17)が リソソームに局在する

SNARE タンパク質である Syntaxin 7 (STX7), 

Vesicle-associated membrane protein 8 (VAMP8)

とそれぞれ細胞質に存在する Synaptosomal-

Fig. 1. オートファジーの概要 

Fig. 2. オートファジーに関わる

SNARE タンパク質 
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associated protein 29 (SNAP 29)を介した複合体を形成することにより誘導される 

(Fig.2) 4), 5).  

オートファジーの異常はアルツハイマー病やパーキンソン病などに代表される様々

な神経変性疾患の発症との関わりが考えられている. 実際に神経系細胞特異的なオ

ートファジー不全マウスは, オートファジーによる分解基質の細胞内での蓄積に加え, 

振戦や運動機能の低下といった神経変性疾患と類似した表現型を呈する 6). また, 

mTORC1阻害剤投与によるオートファジー活性化はアルツハイマー病モデルマウス

における認知機能の低下を予防することが報告されている 7), 8). これらの報告はオー

トファジーの異常が神経変性疾患の発症と密接に関わっていることを示すものである.  

オートファジーによる分解機能が低下する原因の 1つに細胞の老化がある. 老化

は神経変性疾患の最大の危険因子であり 9), 老化によってオートファジーによる分解

活性が低下することで, β-アミロイドやリン酸化タウタンパク質, α-シヌクレインなどの凝

集タンパク質が蓄積し 6), 10), 神経細胞が障害されることで神経変性疾患の発症に至

ると考えられている 11). 老化細胞においてはオートファジーの進行に重要な ATG5-12

や Beclin1の発現低下や 12), オートファゴソームとリソソームの融合の抑制 13), オート

ファジー抑制因子として知られる Run domain protein as Beclin 1 interacting and 

cysteine-rich containing (Rubicon)の増加が報告されており 14), オートファジーによる

分解機能が低下していることが知られている. 以上のように老化によるオートファジー

活性低下は現在までに様々な研究が行われてきており, 神経変性疾患の有望な治療

標的と考えられているものの, 未だ詳細なメカニズムは明らかとなっていない.  

 これまでの老化によるオートファジーの研究では, オートファジー特異的なオルガネ

ラであるオートファゴソームに着目した研究が多数行われてきている. 一方で, 近年で

は神経変性疾患におけるオートファジー研究において, オートファジーに関わる

SNARE タンパク質に着目した研究が行われている. アルツハイマー病ではリソソーム

に局在する SNARE タンパク質である VAMP8の 15), パーキンソン病ではオートファゴ

ソームに局在する SNARE タンパク質である YKT6の局在異常が報告されている 16). 

リソソーム性加水分化酵素の欠損により発症する神経変性疾患である GM2ガングリ

オシドーシスにおいてはリソソームに局在する STX7, VAMP8の両方の SNARE タン

パク質の局在異常が報告されている 17). また, ダウン症では STX17, VAMP8の発現

量低下によるオートファジー異常が報告されている 18). このように一部の神経変性疾

患においてはオートファゴソームやリソソームのようなオルガネラの直接の変化によら

ないオートファジー活性低下機構が報告されている. そこで私は, 神経変性疾患の最
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大の危険因子である老化によってもオートファジーに関わる SNARE タンパク質の発

現量や細胞内局在が変化することでオートファジーが障害されるのではないかと仮説

を立てた.  

本研究では, 様々な神経変性疾患の共通の発症原因であると考えられる, 老化脳

におけるオートファジー活性低下メカニズムの解明を目指して, オートファジーに関わ

る SNARE タンパク質の老化による変化に着目した解析を行った. 
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1-2 実験結果 

1-2-1 老化脳においても SNARE タンパク質の発現量に変化は無い 

 まず, オートファジーに関わる SNARE タンパク質の発現量に老化による変化が見ら

れるかを解析した. 5 ヵ月齢, 14 ヵ月齢, 23 ヵ月齢マウスをそれぞれ若齢 (Young), 中

齢 (Middle), 老齢 (Old)マウスとして使用し, 解析を行った. 各マウスの脳抽出液を

用いてWestern blottingによりオートファジーに関わる SNARE タンパク質の検出を行

った結果, YKT6, STX17, SNAP29, STX7, VAMP8のいずれの SNARE タンパク質に

ついても月齢による発現量の変化は見られなかった (Fig. 3-A, B). このことから, 老

化脳におけるオートファジー活性低下は, オートファジーに関わる SNARE タンパク質

の発現低下によるものではないことが明らかになった. 一方で, 細胞質で機能する

SNAP29以外の SNARE タンパク質はオートファゴソームあるいはリソソームに適切に

局在化することが, その機能の発現には重要であると考えられる. そこで, 次にこれら

の SNARE タンパク質の細胞内局在が加齢により変化するかを解析した. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. マウス脳における SNARE タンパク質の発現解析 

 (A, B) マウス左脳抽出液を用いてWestern blottingによって YKT6, STX7, 

SNAP29, STX7, VAMP8の検出を行い, 各 SNARE タンパク質/β-Tubulinのバンド強

度を解析した. n=3, One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett test, 

(vs Young). 

 

 

1-2-2 老化脳では VAMP8のリソソーム局在が減少し, リソソームとオートファゴソーム

の融合が抑制される 

(A) 
(B) 
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 若齢, 中齢, 老齢マウス脳凍結切片を用いて, 免疫染色によってオートファジーに

関わる SNARE タンパク質とオルガネラマーカーの共染色を行うことで, SNARE タンパ

ク質の細胞内局在を解析した. その結果, オートファゴソームに局在して機能する

YKT6, STX17 とオートファゴソームマーカーであるMicrotubule-associated proteins 

1A/1B light chain 3 (LC3)の共局在に月齢による変化は見られなかった (Fig. 4-A, B, 

C, D). よって, オートファゴソーム局在性の SNARE タンパク質である YKT6, STX17

のオートファゴソーム局在に加齢による変化は無いことが明らかとなった. 次にリソソー

ムに局在して機能する STX7, VAMP8 とリソソームマーカーである Lysosomal-

associated membrane protein 2 (LAMP2)の共局在を解析した結果では, STX7 と

LAMP2の共局在に変化は無かったが, VAMP8 と LMAP2の共局在は月齢を経るに

したがって減少した (Fig. 4-E, F, G, H). これらの結果から, 老齢マウス脳においては

オートファジーに関わる SNARE タンパク質の 1つである VAMP8のリソソーム局在が

減少することが示唆された. VAMP8はリソソームとオートファゴソームの融合に必須の

因子の 1つであるため, 次に各マウス脳におけるリソソームとオートファゴソームの融

合能について解析した. リソソームマーカーLAMP2 とオートファゴソームマーカー 

LC3を共染色し, これらの共局在を解析した結果, 月齢を経るにしたがって LAMP2

と LC3の共局在は減少した (Fig. 4-I, J). このことから, 老齢マウス脳では VAMP8の

リソソーム局在減少に起因すると考えられるリソソームとオートファゴソームの融合抑制

が起こっていることが示唆された.  

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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Fig. 4. マウス脳における SNARE タンパク質局在解析 

(A, C, E, G, I) マウス脳凍結切片を用いて, 免疫染色により各 SNARE タンパク質とオ

ルガネラマーカー又はリソソームマーカーLMAP2 とオートファゴソームマーカーLC3

を共染色し, 大脳皮質を観察した. Red: LC3 (A, C), LAMP2: (E, G, I), Green: YKT6 

(A), STX17 (C), STX7 (E), VAMP8 (G), LC3 (I). Blue: Nucleus. Scale bar: 10 μm. (B, 

D, F, H, J) 各 SNARE タンパク質とオルガネラマーカー又はリソソームマーカー

LMAP2 とオートファゴソームマーカーLC3の共局在係数を解析した. n=3, One-way 

ANOVA followed by Dunnett test, ❋P＜0.05, (vs Young). 

 

 以上の解析から, 老齢マウス脳のリソソームにおいて SNARE タンパク質の局在変

(E) 

(F) 

(G) 

(H) 

(I) 

(J) 
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化が示唆されたため, 次にこれらのマウス脳からリソソームを単離することで, SNARE

タンパク質の局在変化をより詳細に解析した. マウス大脳を等張液中で穏和に破砕し, 

リソソームの主要な膜タンパク質である Lysosomal-associated membrane protein 1 

(LAMP1)に対する抗体を用いた免疫沈降を行うことで, マウス大脳からリソソームに富

んだ画分 (Lysosome fraction)を獲得した. この画分を用いてWestern blottingによっ

てオルガネラマーカーを検出した結果, 大脳総抽出液 (Total fraction)と比較して, 

Lysosome fractionではリソソームマーカーである LAMP1が増加した一方で, エンドソ

ームマーカーである Early endosome antigen 1 (EEA1)や細胞質タンパク質である β-

Tubulinは減少した (Fig. 5-A). よって抗 LAMP1抗体を用いた免疫沈降によって獲

得した Lysosome fractionにはリソソームが高度に濃縮されていることが確認できた. こ

の Lysosome fractionを用いてWestern blottingによってリソソームに局在する SNARE

タンパク質である STX7 と VAMP8の検出を行った結果, STX7は各月齢間で変化は

見られなかったのに対して, VAMP8は月齢を経るにしたがって減少し (Fig. 5-B), 免

疫染色での共局在解析と同様の結果が得られた. よって以上の結果より, 老齢マウス

脳においては VAMP8のリソソーム局在が減少することが明らかになり, これが老化脳

におけるオートファジー活性低下の一因であることが示唆された.   

 

Fig. 5. リソソーム画分における SNARE タンパク質発現量解析 

(A) 若齢マウス大脳 Total fraction, Lysosome fraction を用いてWestern blottingに

より, LAMP1, EEA1, β-Tubulinを検出した. (B, C) 各マウス大脳 Lysosome fractionを

用いてWestern blottingにより STX7, VAMP8の検出を行い, STX7/LAMP2および

(A) 

(B) 

(C) 
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VAMP8/LAMP2の相対バンド強度を解析した. n=3, One-way ANOVA followed by 

Dunnett test, ❋P＜0.05, (vs Young).   

 

 

1-2-3 酸化ストレスはエンドサイトーシスを抑制し, リソソームへの物質の輸送を妨げる 

 以上の解析から, 老化脳において VAMP8のリソソーム局在が減少することが明らか

になったので, 次にその局在変化メカニズムについて解析した. VAMP8はクラスリン

アダプタータンパク質である Clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia (CALM)と

相互作用することでエンドサイトーシスによってリソソームに輸送されることが知られて

いる 19). 実際に, CALMをノックダウンし, エンドサイトーシスを抑制した細胞では

VAMP8の細胞内局在が変化し, オートファジーが障害されることが報告されている

15). さらに, このように VAMP8のリソソームへの局在化に重要だと考えられるエンドサ

イトーシスが老化細胞の特徴的な形質である酸化ストレスによって抑制されることも報

告されている 20), 21), 22). そこで, 老化脳における酸化ストレスがエンドサイトーシスを抑

制することで, VAMP8の局在を変化させているのではないかと考え, 酸化ストレスがエ

ンドサイトーシスや SNARE タンパク質局在に与える影響について解析した.  

