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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 
 

本研究では、短時間脳虚血モデルや培養神経細胞系を用いて“リソソーム／オートファジ

ー性神経細胞死の分子機構”を解明することを目的とする。 
この研究においては、１）ER ストレスに基づくオートファジー性神経細胞死の存在の有
無を、短時間あるいは低酸素脳虚血負荷後に生じる海馬錐体細胞死で検討し、２）もし存

在すれば、この細胞死はカスパーゼに依存するか否か、さらに、３）その死の分子機構に、

特に、リソソームカテプシン Dと Bがどのように働くか、を中心に解析することを目指し
た。また、４）カテプシン Dは細胞死誘導活性があり、細胞死と直接関連する基質を探索
する。これまでに、カテプシン Dの内在性インヒビターは高等動物では知られていない。
この基質を探索する過程でインヒビターも採取できる可能性があり、これによってオート

ファジー性神経細胞死を抑制する治療手段の開発に繋がることが期待される。それと同時

に、５）アルツハイマー病や神経変性疾患モデル動物（例えばリソソームカテプシン欠損

マウス）を使って、オートファジーがどのように組み込まれているかを、形態学、免疫組

織細胞化学法を用いて解析する。これによって、オートファジーが誘導される神経細胞の

形態に共通する変化を理解することが期待される。さらに、６）DNAマイクロアレイ法に
より、ラットの発生時期から、成長過程、老化に至る変化を解析し、DNA発現からみたオ
ートファジー／リソソーム系の変化を解析する。 
 
⑦これまでの研究経過 
１．本研究は、学術創成研究費の趣旨の３つの観点のうち、どの観点に主眼を置いて研究を行っているかについてお書きください。 
２．研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、研究組織内の連携状況を含め、具体的に記入してください。 
１．本研究は、創造的・革新的・学際的学問領域を創成する研究を目指している。本研究は“オートファジ

ー性細胞死”が実態としてあるのか、あればどのような意義があるのかという観点で分子細胞生物学的に解

析を進めてきた。これまでの結果は、細胞死を考える上で非常に重要な結果が得られたものと考えている。 

２．これまでの成果 

１）オートファジー関連遺伝子Atg7を臓器特異的に欠損したマウスを用いた研究 

田中啓二博士（臨床医学研究所）との共同研究。Atg7はオートファゴソーム形成に必須のタンパク質 LC3

のC末端グリシンにリン脂質を付加するためのE1酵素で、E2酵素のAtg3と共にLC3-I（細胞質型）をLC3-II

（膜結合型）に変換する。 

(A)脳で特異的に Atg7を欠損するマウス：ユビキチンがオートファジーを介するタンパク質分解にも関与

し、オートファジーができないと神経変性疾患に陥ることが分かった。ユビキチンタンパク質結合体が封

入体として神経細胞に蓄積し、神経変性疾患を考える上で非常に重要なことが明らかとなった（和栗、小

池、内山担当、論文２）。 

(B)肝臓で特異的にAtg7を欠損するマウス:肝肥大と肝炎に陥る。オートファゴソーム形成に小胞体が重要

であること、分解されない変形したミトコンドリア、過剰のペロキシソームが認められる。（和栗、内山担

当、論文１０）。現在、これらマウスを用いてさらに実験を進め、これまでに下記の結果を得ている。 

２）オートファジー性（神経）細胞死の解析 

(A)低酸素脳虚血(HI)負荷実験：生後７日齢のマウスの片側総頸動脈を結紮し、４５分間の HI負荷をかけ

ると、２４時間以内に海馬領域を中心に錐体細胞死が引き起こされる。これまで様々な原因が提示されて

きたが、未だ解決をみない。CA1錐体細胞層でみると、ほとんどはカスパーゼ−３非依存性の錐体細胞死で、

オートファジーのマーカーであるLC３陽性の顆粒（カテプシンD陽性）が増加する。脳でAtg7を欠損する

マウスにHI負荷をかけた所、１例でCA3領域の一部に細胞死を認めただけで他の１０例では全く細胞死が

認められなかった（小池、柴田、内山担当、論文作成中）。このことは、ERストレスに基づくオートファジ

ーによって細胞死が誘導されることを示している。これまでに、共同研究でオートファジーの重要性は主

張した（論文３、１２）。 

(B)冷保存／移植再灌流後の肝不全に関する研究：２４時間冷保存し、同種ラットに肝移植して再灌流する

と、移植肝は肝不全に陥り、ほぼ全例で６時間から２４時間以内に個体死に陥る。この過程を検討した所、

移植後早期からオートファジーが誘導され（論文１１）、この抑制剤である Wortmanninを保存液に入れて

処理した結果、１０個体中９個体で１０日以上生存した。即ち、オートファジーが肝不全の原因であるこ

とを明らかにした。論文を投稿したが、Atg欠損マウスを用いて確かめるように指摘を受け現在補足実験を

行っている（後藤、内山担当、論文補正中）。 
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⑦これまでの研究経過 つづき 