ヒト神経芽腫細胞株 (SH-SY5Y)に対して H₂O₂を処理することで, 酸化ストレスを誘

導した. この細胞における酸化ストレスの原因である活性酸素種 (Reactive oxygen 

species: ROS)の増加を ROSの検出プローブである Dihydroethidium (DHE)を用いて

解析した結果, H₂O₂を処理した細胞において DHEの蛍光が増加することが明らかに

なり (Fig. 6-A, B), H₂O₂処理によって酸化ストレスを誘導できていることを確認した. 次

に, 酸化ストレスがエンドサイトーシスを抑制するかを解析するため, 蛍光標識

Cholera toxin subunit B（CtxB）を用いたエンドサイトーシスアッセイを行った. CtxBは

細胞表面の GM1ガングリオシドと結合してエンドサイトーシスによって取り込まれ, リ

サイクリングエンドソームを介してゴルジ体へと輸送される 23). そこで, エンドサイトー

シスによる CtxBのゴルジ体への輸送を, CtxB とゴルジ体マーカーである Golgi 

matrix protein 130 kDa (GM130)の共局在解析により評価した. その結果, Controlで

は 10 分以内に CtxB と GM130 の共局在が観察され, 20分後にはプラトーに達し

たが，H₂O₂を処理した細胞では 20分経過後も CtxB と GM130 の共局在の増加は

観察され無かった (Fig. 6-C, D). このことから, 酸化ストレスの誘導によってエンドサイ

トーシスによる細胞内輸送が抑制されることが明らかになった. また, エンドサイトーシ

スによるリソソームへの物質の輸送を解析するため, 蛍光標識 Dextranによるエンドサ
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イトーシスアッセイを行った. 細胞に添加された Dextranはエンドサイトーシスによって

細胞内に取り込まれた後, リソソームまで輸送されるため, 添加後の Dextranのリソソ

ーム局在を解析することでエンドサイトーシスを評価した. 細胞に蛍光標識 10 kDa 

Dextranを添加し, リソソームマーカーLAMP2 との共局在を解析した結果, Controlの

細胞と比較して H₂O₂を処理した細胞では Dextran と LAMP2の共局在が減少してい

ることが明らかになり (Fig. 6-E, F), 酸化ストレスによってエンドサイトーシスによるリソソ

ームへの物質輸送が抑制されていることが確認できた. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) 

(F) 
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Fig. 6. 酸化ストレス誘導時にけるエンドサイトーシスの解析 

 (A, B) SH-SY5Yに H₂O₂を処理し, 48時間後に DHEを用いて細胞内の ROSを検

出, 定量した. Red: DHE, Blue: Nucleus. Scale bar: 50 μm. n=5, Student’s T-test, ❋❋❋

P＜0.005 (vs Control). (C, D) SH-SY5Yに H₂O₂を処理し, 48時間後に蛍光標識

CtxBを処理し, CtxBのゴルジ体への輸送を解析することでエンドサイトーシスを評価

した. Red: GM130, Green: CtxB, Blue: Nucleus. Scale bar: 10 μm. n=5, Student’s T-

test, ❋❋❋P＜0.005 (vs Control). (E, F) SH-SY5Yに H₂O₂を処理し, 48時間後に蛍光

標識 10 kDa Dextranを処理し, 10 kDa Dextranのリソソームへの輸送を解析すること

でエンドサイトーシスを評価した. Red: LAMP2, Green: 10 kDa Dextran, Blue: Nucleus. 

Scale bar: 10 μm. n=5, Student’s T-test, ❋❋❋P＜0.005 (vs Control). 

 

 

1-2-4 酸化ストレスは VAMP8のリソソーム局在を減少させる 

酸化ストレスがエンドサイトーシスを抑制することが確認できたので, 次に酸化ストレ

スによるエンドサイトーシスの抑制が, オートファジーに関わる SNARE タンパク質に与

える影響を解析した. Western blottingによって各 SNARE タンパク質の発現量を解析

した結果では, YKT6, STX17, STX7, VAMP8のいずれの SNARE タンパク質も H₂O₂

処理によって発現量は変化しなかった (Fig. 7-A, B). よって老齢マウス脳での結果と

同様に酸化ストレスの負荷によっても SNARE タンパク質の発現量は変化しないことが

明らかになった. 次に, 免疫染色によって各 SNARE タンパク質とオルガネラマーカ

ーの共染色を行うことで, SNARE タンパク質の細胞内局在を解析し結果, オートファ

ゴソームに局在する YKT6, STX17 とオートファゴソームマーカーLC3の共局在には

H₂O₂処理による変化は見られず (Fig. 7-C, D, E, F), オートファゴソーム局在性の

SNARE タンパク質である YKT6, STX17のオートファゴソーム局在に酸化ストレスによ

る変化は無いことが明らかとなった. 一方で, リソソームに局在する STX7, VAMP8 とリ

ソソームマーカーLAMP2の共局在を解析した結果では, STX7 と LAMP2の共局在

に変化は無かったが, VAMP8 と LMAP2の共局在は H₂O₂処理によって減少した 

(Fig. 7-G, H, I, J). よって老齢マウス脳での結果と同様に VAMP8のリソソーム局在の

みが酸化ストレスによって減少することが示唆されたため, VAMP8局在変化をより詳

細に解析した. H₂O₂処理後の VAMP8の局在変化を経時的に解析した結果, H₂O₂処

理後の時間依存的に VAMP8 と LAMP2の共局在は減少した (Fig. 7-K, L). 以上の
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結果から, 酸化ストレスはエンドサイトーシスを抑制することでオートファジーに関わる

SNARE タンパク質の 1つである VAMP8のリソソーム局在を減少させることが考えら

れる.  

 

 

 

 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) (F) 
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Fig. 7. 酸化ストレス誘導時における SNARE タンパク質局在解析 

 (A, B) SH-SY5Yに H₂O₂を処理し, 48時間後にWestern blottingによって YKT6, 

STX17, STX7, VAMP8の検出を行い, 各 SNARE タンパク質/β-Tubulinの相対バン

ド強度を解析した. n=3, Student’s T-test (vs Control). (C, E, G, I) SH-SY5Yに H₂O₂を

処理し, 48時間後に免疫染色によって各 SNARE タンパク質とオルガネラマーカーの

共染色を行った. Red: LC3 (C, E), LAMP2 (G, I), Green: YKT6 (C), STX17 (E), STX7 

(G), VAMP8 (I), LC3 (I). Blue: Nucleus. Scale bar: 10 μm. (D, F, H, J) 各 SNARE タン

パク質とオルガネラマーカーの共局在係数を解析した. n=5, Student’s T-test, ❋❋❋P＜

0.005 (vs Control). (K, L) SH-SY5Yに H₂O₂を処理し, 12, 24, 48時間後に免疫染色

によって VAMP8 と LAMP2の染色を行い, 共局在係数を解析した. Red; LAMP2, 

Green; VAMP8, Blue; Nucleus. Scale bar: 10 μm. n=5, One-way ANOVA followed by 

Dunnett test, ❋P＜0.05, ❋❋P＜0.01 (vs Control). 

 

 

1-2-5 酸化ストレスはリソソームとオートファゴソームの融合を抑制する 

以上の解析から酸化ストレスによるエンドサイトーシス抑制がオートファジーに関わ

る SNARE タンパク質である VAMP8のリソソーム局在を減少させることが示唆された

ため, この VAMP8の局在変化がオートファジーに影響を与えるかを解析した. 

Western blottingによってオートファジー活性の指標として知られる LC3II, p62の検出

を行った結果, Control と比較し H₂O₂処理によって LC3II, p62 ともに増加した (Fig. 8-

A, B, C). 一般的に, オートファゴソーム膜タンパク質である LC3IIの増加は, オートフ

ァゴソーム合成の活性化またはオートファゴソーム分解の抑制が考えられ, またオート

ファジーによって選択的に分解される p62の増加は, オートファジー分解活性の低下

が示唆される. そこで, H₂O₂処理による LC3II, p62の増加がオートファジー活性の低

下に起因するか確認するため, リソソームとオートファゴソームの融合を免疫染色によ

って解析した. リソソームマーカーLAMP2 とオートファゴソームマーカーLC3を染色

し, 共局在解析を行った結果, H₂O₂処理により LAMP2 と LC3の共局在は減少した 

(Fig. 8-D, E). よって酸化ストレスの誘導はリソソームとオートファゴソームの融合を抑

制することが明らかになった. 以上の結果から, 酸化ストレスはエンドサイトーシスを抑

制することで, VAMP8のリソソーム局在を減少させ, リソソームとオートファゴソームの

融合を低下させることが示唆された.  
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Fig. 8. 酸化ストレス誘導時におけるオートファジーの解析 

 (A, B, C) SH-SY5Yに H₂O₂を処理し, 48時間後にWestern blottingによって LC3, 

p62の検出を行い, LC3II/GAPDH, p62/GAPDHの相対バンド強度を解析した. n=3, 

Student’s T-test, ❋P＜0.05, ❋❋❋P＜0.005 (vs Control). (D, E) SH-SY5Yに H₂O₂を処

理し, 48時間後に Torin-1を 2時間処理することでオートファジーを誘導し, 免疫染色

によって LAMP2, LC3の染色を行い, 共局在係数を解析した. Red: LAMP2, Green: 

LC3, Blue: Nucleus. Scale bar: 10 μm. n=5, Student’s T-test, ❋P＜0.05 (vs Control). 

 

 

1-2-6 エンドサイトーシスの抑制は VAMP8のリソソーム局在を減少させる 

(A) (B) (C) 

(D) (E) 
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 酸化ストレスが VAMP8のリソソーム局在を減少させることでオートファジーを障害す

ることが示唆されたため, 次に酸化ストレスによる VAMP8のリソソーム局在減少がエ

ンドサイトーシスの抑制に起因するのかを解析した. SH-SY5Yにエンドサイトーシス阻

害剤である Chlorpromazine (CP)を処理することでエンドサイトーシスを抑制し, 免疫

染色によって各 SNARE タンパク質の局在を解析した. その結果, オートファゴソーム

に局在する YKT6, STX17 とオートファゴソームマーカーLC3の共局在には CP処理

による変化は見られず (Fig. 9-A, B, C, D), オートファゴソーム局在性の SNARE タン

パク質である YKT6, STX17の局在にエンドサイトーシス抑制による変化は無いことが

明らかとなった. 一方で, リソソームに局在する STX7, VAMP8 とリソソームマーカー

LAMP2の共局在を解析した結果では, STX7 と LAMP2の共局在は減少しなかった

が, VAMP8 と LMAP2の共局在は CP処理によって減少した (Fig. 7-E, F, G, H). よ

ってエンドサイトーシス阻害剤の処理によっても VAMP8のリソソーム局在のみが減少

したことから, 酸化ストレスはエンドサイトーシスの抑制を介して VAMP8のリソソーム局

在を減少させることが考えられる. 

 

 

 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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Fig. 9. エンドサイトーシス抑制時における SNARE タンパク質局在解析 

(A, C, E, G) SH-SY5Yに CPを処理し, 24時間後に免疫染色によって各 SNARE

タンパク質とオルガネラマーカーの共染色を行った. Red: LC3 (A, C), LAMP2 (E, G), 

Green: YKT6 (A), STX17 (C), STX7 (E), VAMP8 (G). Blue: Nucleus. Scale bar: 10 

μm. (B, D, F, H) 各 SNARE タンパク質とオルガネラマーカーの共局在係数を解析し

た. n=5, Student’s T-test, ❋❋❋P＜0.005 (vs Control).  

 

 

1-2-7 エンドサイトーシスの抑制はリソソームとオートファゴソームの融合を抑制する 

老齢マウス脳や酸化ストレスを誘導した細胞と同様に, エンドサイトーシスの抑制に

よってもオートファジーに関わる SNARE タンパク質である VAMP8のリソソーム局在を

減少させることが示唆されたため, この VAMP8の局在変化がオートファジーに影響を

与えるかを解析した. Western blottingによって LC3II, p62の検出を行った結果, 

Control と比較し CP処理によって LC3II, p62 ともに増加した (Fig. 10-A, B, C). 次に, 

(E) 

(F) 

(G) 

(H) 
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CP処理による LC3II, p62の増加がオートファジー活性の低下に起因するか確認する

ため, リソソームとオートファゴソームの融合を免疫染色によって解析した. リソソーム

マーカーLAMP2 とオートファゴソームマーカーLC3を染色し, 共局在解析を行った

結果, CP処理により LAMP2 と LC3の共局在は減少した (Fig. 10-D, E). よってエン

ドサイトーシスの抑制はリソソームとオートファゴソームの融合を抑制することが明らか

になった. 以上の結果から, エンドサイトーシスの抑制は VAMP8のリソソーム局在を

減少させることで, リソソームとオートファゴソームの融合を妨げることが示唆された. 同

様の VAMP8のリソソーム局在減少や, これに起因すると考えられるリソソーム-オート

ファゴソームの融合低下は老齢マウス脳や老化細胞の特徴である酸化ストレスを負荷

した細胞においても観察されたことから, 老化脳においては酸化ストレスによってエン

ドサイトーシスが抑制されることで, VAMP8のリソソームへの輸送が減少し, リソソーム

とオートファゴソームの融合が抑制されることが考えられる.  

 

 

(A) 
(B) (C) 

(D) 

(E) 
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Fig. 10. エンドサイトーシス抑制時におけるオートファジーの解析 

 (A, B, C) SH-SY5Yに CPを処理し, 24時間後にWestern blottingによって LC3, 

p62の検出を行い, LC3II/GAPDH, p62/GAPDHの相対バンド強度を解析した. n=3, 

Student’s T-test, ❋P＜0.05, ❋❋P＜0.01 (vs Control). (D, E) SH-SY5Yに CPを処理

し, 24時間後に Torin-1を 2時間処理することでオートファジーを誘導し, 免疫染色に

よって LAMP2, LC3の染色を行い, 共局在係数を解析した. Red: LAMP2, Green: 

LC3, Blue: Nucleus. Scale bar: 10 μm. n=5, Student’s T-test, ❋P＜0.05 (vs Control). 
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1-3 考察 

老化脳におけるオートファジー活性の低下は, 神経変性疾患の発症と密接に関係

していると考えられている 6, 10). 本研究では, この老化脳におけるオートファジー活性

低下メカニズムの解明を目指して, オートファジーに関わる SNARE タンパク質に着目

した解析を行った. 脳におけるオートファジーに関わる SNARE タンパク質の発現量を

月齢間で比較した結果では, 若齢マウスと老齢マウスにおいて発現量に変化は無か

った. 一方で, これらの SNARE タンパク質の細胞内局在を解析したところ, リソソーム

に局在して機能する VAMP8のリソソーム局在が若齢マウスと比較し, 老齢マウスにお

いて減少していた. さらに老齢マウス脳においてはリソソームとオートファゴソームの融

合抑制が見られた. 以上の結果は, 老化脳において VAMP8のリソソーム局在が減

少することを初めて示すものであり, これが老化脳におけるオートファジー活性低下の

一因であることが考えられる. VAMP8はオートファジーにおいてリソソームとオートファ

ゴソームの融合に関わる因子であり, VAMP8をノックアウトした細胞ではオートファジ

ーが障害されることが示されている 15). 老化脳においては局在の変化によって

VAMP8が適切に機能できなくなっていることが考えられるため, この局在の変化がオ

ートファジーを障害することは十分に考えられる. 従って, VAMP8のリソソーム局在を

正常化することによって老化脳におけるオートファジー活性低下を改善させることが可

能であると考えられる. 実際に, VAMP8を過剰発現させることによって, 神経変性疾

患におけるオートファジー活性低下が抑制されることや 18), 凝集タンパク質の蓄積が

抑制されることが報告されている 24).  

老化が神経変性疾患の原因となるもう一つの要因として, 老化細胞における酸化ス

トレスの亢進がある 25). 酸化ストレスは, 細胞内の活性酸素種（ROS）の増加によって

引き起こされる. ROSは DNAやタンパク質, 脂質, オルガネラなどの損傷を介して神

経細胞死を引き起こし, 神経変性疾患の発症に関与することが示唆されているが 26), 

27), 神経変性疾患の原因タンパク質の蓄積に酸化ストレスが関与しているかは不明で

ある. 本研究では酸化ストレスを誘導した培養神経細胞において, 老齢マウス脳と同

様の VAMP8のリソソーム局在減少や, リソソームとオートファゴソームの融合が抑制さ

れることを明らかにしている. そのため, 老化細胞における酸化ストレスが VAMP8の

局在を変化させることでオートファジーを障害し, 凝集タンパク質の蓄積を促進すると

いう, これまでに報告されてきた ROSによる細胞障害とは異なるメカニズムで神経変

性疾患の発症につながることが考えられる. 

また本研究では, 酸化ストレスの誘導によってエンドサイトーシスが阻害されることを
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示し, さらにエンドサイトーシスの抑制によって VAMP8のリソソームへの輸送が阻害さ

れ, リソソームとオートファゴソームの融合が阻害されることを見出した. この VAMP8

の局在変化やオートファジーの障害は酸化ストレスの亢進している老齢マウス脳や, 

酸化ストレスを誘導した細胞においてもみられたことから, 老化による酸化ストレスによ

ってエンドサイトーシスが抑制されることで, VAMP8のリソソームへの輸送が減少し, リ

ソソームとオートファゴソームの融合が低下することが考えられる. このことは酸化ストレ

スによるエンドサイトーシス抑制が神経変性疾患の発症に寄与することを示唆しており, 

これまでに報告の無い新たな老化脳におけるオートファジー活性低下メカニズムであ

ると考えられる. 近年では, Genome-wide association study (GWAS) により, 様々なエ

ンドサイトーシス関連遺伝子が神経変性疾患の危険因子として同定されている 28), 29), 

30). これらの遺伝子変異が神経変性疾患の発症に繋がる詳細なメカニズムは明らか

になっていないが, 本研究で示されたようにエンドサイトーシス抑制に伴う VAMP8の

輸送減少を通じてオートファジーを抑制することで, 神経変性疾患の発症につながる

ことが考えられる. 実際に, エンドサイトーシス関連遺伝子の一つであり, アルツハイマ

ー病危険因子として同定された CALMをノックダウンすると, VAMP8の細胞内局在が

変化することで, オートファジーが阻害され, リン酸化タウタンパク質の蓄積が起こるこ

とが報告されている 15). 

興味深いことに, 酸化ストレスの誘導やエンドサイトーシス阻害剤処理によってエン

ドサイトーシスを抑制すると, オートファジーに関わる SNARE タンパク質である YKT6, 

STX17, STX7, VAMP8のうち VAMP8でのみ局在の変化が観察された. この局在変

化の有無はそれぞれの SNARE タンパク質のオルガネラへの輸送経路の違いに起因

していると考えられる. VAMP8は既にクラスリンアダプタータンパク質と相互作用する

ことで, エンドサイトーシス経路でリソソームに輸送されることが知られており, このため

にエンドサイトーシス抑制によって局在が変化したと考えられる. 一方で, YKT6は小

胞体から Coat protein Ⅱ (COPⅡ)小胞を介して Pre-autophagosomal structure (PAS)に

輸送されることで, オートファゴソームに局在することが報告されている 31). STX17の

場合は Immunity-related GTPase M (IRGM)を介してオートファゴソーム膜タンパク質

である LC3 と相互作用することで, オートファゴソームに局在する 32). よって, これら

の SNARE タンパク質はエンドサイトーシスとは別の経路によってオートファゴソームに

局在化するため, エンドサイトーシス抑制の影響を受けなかったことが考えられる. 

STX7のリソソーム局在化機構については未だ報告は無いが, YKT6や STX17 と同

様にエンドサイトーシス抑制による局在の変化が見られなかったことから, エンドサイト
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ーシス以外の経路でリソソームに輸送されていることが考えられる.  

本研究では, 酸化ストレスによるエンドサイトーシス抑制が老化脳におけるオートフ

ァジー活性低下の一因であることを示しているが, 酸化ストレスがどのようなメカニズム

でエンドサイトーシスを抑制するかは未だ不明である. 過去の研究では, 酸化ストレス

の誘導が p38 mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK)の活性化を介してエンド

サイトーシスを阻害することが報告されている 22). p38 MAPKはエンドサイトーシス制

御因子である Rab5の局在を調節することでエンドサイトーシスを制御することから 33), 

酸化ストレスによる p38 MAPKの異常活性化がエンドサイトーシスによる輸送を変化さ

せることが考えられる. また, 酸化ストレスはエンドサイトーシス実行因子である

Dynamin 1をリン酸化することにより不活性化し, エンドサイトーシスを抑制的に制御

する Cyclin-dependent kinase 5 (CDK5)34)や Glycogen synthase kinase 3 β (GSK3β)35)

を活性化させることが報告されている 36), 37). そのため, 本研究で示した酸化ストレスに

よる VAMP8 輸送阻害には, CDK5や GSK3βの活性化によるエンドサイトーシスの

抑制が関与していることが考えられる. 実際に, CDK5や GSK3βの活性化はアルツハ

イマー病の発症に寄与することが報告されていることからも 38), 39), これらの分子の老

化による活性の変化が神経変性疾患の発症に関連することが考えられる.  

本研究を総括すると, 老化脳において VAMP8のリソソーム局在が減少することを

初めて示し, これが老化脳におけるオートファジー活性低下の一因であることが示唆

された. さらに, 老化脳における VAMP8局在変化メカニズムとして酸化ストレスを介し

たエンドサイトーシス抑制が示唆された. 本研究成果は酸化ストレスが VAMP8のリソ

ソームへの輸送を減少させることでオートファジーを障害するという, 老化脳における

新規のオートファジー活性低下メカニズムを示すものであり, VAMP8輸送正常化とい

う新たなオートファジー活性化方法の開発に繋がると期待される. 
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◼ 第 2章 小胞輸送系制御による, より効率的な遺伝子治療法の開発 

2-1. 緒論 

 第 1章で述べたようなアルツハイマー病やパーキンソン病に代表される神経変性疾

患はいずれも難治性の疾患であり, 薬物による対症療法は存在するものの, その進行

を完全に抑制する方法は未だ存在しない. そこで近年, これらの神経変性疾患の新

たな治療法として遺伝子治療が研究されている 40), 41), 42), 43). 遺伝子治療は遺伝子を

用いて疾患の治療を行う技術であり, ベクター等を用いて生体に直接遺伝子を導入

する in vivo遺伝子治療と, 細胞を一度体内から取り出し, 遺伝子を導入した後に患

者体内に戻す ex vivo遺伝子治療に大別される. 遺伝子治療は遺伝子を用いるという

性質から神経変性疾患だけでなく, 遺伝子変異が主たる発症要因である先天性疾患

やがんの新規治療法としても研究されている 44), 45). 遺伝子治療に用いるベクターの

一種にアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターがある 46), 47), 48). AAVはパルボウイルス科に

属するエンベロープを持たない一本鎖 DNA ウイルスであり, ヒトに感染しても非常に

小さな免疫応答しか誘導せず, 現在まで病原性は知られていない. AAVには組織指

向性の異なる複数の血清型が存在し, 野生型 AAVでは 13種類, 遺伝子改変により

作製された改変型 AAV も含めるとその数は 100種類以上にも及ぶ 49), 50). そのため, 

AAVベクターを用いた遺伝子治療では標的とする組織や細胞種に応じて最適な血

清型を選択することが重要となっている. 現在では, 世界中で様々な疾患に対する

AAVベクターを用いた遺伝子治療の臨床試験が実施されており, 本邦においても脊

髄筋萎縮症治療薬として AAVベクターに Survival motor neuron 1 (SMN1)遺伝子を

搭載したゾルゲンスマ 40), 41) が既に承認され, 臨床の場で使用されている. このように

AAVベクターは優れた性質と将来性を有しているが, その製造に際して莫大な費用

が掛かることが問題点として存在する. AAVベクターは哺乳類細胞である Human 

embryonic kidney cell 293 (HEK293)に遺伝子導入することで作製されるが, 細胞の

維持に費用が掛かることや AAVベクターの作成効率が他のウイルスベクターと比較し

て低いことが, AAVベクターの高い作成コストの要因となっている. 実際に, 既に臨床

応用されている AAVベクター製剤であるゾルゲンスマは患者 1人当たり, 承認された

2020年時で患者一人当たり 1億 5千万円と過去最高額の薬価が付加されることとな

っている. このような高額の製造コストに起因する高額な臨床試験の費用が AAVベク

ターの臨床応用を妨げる一因となっている. 

一般的にレトロウイルスなどのエンベロープを有するウイルスはエンベロープと細胞
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膜の融合によって細胞内に侵入する 51). 一方で, エンベロープを持たないウイルスの

細胞内への取り込みは細胞の小胞輸送経路の働きによって行われると考えられてい

る. 実際にエンベロープを待たないウイルスである AAV もクラスリン依存性エンドサイ

トーシスあるいはマクロピノサイトーシスのような小胞輸送系の働きによって細胞内に取

り込まれることで遺伝子を導入することが報告されている 52), 53), 54). そのため, AAVベ

クターによる遺伝子導入効率は細胞の小胞輸送系による AAVの取り込み効率に依

存していると言える. そこで安価な低分子化合物を用いて細胞の小胞輸送系による

AAVベクターの細胞内取り込みを促進することが出来れば, より効率的に遺伝子治

療を行うことが可能になると考えられる.  

本研究では低分子化合物を用いた小胞輸送系の制御による, より効果的な遺伝子

治療法の開発を目的に, AAVベクターの細胞内取り込みを促進する化合物の探索, 

及び化合物処理時の AAVベクターの細胞内取り込みにおける分子メカニズムの解

析を行った.  
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2-2. 実験結果 

2-2-1. エンドサイトーシス阻害剤は AAV9/3ベクターの細胞内取り込みを促進する 

まず AAVベクターの細胞内取り込みを促進する化合物の探索を行った. 

Cytomegalovirus (CMV)プロモーター下流に Green fluorescent protein (GFP)をコード

する遺伝子を配置し, 神経細胞指向性の AAV9//3ベクター55) に搭載した AAV9/3-

GFPを作製し(Fig. 11-A), ヒト神経芽腫細胞株 (SH-SY5Y)に小胞輸送関連化合物と

ともに添加した. この細胞から DNAを抽出し, q-PCRによって AAV9/3-GFP中の遺

伝子を定量することで, 細胞内に取り込まれた AAV9/3-GFP量を評価した. また細胞

抽出液を用いてWestern blottingによって発現 GFPを定量することで AAV9/3-GFP

による遺伝子発現を評価した. 種々の化合物を検討した結果, 興味深いことにエンド

サイトーシス阻害剤である CPや Dynasoreを共処理することで AAV9/3ベクターの細

胞内取り込みが増加することが明らかになった(Fig. 11-B). また Dynasoreを異なる処

理濃度で添加し, 同様の実験を行った際にも, Dynasoreの処理濃度依存的に

AAV9/3ベクターの細胞内取り込みは増加した(Fig. 11-C). Western blottingによって

発現 GFPを定量した結果においても, CPや Dynasoreの共処理によって GFPの発

現量が増加することが明らかになり(Fig. 11-D, E), エンドサイトーシス阻害剤処理によ

って AAV9/3ベクターの細胞内取り込みが促進され, これに伴い遺伝子発現産物も

増加することが明らかになった. 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 

(E) 
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Fig. 11. AAV9/3ベクター細胞内取り込み及び導入遺伝子発現の評価 

(A) AAV9/3-GFPのベクター情報. (B) SH-SY5Yに対して AAV9/3-GFP 3×104 

vg/cell と 20 μM CP または 80 μM Dynasoreを共処理し, q-PCR法により AAV9/3-

GFPの細胞内取り込みを評価した. n=3, One-way ANOVA followed by Dunnett test, 

❋❋P＜0.01 (vs AAV control). (C) SH-SY5Yに対して AAV9/3-GFP 3×104 vg/cell と

30, 50, 80μM Dynasoreを共処理し, q-PCR法により AAV9/3-GFPの細胞内取り込み

を評価した. n=3, One-way ANOVA followed by Dunnett test, ❋❋P＜0.01 (vs AAV 

control). (D, E) SH-SY5Yに対して AAV9/3-GFP 3×104vg/cell と 20 μM CP または 80 

μM Dynasoreを共処理し, Western blottingにより発現 GFPを検出し, GFP/β-Tubulin

の相対バンド強度を解析した. n=3, One-way ANOVA followed by Dunnett test, ❋❋P

＜0.01 (vs AAV control). 

 

 

2-2-2. エンドサイトーシス阻害剤はマクロピノサイトーシスを活性化することで AAV9/3

ベクターの細胞内取り込みを促進する 

一般的に AAVベクターの細胞内取り込みはエンドサイトーシスによって行われるこ

とが報告されているため, エンドサイトーシス阻害剤処理による AAV9/3ベクターの細

胞内取り込み促進はこれまでの通説とは異なる現象である. そこで, エンドサイトーシ

ス阻害による AAV9/3ベクター細胞内取り込み促進時の詳細なメカニズムを解析した. 

今回使用した CPはクラスリン依存性エンドサイトーシスの阻害剤であり, Dynaosreは

クラスリン依存性及びカベオラエンドサイトーシスの阻害剤である. そのため, これらの

阻害剤処理時にはクラスリンやカベオリンに依存しない取り込み経路が促進されてい

るのではないかと考え, その経路の 1つであるマクロピノサイトーシスに着目した解析

を行った. マクロピノサイトーシスは細胞骨格の構成タンパク質である F-Actinによって

駆動される取り込み経路であり 56), 一部のウイルスではマクロピノサイトーシスを介して

細胞内に侵入することが報告されている 57), 58). マクロピノサイトーシスが誘導されると

F-Actinの働きによって細胞膜が大きく変形し, ラッフル膜と呼ばれる構造が形成され

る 56). そこでエンドサイトーシス阻害剤処理時にマクロピノサイトーシスが誘導されるか

を解析するため, ラッフル膜の形成を解析した. SH-SY5Yにエンドサイトーシス阻害

剤である Dynasoreを処理し, 蛍光標識 Phalloidinを用いて F-Actinの染色を行った

結果, Dynasoreを処理した細胞では処理後 20分の時点から細胞膜が外側に突き出
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したラッフル膜と考えられる構造が観察された(Fig. 12-A). よってエンドサイトーシス阻

害剤処理によってマクロピノサイトーシスが誘導されることが示唆された. 次に実際の

マクロピノサイトーシスによる物質の細胞内取り込みを解析するため, マクロピノサイト

ーシスの指標となる 70 kDa Dextranを SH-SY5Yに処理し, その細胞内取り込みを解

析した. その結果, Dynasoreを処理した細胞において 70 kDa Dextranの蛍光が増加

し, 70 kDa Dextranの細胞内取り込みが促進されていることが明らかになった(Fig. 12-

B, C). また Dynasore処理による 70 kDa Dextranの細胞内取り込み促進はマクロピノ

サイトーシス阻害剤である Cytochalasin Dの共処理によっては抑制されたことから

(Fig. 12-D, E), Dynasore処理による 70 kDa Dextranの取り込み促進はマクロピノサイ

トーシスを介していることが確認できた. よって Phalloidin染色によって明らかになった

細胞の形態の変化と合わせて, エンドサイトーシス阻害はマクロピノサイトーシスによる

物質の細胞内取り込みを促進することが明らかになった.  

 次に, このエンドサイトーシス阻害剤によるマクロピノサイトーシス活性化が AAV9/3

ベクターの細胞内取り込み促進に寄与しているのかを解析するため, SH-SY5Yに

AAV9/3-GFP, Dynasore, Cytochalasin Dを共処理し, q-PCRによる AAV9/3ベクター

細胞内取り込みを解析した. その結果, Dynasore処理を行った細胞では AAV9/3ベ

クターの細胞内取り込みは促進され, この取り込み促進は Dynasore と Cytochalasin D

の共処理によっては抑制された(Fig.12-F). このことからエンドサイトーシス阻害はマク

ロピノサイトーシスを活性化させることで, AAV9/3ベクターの細胞内取り込みを促進し

ていることが明らかになった.  
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Fig. 12. エンドサイトーシス阻害時におけるマクロピノサイトーシスの評価と AAV9/3

ベクター取り込み促進への寄与の解析 

(A) SH-SY5Yに対して, 80 μM Dynasoreを 20, 40, 60分間処理し, Phalloidinを用

いて F-Actinを染色した. 矢印はラッフル膜と考えられる構造を示す. Scale bar: 10 

μm. (B, C) SH-SY5Yに対して, 0.5 mg/mL 70 kDa Tetra methyl rhodamine (TMR)-

Dextran と 80 μM Dynasoreを共処理し, 1時間後の 70 kDa TMR-Dextranの蛍光輝

度を解析した. Red: 70 kDa TMR-Dextran, Blue: Nucleus. Scale bar: 10 μm. n=5, 

Student’s T-test, ❋P＜0.05 (vs Control). (D, E) SH-SY5Yに対して, 0.5 mg/mL 70 kDa 

TMR-Dextran と 80 μM Dynasore または 2 μM Cytochalasin Dを共処理し, 1時間後

の 70 kDa TMR-Dextranの蛍光輝度を解析した. Red: 70 kDa TMR-Dextran, Blue: 

Nucleus. Scale bar: 10 μm. n=3. (F) SH-SY5Yに対して AAV9/3-GFP 3×104 vg/cell と

80 μM Dynasoreまたは 2 μM Cytochalasin Dを共処理し, q-PCR法により AAV9/3-

GFPの細胞内取り込みを評価した. n=3, One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer 

test, ❋❋P＜0.01. 

(F) 

(D) 

(E) 
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2-2-3. エンドサイトーシス阻害剤は PI3Kを活性化することによって, マクロピノサイト

ーシスによる AAV9/3ベクターの細胞内取り込みを促進する 

エンドサイトーシス阻害剤処理によってマクロピノサイトーシスが活性化されることが

明らかになったため, 続いてこの時の分子メカニズムの解析を行った. マクロピノサイト

ーシスが誘導される際には, Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)が活性化されることによ

って, 下流の Ras-related C3 botulinus toxin substrate 1 (Rac1), Cell division cycle 42 

(Cdc42)など Actinの重合に関わる分子が活性化される 59), 60). そこでマクロピノサイト

ーシスの誘導において中心的な役割を果たす PI3K活性のエンドサイトーシス阻害に

よる変化を解析した. PI3K活性の指標としては PI3Kの下流でリン酸化を受ける Akt

のリン酸化を解析することで評価した 61). SH-SY5Yに CP, Dynasoreを処理し, Western 

blottingによって Aktのリン酸化を解析した結果, CP, Dynasoreの処理によって Aktの

リン酸化が増加することが明らかになった(Fig. 13-A, B). また Dynasore を異なる処理

濃度で処理した場合においても, Dynasoreの処理濃度依存的に Aktのリン酸化が増

加した(Fig. 13-C, D). 次に, この Akt リン酸化の増加が PI3K活性化によるものか確

認するため, SH-SY5Yに Dynasore と PI3K阻害剤であるWortmannin を共処理し, 

Western blottingによって Aktのリン酸化を解析した結果, Dynasore処理による Akt リ

ン酸化の増加はWortmannin との共処理によっては抑制された(Fig. 13-E, F). このこと

から, エンドサイトーシス阻害剤処理による Akt リン酸化の増加は PI3K活性化に起

因することが確認でき, エンドサイトーシス阻害剤が PI3Kを活性化させることが明らか

になった. 次に, この PI3Kの活性化が実際にマクロピノサイトーシス活性化に寄与し

ているか解析するため, SH-SY5Yに Dynasore とWortmanninを共処理し, マクロピノ

サイトーシスの指標となる 70 kDa Dextranの細胞内取り込みを解析した. その結果, 

Dynasoreを処理した細胞では 70 kDa Dextranの細胞内取り込みが増加し, またこの

取り込みの増加はWortmanninの共処理によっては抑制された (Fig. 13-G, H). この

ことからエンドサイトーシス阻害は PI3Kを活性化させることで, マクロピノサイトーシス

による物質の細胞内取り込みを促進することが明らかになった. さらに, エンドサイト

ーシス阻害による PI3K-マクロピノサイトーシスの活性化が AAV9/3ベクターの細胞内

取り込み促進に寄与しているか解析するため, SH-SY5Yに対して AAV9/3-GFP と

Dynasore, Wortmannin を共処理し, q-PCRによって AAV9/3ベクターの細胞内取り込

みの変化を解析した. その結果, Dynasore処理によって AAV9/3ベクターの細胞内

取り込みは増加し, この取り込みの増加はWortmannin との共処理によっては抑制さ
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れた(Fig. 13-I). このことからエンドサイトーシス阻害剤は PI3K-マクロピノサイトーシス

を活性化させることで, AAV9/3ベクターの細胞内取り込みを促進する事が明らかにな

った. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. エンドサイトーシス阻害時における PI3K活性の評価と AAV9/3ベクター取り

込み促進への寄与の解析 

(A, B) SH-SY5Yに対して, 20 μM CP または 80 μM Dynasoreを処理し, Western 

blottingによりリン酸化 Aktの検出を行い, P-Akt/T-Aktの相対バンド強度を解析した. 

n=3, One-way ANOVA followed by Dunnett test, ❋❋P＜0.01 (vs Control). (C, D) SH-

(A) (B) (C) (D) 

(E) 
(F) 

(G) 

(H) 

(I) 
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SY5Yに対して, 30, 50, 80 μM Dynasoreを処理し, Western blottingによりリン酸化

Aktの検出を行い, P-Akt/T-Aktの相対バンド強度を解析した. n=3, One-way ANOVA 

followed by Dunnett test, ❋P＜0.05, ❋❋P＜0.01 (vs Control). (E, F) SH-SY5Yに対し

て, 80 μM Dynasore と 5 μM Wortmanninを処理し, Western blottingによりリン酸化

Aktの検出を行い, P-Akt/T-Aktの相対バンド強度を解析した. n=3, One-way ANOVA 

followed by Tukey-Kramer test, ❋❋P＜0.01. (G, H) SH-SY5Yに対して, 0.5 mg/mL 

70kDa TMR-Dextran と 80 μM Dynasore, 5 μM Wortmanninを共処理し, 1時間後の

70kDa TMR-Dextranの蛍光輝度を解析した. Red: 70 kDa TMR-Dextran, Blue: 

Nucleus. Scale bar: 10 μm. n=5, One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer test, ❋❋

P＜0.01. (I) SH-SY5Yに対して AAV9/3-GFP 3×104 vg/cell と 80 μM Dynasoreまたは

5 μM Wortmanninを共処理し, q-PCR法により AAV9/3-GFPの細胞内取り込みを評

価した. n=3, One-way ANOVA followed by Tukey-Krammer test, ❋P＜0.05, ❋❋P＜

0.01. 

 

 

2-2-4. エンドサイトーシス阻害剤は受容体刺激による PI3K活性化を促進する 

PI3Kは活性サブユニットである p110 と制御サブユニットである p85のヘテロダイマ

ーとして機能する. また p110は主要なサブユニットとして p110α, p110β, p110γが存在

する. そこで, これらの PI3Kサブユニットの発現量におけるエンドサイトーシス阻害に

よる影響を解析した. SH-SY5Yに Dynasoreを処理し, Western blottingによって各

PI3Kサブユニットの発現量を解析した結果, いずれのサブユニットにおいても

Dynasore処理によって発現量に変化は見られなかった(Fig. 14-A, B). このことから, 

エンドサイトーシス阻害による PI3Kの活性化は PI3Kの発現量増加によるものではな

いことが明らかになった. そこでエンドサイトーシス阻害が PI3Kの活性化過程に影響

を与えているのではないかと考えた. PI3Kは Insulinや Epidermal growth factor 

(EGF)などの成長因子受容体からの刺激によって活性化される 62), 63). これらの成長

因子受容体にリガンドが結合すると受容体の自己リン酸化が起こり, このリン酸化され

た受容体と PI3Kが p85サブユニットを介して結合することで, PI3Kが細胞膜に局在

化し, 活性化する. そこで, エンドサイトーシス阻害による PI3K活性化が成長因子受

容体による刺激を介しているか解析するため, SH-SY5Yに対して Dynasoreを成長因

子が含まれない無血清条件で処理し, PI3K活性を解析した. Western blottingによっ

て PI3K活性の指標となる Aktのリン酸化を解析した結果, 血清を含む条件では
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Dynasore処理によって Akt リン酸化の増加, すなわち PI3Kの活性化が見られたが, 

無血清条件では Dynasore処理によっても PI3Kの活性化は見られなかった(Fig. 14-

C, D). このことから, エンドサイトーシス阻害は成長因子受容体刺激による PI3Kの活

性化を促進していることが明らかになった.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14. エンドサイトーシス阻害による PI3K活性化メカニズムの解析 

 (A, B) SH-SY5Yに対して, 80 μM Dynasoreを 24時間処理し, Western blottingによ

って PI3Kサブユニットを検出し, 各 PI3Kサブユニット/GAPDHの相対バンド強度を

解析した. n=3, Student’s T-test. (C, D) SH-SY5Yに対して, 血清を含む(1%)または含

まない条件で 50 μM Dynasoreを 24時間処理し, Western blottingによってリン酸化

Aktを検出し, P-Akt/T-Aktの相対バンド強度を解析した. n=3, One-way ANOVA 

(A) (B) 

(C) (D) 
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followed by Tukey-Kramer test, ❋❋P＜0.01. 

 

 

2-2-5. AAV9/3ベクターの細胞内取り込みにおける, エンドサイトーシス阻害剤の効果

は細胞種によって異なる 

 以上の解析から, エンドサイトーシス阻害剤は SH-SY5Y, すなわち神経細胞におい

ては AAV9/3ベクターの細胞内取り込みを促進することを明らかになった. そこで次

に, この現象があらゆる細胞種で共通して見られる現象であるかを解析した. 一般的

な細胞実験に用いられる細胞株である HEK293, ヒト子宮頸癌細胞(HeLa), また SH-

SY5Y と同じ中枢神経系の細胞であるヒトアストロサイトーマ (CCF-STTG1)を用いて

解析を行った. これらの細胞に対して, AAV9/3-GFP と Dynasoreを共処理し, q-PCR

によって AAV9/3ベクターの細胞内取り込みの変化を解析した. その結果, HEK293

では 80μMの Dynasore処理によって AAV9/3ベクターの細胞内取り込みが増加した

が(Fig. 15-A), いずれの処理濃度でも HeLaでは変化せず(Fig. 15-B), CCF-STTG1

では減少した(Fig. 15-C). よって興味深いことに, エンドサイトーシス阻害による

AAV9/3ベクターの細胞内取り込みに対する効果は細胞種によって異なることが明ら

かになった. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. 異なる細胞種におけるエンドサイトーシス阻害が AAV9/3ベクターの細胞内

取り込みに与える影響の解析 

(A) HEK293に対して AAV9/3-GFP 3×104 vg/cell と 20, 50, 80 μM Dynasoreを共

処理し, q-PCR法により AAV9/3-GFPの細胞内取り込みを評価した. n=3, One-way 

ANOVA followed by Dunnett test, ❋P＜0.05 (vs AAV control). (B) HeLaに対して

AAV9/3-GFP 3×104 vg/cell と 40, 80, 120 μM Dynasoreを共処理し, q-PCR法により

(A) (B) (C) 



36 

 

AAV9/3-GFPの細胞内取り込みを評価した. n=3, One-way ANOVA followed by 

Dunnett test. (C) CCF-STTG1に対して AAV9/3-GFP 3×104 vg/cell と 40, 80, 120 μM 

Dynasoreを共処理し, q-PCR法により AAV9/3-GFPの細胞内取り込みを評価した. 

n=3, One-way ANOVA followed by Dunnett test, ❋P＜0.05 (vs AAV control). 

 

 

2-2-6. AAV9/3ベクターの細胞内取り込みにおける, エンドサイトーシス阻害剤の効果

は PI3K-マクロピノサイトーシス活性化に依存する 

 次に上記の細胞種毎の応答の違いが何に起因しているかを解析した. エンドサイト

ーシス阻害によって AAV9/3ベクターの取り込みが促進される SH-SY5Yではエンド

サイトーシス阻害がマクロピノサイトーシスを活性化することで AAV9/3ベクターの取り

込みを促進することを明らかにしている. そこで, HEK293, HeLa, CCF-STTG1ではエ

ンドサイトーシス阻害によってマクロピノサイトーシスに変化が見られるかを解析した. 

細胞に Dynasore と 70 kDa Dextranを処理し, 70 kDa Dextranの細胞内取り込みを解

析した結果, HEK293では Dynasore処理によって 70 kDa Dextranの細胞内取り込み

は増加したが, HeLaや CCF-STTG1では変化が無い, または減少した(Fig.16-A, B). 

よって HEK293においてはエンドサイトーシス阻害によってマクロピノサイトーシスの活

性化が起こるが, HeLaや CCF-STTG1では起こらないことが明らかになった. また, こ

れらの細胞におけるマクロピノサイトーシスの実行に必須の PI3K活性の変化を解析

するため, Western blottingによって Akt リン酸化を解析した結果, HEK293では

Dynasoreの処理濃度依存的に Akt リン酸化の増加が見られたのに対して, HeLaや

CCF-STTG1ではいずれの処理濃度でも Akt リン酸化の増加は見られなかった(Fig. 

16-C, D). よって HEK293ではエンドサイトーシス阻害によって PI3Kが活性化される

が, HeLaや CCF-STTG1では PI3K活性は変化しないことが明らかになった. エンド

サイトーシス阻害によって PI3K-マクロピノサイトーシスが活性化される HEK293では

SH-SY5Y と同様にエンドサイトーシス阻害によって AAV9/3ベクターの細胞内取り込

みが促進されることから, エンドサイトーシス阻害によって AAV9/3ベクターの細胞内

取り込みが促進されるかの細胞種による違いは, PI3K-マクロピノサイトーシスが活性化

されるかに依存することが考えられる. 
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Fig. 16. エンドサイトーシス阻害時におけるマクロピノサイトーシス及び PI3K活性の

評価 

(A, B) HEK293, HeLa, CCF-STTG1に対して, 0.5 mg/mL 70 kDa TMR-Dextran と

120 μM Dynasoreを共処理し, 1時間後の 70 kDa TMR-Dextranの蛍光輝度を解析し

た. Red: 70 kDa TMR-Dextran, Blue: Nucleus. Scale bar: 10 μm. n=5, Student’s T-test, 

(A) (B) 

(C) (D) (E) (F) 

(G) (H) 
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❋❋❋P＜0.005 (vs Control). (C, D) HEK293に対して, 40, 80, 120 μM Dynasoreを処理

し, Western blottingによりリン酸化 Aktの検出を行い, P-Akt/T-Aktの相対バンド強度

を解析した. n=3, One-way ANOVA followed by Dunnett test, ❋P＜0.05, (vs Control). 

(E, F) HeLaに対して, 40, 80, 120 μM Dynasoreを処理し, Western blottingによりリン

酸化 Aktの検出を行い, P-Akt/T-Aktの相対バンド強度を解析した. n=3, One-way 

ANOVA followed by Dunnett test, ❋P＜0.05, (vs Control). (G, H) HEK293に対して, 

40, 80, 120 μM Dynasoreを処理し, Western blottingによりリン酸化 Aktの検出を行い, 

P-Akt/T-Aktの相対バンド強度を解析した. n=3, One-way ANOVA followed by 

Dunnett test, ❋P＜0.05, (vs Control). 

 

 

2-2-7. エンドサイトーシス阻害剤はマウス脳における AAV9/3ベクターの細胞内取り

込みを促進する 

ここまでの解析から, 培養細胞系においてエンドサイトーシス阻害剤処理が

AAV9/3ベクターの細胞内取り込みを促進することが明らかとなったため, in vivoにお

いても同様の現象が見られるかを検討した. 8週齢雄性マウス (C57BL/6 × 129sv)に

対して AAV9/3-GFP 3.2 × 1012 vg/kg Body weight (BW)及び Dynasore 10 μg/kg BW

を脳室内投与によって同時投与し, 2週間後に組織を回収し, GFP発現を解析するこ

とで, AAV9/3ベクターの細胞内取り込みを評価した. 脳切片を用いた免疫染色によっ

て発現 GFPを検出した結果, AAV単独投与マウス (AAV control)と比較し, Dynasore

を同時投与したマウス (AAV+Dynasore)では GFPの発現量が増加し, またより広範な

脳領域において GFPの発現が確認された (Fig. 17-A). よって培養細胞系での実験

と同様に, in vivoにおいてもエンドサイトーシス阻害剤処理によって AAV9/3ベクター

の細胞内取り込みが促進されることが明らかになった. AAV9/3ベクターは中枢神経系

への投与によって脳の神経細胞に遺伝子導入が可能であることが知られているため

55), エンドサイトーシス阻害剤の共処理によって遺伝子が導入される細胞種に変化が

見られるかを解析した. AAV+Dynasoreマウス脳切片を用いて各種セルタイプマーカ

ーとの共染色によって GFPが発現している細胞種を解析した結果では, GFP陽性細

胞の多くは神経細胞マーカーである Neuronal nuclei (NeuN)陽性細胞であり, アストロ

サイトマーカーGlial fibrillary acidic protein (GFAP)陽性細胞では一部のみであった 

(Fig. 17-B). よって, AAV9/3ベクターとエンドサイトーシス阻害剤の共処理は神経細

胞に効率的に遺伝子を導入することが可能であることが明らかになった. 
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Fig. 17. マウス脳における, エンドサイトーシス阻害剤が AAV9/3ベクター細胞内取り

込みに与える影響の解析 

 (A) マウス脳室内に AAV9/3-GFP と Dynasore を同時投与し, 免疫染色によって発

現 GFPの染色を行った. Green: GFP, Blue: Nucleus, 白点線で囲った領域は GFPの

発現領域を示す. Scale bar: 2 mm. (B) AAV9/3-GFP, Dynasore同時投与マウスの脳

切片を用いて免疫染色によって発現 GFP とセルタイプマーカーの共染色を行い, 大

脳を観察した. Red: NeuN, GFAP, Green: GFP, Blue: Nucleus, Scale bar: 50μm.  

(A) 

(B) 
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2-3. 考察 

AAVベクターを用いた遺伝子治療は現在, 様々な疾患に対する根本的治療法とし

て大きな注目を集めている. 本研究では低分子化合物を併用することで, AAVベクタ

ーの細胞内取り込みを促進し, より効率的な遺伝子治療法を確立することを目指して, 

AAVベクターの細胞内取り込みを促進する化合物の探索を行い, またその際の分子

メカニズムの解明を行った. 神経細胞指向性の AAV9/3ベクターと種々の小胞輸送

関連化合物を SH-SY5Yへ同時処理し, AAV9/3ベクターの細胞内取り込みを促進す

る化合物を探索した結果, 興味深いことに AAVの細胞内取り込みを担っていると考

えられているエンドサイトーシスの阻害剤を共処理することによって AAV9/3ベクター

の細胞内取り込みが促進されることを明らかにした. さらに, このエンドサイトーシス阻

害による AAV9/3ベクター細胞内取り込み促進のメカニズムを解析した結果, エンド

サイトーシス阻害剤によってマクロピノサイトーシスが活性化されることで AAV9/3ベク

ターの細胞内取り込みが促進されていることを明らかにした. 過去の研究では Na+/H+ 

Exchanger阻害剤である 5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-Amiloride (EIPA)やプロテアソーム

阻害剤であるMG132の処理によって AAVベクターによる遺伝子導入が促進される

ことが報告されている 53), 64). EIPAは細胞内に侵入した AAVベクターの核内への送

達を促進することで, MG132はプロテアソーム阻害による細胞内 AAVベクターの分

解抑制によって遺伝子導入を促進する. 上記のように細胞内に取り込まれた後の

AAVベクターの輸送や分解を標的とした遺伝子導入の促進方法は知られているが, 

本研究では AAVベクターの細胞内への取り込み過程に着目し, エンドサイトーシス

阻害剤の処理によって AAVベクターの細胞内取り込みが促進されることを明らかにし

ており, これまでに報告の無い新規のメカニズムによる遺伝子導入促進方法であると

考えられる.  

本研究では SH-SY5Yの他に, HEK293, HeLa, CCF-STTG1の 4種類の細胞種に

おける AAV9/3ベクター細胞内取り込みに対するエンドサイトーシス阻害剤の効果を

検討しており, エンドサイトーシス阻害剤の共処理によって SH-SY5Y, HEK293では

AAV9/3ベクターの細胞内取り込みは促進され, HeLaでは変化は無く, CCF-STTG1

では抑制された. このように AAV9/3ベクター細胞内取り込みにおけるエンドサイトー

シス阻害剤の効果は細胞種毎によって異なることを示している. 細胞によって発現す

る受容体も異なっているため, 細胞種の違いによっても取り込み経路が異なってくるこ

とが考えられる. 実際にクラスリン依存性エンドサイトーシスで細胞内に取り込まれると

報告されている AAV2においても, クラスリン非依存性エンドサイトーシスである
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Clathrin-independent carriers/ Glycosylphosphatidylinositol-anchored-protein-enriched 

endosomal compartment (CLIC/GEEC)エンドサイトーシスによって細胞に取り込まれる

ことも報告されており 65), 同じ血清型の AAVベクターであっても細胞種によっては異

なる経路で細胞内に取り込まれることが考えられる. AAV9においては N型糖鎖末端

Galactose残基と, ラミニン受容体が受容体として同定されている 66), 67). このうちラミニ

ン受容体はエンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれることが知られているため

68), AAV9/3ベクターにおいてもマクロピノサイトーシスだけでなくエンドサイトーシス経

路によっても細胞内に取り込まれることが考えられる. そのため, エンドサイトーシス阻

害剤処理によっても AAV9/3ベクターの細胞内取り込み促進が見られなかった HeLa

や CCF-STTG1では AAV9/3ベクターの細胞内取り込みにおいてエンドサイトーシス

の寄与が大きいことが考えられる.  

エンドサイトーシス阻害剤と AAV9/3ベクターの併用は神経細胞モデルである SH-

SY5Yにおいては AAV9/3ベクター取り込みを促進したが, アストロサイトモデルであ

る CCF-STTG1では逆に抑制した. アストロサイトの異常が病態の形成に重要である

筋萎縮性側索硬化症などの一部の神経変性疾患に対する遺伝子治療ではアストロサ

イトへの遺伝子導入が重要となるが 69), 多くの神経変性疾患では神経細胞に遺伝子

を導入することが治療において重要となる. そのため, エンドサイトーシス阻害剤によ

る神経細胞への遺伝子導入の促進, アストロサイトへの遺伝子導入の抑制は多くの神

経変性疾患に対する遺伝子治療において有用であると考えられる. 現在では遺伝子

改変によって組織特異性の異なる様々な改変型 AAVベクターが作成されている. 本

研究では低分子化合物の共処理によって特定の細胞種においてのみ AAVベクター

の細胞内取り込みを促進することが可能であることが示唆されたことから, 将来的には

低分子化合物による AAV組織特異性の制御が可能になることが期待される.  

培養細胞系だけでなくマウス脳室内への AAV9/3ベクターとエンドサイトーシス阻

害剤の同時投与実験の結果においても, エンドサイトーシス阻害剤処理によって

AAV9/3ベクターの細胞内取り込みが促進されることを明らかにした. このことから, エ

ンドサイトーシス阻害剤は in vivoにおいても AAV9/3ベクターの細胞内取り込みを促

進することが明らかになり, エンドサイトーシス阻害剤と AAV9/3ベクターの併用はより

少量のベクターでの遺伝子治療を可能にし, 遺伝子治療の費用を削減することが出

来ると期待される. また本研究ではエンドサイトーシス阻害剤として Chlorpromazineや

Dynasoreを使用したが, Chlorpromazineは既に臨床で使用されている薬物であり, 

Dynasoreに関しても同様の作用機序を有する Sertralineが臨床で使用されている 70). 
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そのためこれらのエンドサイトーシス阻害剤の安全性は既に確認されており, AAVベク

ターとの併用によっても重篤な副作用は起こらないことが期待される. またドラッグリポ

ジショニングによって AAVベクターとの併用が安価に実現可能であることもメリットとし

て考えられる. 現在では様々な疾患に対して AAVベクターを用いた遺伝子治療によ

る新規治療法の開発研究が行われている. AAVベクターは病原性を持たないウイル

スであることから, 生体に投与しても AAVベクター由来の副作用は起こらないと考え

られてきた. 一方で, AAVを用いた遺伝子治療の臨床研究が進んだ結果, 大量の

AAVベクターの投与が肝臓に対して毒性を発現することが明らかになってきており

71), 臨床応用に際して肝毒性の低減又は回避が大きな課題となっている. 本研究で

示したエンドサイトーシス阻害による AAVベクターの細胞内取り込み促進は, 肝臓へ

の AAVベクターの暴露の低減に繋がると考えられ, 遺伝子治療の費用の削減だけで

なく副作用の低減にもつながることが期待される. 

本研究ではエンドサイトーシス阻害剤が AAV9/3ベクターの細胞内取り込みを促進

するメカニズムを解析する過程で, エンドサイトーシス阻害によって PI3Kが活性化さ

れ, これによってマクロピノサイトーシスが活性化されることを初めて示した. エンドサイ

トーシスとマクロピノサイトーシスはいずれも細胞外物質の細胞内への輸送機構として

知られているが, エンドサイトーシスは受容体に依存した選択的な輸送経路であるの

に対して, マクロピノサイトーシスは特定に受容体には依存しない非選択的な輸送経

路であることが知られている 56). 本研究で示したエンドサイトーシス阻害によるマクロピ

ノサイトーシスの活性化は異なる輸送経路同士のクロストークが存在していることを示

唆していると考えられる. 実際にエンドサイトーシスとマクロピノサイトーシスは分子機

構が異なるものの, どちらもアミノ酸などの細胞生存に必須の成分の細胞内への取り

込みを担っていることが知られており 72), なんらかの原因でエンドサイトーシスによるア

ミノ酸の取り込みが抑制されたときに, 異なる経路であるマクロピノサイトーシスが代償

的に活性化されることは十分に考えられる.  

近年では, 新規モダリティとして抗体医薬品が注目されており, 抗癌剤や神経変性

疾患治療薬として期待されている. 一方で, 抗体医薬品は膜透過性の低い高分子で

あるため, 細胞表面に発現する分子しか標的にできないことが問題点としてある. そこ

で膜透過型ペプチドを用いた抗体分子の細胞内送達技術が研究されているが, この

膜透過型ペプチドによる抗体分子の送達はマクロピノサイトーシス経路を利用している

ことが考えられている 73), 74). そのため本研究で示したエンドサイトーシス阻害によるマ

クロピノサイトーシス活性化は AAVベクターの細胞内取り込み促進だけでなく, 抗体
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医薬品の細胞内送達にも応用可能であることが考えられる. また, 新規の薬物輸送担

体として細胞外小胞であるエクソソームが注目されているが, エクソソームの細胞内取

り込みもマクロピノサイトーシス経路が関連していることが報告されており 75), エンドサ

イトーシス阻害によるマクロピノサイトーシス活性化が応用可能であることが考えられる. 

以上のように本研究明らかにしたエンドサイトーシス阻害によるマクロピノサイトーシス

活性化は AAVベクターだけでなく様々な物質の細胞内送達へ応用可能であることが

考えられる.  

本研究を総括すると, 低分子化合物の併用による, より効果的な遺伝子治療法の

開発を目指して, AAVベクターの細胞内取り込みを促進させる化合物を探索した結果, 

エンドサイトーシス阻害剤が AAV ベクターの細胞内取り込みを促進することを明らか

にした. この時の分子メカニズムを解析した結果, エンドサイトーシス阻害が PI3Kを活

性化させることで, マクロピノサイトーシスによる AAV ベクターの取り込みを促進するこ

とを明らかにした. よって以上の内容から, エンドサイトーシス阻害剤は AAV ベクター

の細胞内取り込みを促進させることが可能であり, 小胞輸送系の制御による, より効果

的な遺伝子治療法の開発に繋がると期待される.  
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◼ 第 3章 実験試料及び方法 

実験動物 

5 ヵ月齢, 14 ヵ月齢, 23 ヵ月齢雄性マウス (C57BL/6J)は日本チャールス・リバー株

式会社から購入し, Species of pathogen free (SPF)環境下で 1週間飼育した後, 実験

に使用した. 8週齢雄性マウス (C57BL/6 × 129sv)は SPF環境下で飼育していたもの

を使用した. マウスを用いた実験は徳島大学動物実験委員会から承認を受け, 徳島

大学 先端研究推進センター 動物資源研究部門の施設において, 徳島大学動物実

験指針に則って行った. 

 

培養細胞 

ヒト神経芽細胞腫細胞株（SH-SY5Y）は, 10% Fetal bovine serum (FBS)（Biosera）, 

100 µg/mL Streptomycin（Sigma-Aldrich）, および 70 µg/mL Penicillin G（Sigma-

Aldrich）を含む Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)/Nutrient mixture F-12 

Ham (Sigma-Aldrich)培地中で, 37℃, 5% CO₂条件下で培養した. 各実験の前に SH-

SY5Yは, 1% FBS, 100 µg/mL Streptomycin, 70 µg/mL Penicillin G, および 10μM 

retinoic acidを含む DMEM/Nutrient mixture F-12 Ham培地中で 3日ごとに培地を交

換しながら, 7~10日間培養することで神経細胞へ分化させ 76), 使用した. ヒト胎児腎

細胞(HEK293)及びヒト子宮頸癌細胞(HeLa)は 10% FBS, 100 µg/mL Streptomycin, 

および 70 µg/mL Penicillin G を含む DMEM high glucose (Sigma-Aldrich)培地中で, 

37℃, 5% CO₂条件下で培養した. ヒトアストロサイトーマ(CCF-STTG1)は 10% FBS, 

100 µg/mL Streptomycin, および 70 µg/mL Penicillin Gを含む RPMI1640 (Sigma-

Aldrich)培地中で, 37℃, 5% CO₂条件下で培養した. 

 

AAVベクター 

AAV9/3-CMV-GFPは自治医科大学 村松慎一教授に作製, 供与頂いたものを実

験に使用した. 

 

培養細胞への試薬, AAVベクター処理 

酸化ストレス誘導のため, SH-SY5Y を 0.5 mM H₂O₂ (Wako)を含む培地で, 37℃,  

30分間培養した. その後, 培地を交換し, 12時間, 24時間, 48時間培養を行った後, 

各種解析を行った. エンドサイトーシス阻害剤としては Chlorpromazine（Santa Cruz 

Biotechnology）を, 終濃度 12 μMで 24時間 SH-SY5Y細胞に処理した. オートファジ
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ー誘導のためには, SH-SY5Yを終濃度 1 μMの Torin-1 (Santa Cruz Biotechnology)

で 2時間処理した.  

AAV ベクターと化合物の共処理では , AAV9/3-GFP を 1.0~3.0 × 104 vg/cell, 

Chlorpromazine を終濃度 20 μM, Dynasore (Abcam)を終濃度 20~120 μM, 

Cytochalasin D (Wako)を終濃度 2 μM, Wortmannin (Funakoshi)を終濃度 5 μMで 24

時間処理後, 培地を交換し, 24 時間 (DNA 抽出)又は 48 時間 (細胞抽出液) 培養

後に解析を行った. 

 

マウスへの AAVベクター投与 

8 週齢雄性マウス (C57BL/6 × 129sv)を麻酔した後, 頭頂部の皮膚を切開すること

で頭蓋骨を露出させた. 矢状縫合と冠状縫合の接点であるブレグマから横方向に 1 

mm, 尾側に 0.5 mm の位置にマウス脳室内投与用二段針 (Hoshiseido) を用いて

AAVベクター溶液 25 μL (AAV9/3-GFP 3.2 × 1012 vg/kg BW + Dynasore 10 μg/kg 

BW) を右側脳室内投与し, 2週間飼育した後に臓器を回収し, 解析を行った. 

 

抗体 

一次抗体: 

抗体名 メーカー, 製品番号 希釈倍率: 

Western blotting 

希釈倍率: 

免疫染色 

抗 Akt抗体 CST, #4691 1000 - 

抗 Phospho-Akt(S473)

抗体 

CST, #4060 1000 - 

抗 β-Tubulin抗体 CST, #2128 1000 - 

抗 EEA1抗体 CST, #3288 1000 - 

抗 GAPDH抗体 Santa Cruz Biotechnology, 

sc032233 

1000 - 

抗 GFAP抗体 Sigma-Aldrich, G9269 - 400 

抗 GFP抗体 Clontech, 632381 1000  

抗 GFP抗体 Nacalai Tesque, 04404-26 - 500 

抗 GM130抗体 BD biosciences, 610822 - 200 

抗 LAMP1抗体 Abcam, ab24170 1000 - 

抗 LAMP2抗体 Abcam, ab25631 - 200 
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抗 LAMP2抗体 Santa Cruz Biotechnology, 

sc19991 

1000 200 

抗 LC3抗体 CST, #3868 1000 - 

抗 LC3抗体 MBL, M152-3 - 100 

抗 NeuN抗体 Millipore, ABN78 - 400 

抗 PI3K p110α抗体 CST, #4249 1000 - 

抗 PI3K p110β抗体 CST, #3011 1000 - 

抗 PI3K p110γ抗体 CST, #5405 1000 - 

抗 PI3K p85抗体 CST, #4257 1000 - 

抗 p62抗体 BD biosciences, 610833 1000 - 

抗 SNAP-29抗体 Abcam, ab181151 1000 - 

抗 Synataxin17抗体 Sigma-Aldrich, 

HPA001204 

1000 200 

抗 Synataxin7抗体 NOVUS, NBP1-87497 1000 200 

抗 VAMP8抗体 Abcam, ab76021 1000 - 

抗 VAMP8抗体 Sigma-Aldrich, 

HPA006882 

1000 100 

抗 ykt6抗体 Sigma-Aldrich, 

HPA030818 

1000 100 

二次抗体： 

抗体名 メーカー, 製品番号 希釈倍率: 

Western blotting 

希釈倍率: 

免疫染色 

抗 mouse IgG, Alexa 

fluor® 488 

Abcam, ab150113 - 1000 

抗 mouse IgG, Alexa 

fluor® 555 

Abcam, ab150114 - 1000 

抗 rabbit IgG, Alexa 

fluor® 488 

Abcam, ab150077 - 1000 

抗 rat IgG, Alexa fluor® 

555 

Abcam, ab150158 - 1000 

抗 mouse IgG, HRP 

linked antibody 

CST, #7076 1000 - 
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抗 rabbit IgG, HRP 

linked antibody 

CST, #7074 1000 - 

抗 rat IgG, HRP linked 

antibody 

CST, #7077 1000 - 

 

組織及び細胞抽出液の作成 

矢状方向に分割したマウス左脳または分割後の大脳, 小脳, 脳幹の湿重量 100 

mgに対して 500 μLの各種 Protease阻害剤 (1 µM Pepstatin A, 20 µM Leupeptin, 1 

mM EDTA, 1 mM PMSF)及び Phosphatase阻害剤カクテル（Nacalai tesque, 1/100 

dilution）を添加した RIPA Buffer （50 mM Tris-HCl (pH 7.6), 150 mM NaCl, 1% 

Nonidet P40, 0.5 % Sodium Deoxycholate, 0.1% SDS）を加え, 超音波処理により組織

を破砕し, 4℃, 12000 g, 15分間遠心後, 上清を組織抽出液として回収した.  

細胞を氷冷した PBSで洗浄した後, スクレーパーで細胞を剥がし, PBSで回収し

た. 回収した細胞懸濁液を 4℃, 2000 gで 5分間遠心し, ペレットを各種 Protease阻

害剤および Phosphatase阻害剤カクテルを添加した RIPA buffer 50 μLで再懸濁した. 

超音波処理によって細胞を破砕し, 4℃, 12000 gで 15分間遠心後, 上清を細胞抽出

液として回収した. 組織及び細胞抽出液のタンパク質濃度は, ウシ血清アルブミン

（BSA）を標準として DCTM protein assay kit (Bio-Rad) で測定した. 

 

マウス脳凍結切片の作製 

矢状方向に分割したマウス右脳を Tissue-Tek O.C.T. compound (Sakura Finetek) 

に包埋し, クライオスタット CM3050S (Leica) を用いて 10 μm厚の切片を作製し, APS

コートスライドグラス (MATSUNAMI GLASS IND.) に張り付け, -80℃で保存した. 

 

DNA抽出 

細胞を氷冷した PBSで洗浄した後, スクレーパーで細胞を剥がし, PBSで回収し

た. 回収した細胞懸濁液を 4℃, 2000 gで 5分間遠心し, 上清を除いた. ペレットを

500 μg/mL Proteinase K (Merck)を含む DNA抽出 Buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 

20 mM EDTA, 2% SDS)で懸濁し, 55℃で 1時間反応させた. NaClを終濃度 1.3 Mに

なるように加え, 4℃, 13200 gで 10分間遠心し, 上清を回収した. この上清に EtOH

を終濃度 70%で加え, 4℃, 13200 gで 10分間遠心し, 上清を除いた. ペレットに対し, 

-30℃に冷却した 70% EtOHを加え, 4℃, 13200 gで 10分間遠心し, 上清を除いた. 
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ペレットを Speed Vac (Savant)で乾燥させた後, Tris-EDTA (TE) buffer (10 mM Tris-

HCl, 1 mM EDTA (pH 8.0))で溶解し, DNA抽出液とした. 抽出液中の DNA濃度は

Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher SCIENTIFIC)を用いて測定し

た.  

 

q-PCR 

 AAV9/3-GFP中のWPRE配列に対する Primerを用いて, 以下の組成で Reaction 

mixを調製し, CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad)で PCR反応を行った. 検量

線サンプルとしては 2.2×104 ~ 2.2×109 vgの AAV9/3-GFPを用いた. 得られた Cq値

からサンプル中の相対 AAV vector量を算出した.  

Reaction mix: 1×iQSYBR (Bio-Rad) 

各 500 nM Primer 

50 ng サンプル DNA 

Primer: WPRE Fw 5’-ATTGCTTCCCGTATGGCTTTCA-3’ 

Primer: WPRE Rv 5’-TCAGCAAACACAGTGCACACCA-3’ 

反応条件: 95℃ 3 min 

95℃ 15 sec 

60℃ 1 min 

 

免疫沈降法によるリソソーム画分の獲得 

免疫沈降法によるリソソーム画分の獲得は Tanaka らの方法に従って行った 17). マ

ウス大脳をダウンスホモジナイザーに移し, 0.25 M Sucrose-5 mM Sodium phosphate 

buffer /PBS を加え, 氷上で 100回ストロークすることで, 組織を破砕した. 4℃, 1800 g

で 5分間遠心し, 上清を回収した. ペレットに 0.25 M Sucrose-5 mM Sodium 

phosphate buffer /PBSを加え, 同様の操作を 2回行った. 回収した上清を 4℃, 18500 

gで 30分間遠心し, 上清を除いた. ペレットは 0.25 M Sucrose-5 mM Sodium 

phosphate buffer /PBSで再懸濁後, 4℃, 18500 gで 30分間遠心することで洗いを行

った. ペレットを 0.25 M Sucrose-5 mM Sodium phosphate buffer /PBSで再懸濁後, 一

次抗体として抗 LAMP1抗体 (abcam, ab24170, 100倍希釈)を添加し, 4℃で一晩反

応させた. 4℃, 18500 gで 30分間遠心後, ペレットを 0.25 M Sucrose-5 mM Sodium 

phosphate buffer /PBSで再懸濁し, 二次抗体として抗 Rabbit IgG Biotinylated (Vector 

Laboratories, Ba-1000, 30倍希釈)を添加し, 室温で 1時間反応させた. 4℃, 18500 g

}×40 
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で 30分間遠心後, ペレットを 0.25 M Sucrose-5 mM Sodium phosphate buffer /PBSで

再懸濁し, 三次プローブとして抗 Streptavidin particle Plus-DM (BD biosciences, 

557812, 10倍希釈)を添加し, 室温で 1時間反応させた. チューブを BD IMagnet 

(BD biosciences)にセットし, 室温 30分間静置した. 上清を除き, チューブ壁面に付

着した LAMP1陽性画分を PBSで回収し, 4℃, 18500 gで 30分間遠心した. 上清を

除いたペレットを各種 Protease阻害剤および Phosphatase阻害剤カクテルを添加した

RIPA buffer 50 μLで再懸濁した. 超音波処理によってペレットを破砕し, 4℃, 12000 g

で 15分間遠心後, 上清をリソソーム画分として回収した.  

 

Western blotting 

組織または細胞抽出液を 6×SDS sample buffer (125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 4% 

SDS, 20% Glycerol, 0.01% BPB, 10% 2-Mercaptoethanol) と混合し, 100℃で 3分間

加熱した. SDS-PAGE は, SDS バッファー（25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0.1% SDS）

中で 7.5%または 15%ポリアクリルアミドゲルで行った. 電気泳動後のポリアクリルアミド

ゲルを TRANS-Blot SD SEMI-DRY TRANSFER CELL (Bio-Rad) を用いて Blotting 

buffer (25 mM Tris, 192 mM Glycine, 20% Methanol) 中で PVDF膜に転写した. 転

写後の PVDF膜を TBS-Tで洗った後, 5%スキムミルク/TBS-Tで室温 1時間ブロッキ

ングした. TBS-Tで洗った後, 5% BSA/TBS-Tで希釈した一次抗体を 4℃で一晩処理

した. PVDF膜を TBS-Tで洗浄後, 5% BSA/TBS-Tで希釈した二次抗体を室温 1時

間処理した. PVDF膜を TBS-Tで再度洗浄し, Western Lightning Plus-ECL (Perkin 

Elmer, U.S.A) または Western Lightning Ultra (Perkin Elmer) で処理し, ChemiDoc 

XRS+ (Bio-Rad) で HRPのシグナルを検出した. 

 

免疫組織染色 

マウス脳凍結切片は室温で 30分間解凍, 乾燥させ, 4% PFA/PBSで室温 1時間

固定した. 抗 GFP抗体 (Nacalai Tesque)を用いた染色の際は固定後に-30℃で

MeOHを 10分間処理することで, 透過処理を行った. PBSで洗浄後, 5% Goat 

serum,1%BSA/PBSで室温 1時間ブロッキングを行った後, ブロッキング液で希釈した

一次抗体溶液を添加し, 4℃で一晩反応させた. PBS-Tで洗浄した後, ブロッキング液

で希釈した二次抗体溶液と Hoechst33258 (Wako, 1/200 dilution)を遮光下, 室温 1時

間処理した. PBS-Tで洗浄後, 50% Glycerol/PBS を滴下して封入し, 共焦点レーザー

顕微鏡 LSM700 (ZEISS)で観察した. 老齢マウス脳切片を用いた実験の際には, 老
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齢マウス組織由来の自家蛍光を消光するため, PBS-Tで洗浄後に 70% エタノールで

20倍希釈した True Blackを室温, 1分間処理し, PBSで洗浄後に封入, 観察を行っ

た. 共局在解析には, Image Jを用いて Pearson’s correlation coefficient  (PCC)を算

出した. 

 

免疫細胞染色 

SH-SY5Yを 3 mg/mL Atelocollagen (Koken)でコートした 8-well Lab-Tek chamber 

slides (Thermo Fisher SCIENTIFIC) に 5×10⁴ cellsの密度で播種した. 試薬処理後, 

4% Paraformaldehyde（PFA）/PBSで 4℃, 一晩固定した. 固定した細胞を PBSで洗

浄し, 5% Goat serum, 1% BSA/PBSで室温 1時間ブロッキングした. ブロッキング液で

希釈した一次抗体を 4℃で一晩処理した. 細胞を PBS-Tで洗浄し, ブロッキング液で

希釈した二次抗体と Hoechst33258 (Wako, 1/200 dilution)を遮光して室温 1時間処理

した. 細胞を PBS-Tで洗浄し, 50% Glycerol/PBSで封入した. 染色した細胞は

LSM700 (Zeiss)を用いて撮影した. 共局在解析には, Image Jを用いて PCC を算出し

た. 

 

DHEを用いた ROSの検出 

 ROSの検出を行う際は, 細胞を 5 μM DHE (Funakoshi), Hoechst33258 (1/200)を含

む培地で 37℃, 1時間培養し, その後 PBSで洗浄を行った. 50%グリセロール/PBS

で封入した後に LSM700で観察を行った.  

ROSの定量を行う際は, 細胞に Cell counting kit-8 (DOJINDO)中のWST-8試薬

を 10倍希釈になるように加え, 37℃, 1時間培養した後, 450 nmの吸光度を測定する

ことで相対細胞数を算出した. その後, 5 μM DHEを含む培地に交換し, 37℃, 1時間

培養を行った後, 励起波長 500 nm, 蛍光波長 585 nmの蛍光を測定し, 相対細胞数

で補正を行うことで, 相対 ROS量を算出した.  

 

Cholera toxin subunit B (CtxB)を用いたエンドサイトーシスアッセイ 

細胞を 4℃で 5分間置くことで, エンドサイトーシスを停止させた. その後, 1 μg/mL 

CtxB Alexa fluorTM 488 Conjugate (Thermo Fisher SCIENTIFIC)を含む培地で 4℃, 30

分間処理した. PBSで洗浄後, 37℃に加温した培地に交換し, 37℃で 10, 20, 30分間

インキュベートした. その後, 4% PFA/PBS を用いて 4℃で一晩固定し, 免疫細胞染色

によってゴルジ体マーカーである GM130の染色を行った. その後, LSM700を用い
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て観察を行い, Image J を用いた CtxB と GM130の共局在解析によって, CtxBのゴル

ジ体への輸送を評価した. 

 

10 kDa Dextranを用いたエンドサイトーシスアッセイ 

細胞を 0.1 mg/mL 10 kDa Dextran Alexa FluorTM488 (Invitrogen)を含む培地で 

37℃, 3時間インキュベートした. その後, 4% PFA/PBS を用いて 4℃で一晩固定し, 

免疫細胞染色によってリソソームマーカーである LAMP2の染色を行った. その後, 

LSM700を用いて観察を行い, Image Jを用いた Dextran と LAMP2の共局在解析に

よって, Dextranのリソソームへの輸送を評価した. 

 

70 kDa Dextranを用いたマクロピノサイトーシスアッセイ 

細胞を 0.5 mg/mL 70 kDa TMR-Dextran (Invitrogen)を含む培地で 37℃, 1時間イ

ンキュベートした. その後, 4 % PFA/PBS を用いて 4℃で一晩固定した. PBSで洗浄し, 

5% Goat serum, 1% BSA/PBSで室温 1時間ブロッキングを行った後, Hoechst33258 

(1/200) を室温 1時間反応させることで, 細胞の核を染色した. 細胞を PBSで洗浄し, 

50% Glycerol/PBSで封入し, LSM700を用いて撮影した. Image Jを用いて 70 kDa 

TMR-Dextranの蛍光輝度を算出し, 70 kDa TMR-Dextranの細胞内取り込み量を評

価した. 

 

Phalloidin染色 

細胞を 80 μM Dynasoreを含む培地で 37℃, 20~60分間インキュベートした. その

後, 4% PFA/PBS を用いて 4℃で一晩固定した. PBSで洗浄し, 5% Goat serum, 1% 

BSA/PBSで室温 1時間ブロッキングを行った後, Alexa fluorTM 488 Phalloidin 

(Invitrogen, 1/400), Hoechst33258(1/200)を室温 1時間反応させた. 細胞を PBSで洗

浄し, 50% Glycerol/PBSで封入し, LSM700を用いて撮影した. 

 

統計解析 

各データ値は, 平均値±標準誤差として表記した. 統計学的有意差は 2群間の比

較には Student’s T-testを, 3群間以上の比較には One-way ANOVA followed by 

Dunnett test または One-way ANOVA followed by Tukey-Kramer testを用いて解析し

た. P値が 0.05未満であった場合を統計学的に有意な差があると判断した. 
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