(C)TNF-α／actinomycin D(ActD)刺激による初代培養肝細胞死の分子機構：近年、TNF-D/ActDの誘導によ
る細胞死は、カスパーゼ依存性であり、その過程でリソソームから漏出したカテプシン Bが関与すると報

告されている。私達は、カテプシンBあるいはLを欠損するマウス、システインプロテアーゼやアスパラ

ギン酸プロテアーゼのインヒビターを用いて検討した所、カスパーゼ依存性のアポトーシスとリソソーム

プロテアーゼ依存性の細胞死の系が並立すること、さらには、Atg7を欠損する肝細胞は、TNF-D刺激に耐
性であることが分かった。即ち、TNF-D/ActD刺激による肝細胞の死には、アポトーシスとオートファジー
／リソソーム性の細胞死の経路が全く独立して存在することが分かった（柴田、小池、内山、論文作成中）。 

３）リソソームプロテアーゼ／オートファジーに関する研究 

(A)神経性セロイドリポフスチン蓄積症（NCL）、アルツハイマー病（AD）などとオートファジーに関する解

析：リソソームカテプシン Dを欠損するマウスはセロイドリポフスチンを蓄えたリソソームが神経細胞に

蓄積し、網膜変性とけいれん発作を伴うヒトのNCLのモデルとなるが、カテプシンBとLを共に欠損する

マウスも同様の表現型を呈すること、これらのリソソームの蓄積にはオートファジーが関与することを明

らかにした（論文６、９）。また、ADに於いてもAβペプチドの産生にオートファジーが関与することを明

らかにした（論文７、１３）（小池、柴田、内山担当） 

(B)カテプシンDのコンディショナル欠損マウス：カテプシンDを脳で欠損するマウスを作成中。全身での

欠損マウスでは、これまでの報告と全く同じ表現型であることを確認した。現在は、その過程で部分的に

カテプシン Dを欠損するマウスができ、表現型の解析を進めている。極最近、ヒトで２箇所にポイントミ

ューテーションが入った異常カテプシンDを有する１７歳の女性がドイツで発見された。（柴田、内山担当） 

(C)LC３欠損マウスの作製：LC3Bのターゲティングベクターは exon2を標的とし、intron 1に loxP、intron 
2 に FRT で挟まれた neo 耐性遺伝子と、loxP 配列を組み込むコンストラクトとした。現在ターゲティン
グベクターの作製を完了し、ES細胞への導入を行っている（柴田、内山担当）。 
(D)Atg3,4,5,7,8,9,12に関する研究：各種Atgタンパク質に特異的な抗体を作製し、mRNA発現と一緒にラ

ットの各臓器での網羅的な発現を検討している。中でも、Atg4Bについては、脳の神経細胞に発現が高い

ことを報告した（論文１）。LC３に対する抗体は数少ない優れた抗体ができ、世界中の多くの研究者が使用

している。DNAマイクロアレイを使ってAtgの発現についても解析を進めている。（柴田、内山担当） 

(E)オートファジーの分子レベルの解析：谷田は、LC3 の NMR による構造解析、哺乳類オートファジー
における LC3-IIのターンオーバーの重要性、LC3-IIのターゲットリン脂質の決定、ヒト Atg4BのＸ線構
造解析、Atg8Lが４番目の哺乳類 Atg8モディファイアーであることを示した。（論文１７、１８、１９） 
４）カテプシン Dの基質の解析：Dの欠損マウス脳を用いて解析を進めている。（柴田、小池、内山担当） 
５）DNAマイクロアレイによる解析：ラット胎仔から老齢ラットに至るまでの様々な臓器６００検体の解
析がほぼ完了した（論文作成中）。（柴田、小池、後藤、和栗、内山；渡辺慎哉博士との共同研究） 

６）細胞死と核DNAの処理について：大阪大学の長田重一教授とカスパーゼ非依存性に起こるDNAの分解

に関する研究を進めている。（論文８、１５）（小池、内山担当） 

７）リソソーム酵素の細胞内輸送に関する研究：GGAの役割について解析した（論文４、１４、１６）。（和

栗、内山担当） 

共同研究：田中啓二（Atg7欠損マウス）；R.Nixon（アルツハイマー病）；長田重一（カスパーゼ非依存性の

DNA分解について）；P. Saftig（カテプシン欠損マウス）；渡辺慎哉（DNAマイクロアレイ） 
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⑧特記事項 
これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパ

クト等特記すべき事項があれば記入するとともに、推薦者の期待がどの程度達成されつつあるかについて記入してください。 
本研究で最も期待されていることは、１）オートファジー性（神経）細胞死が存在するのか、２）

存在すれば、その機構はアポトーシスやネクローシスとどのように異なるのかという点である。 
私達は、本研究でオートファジーの破綻したマウスを作製することも予定し、現在進行中である。同

時に、臨床医学研究所の田中啓二博士との共同研究により Atg7を脳や肝臓で欠損するマウスの解析
を行い、脳で欠損すると、（１）成獣では神経変性症に陥ること、（２）ユビキチン化タンパク質複合

体が神経細胞内封入体として蓄積すること、（３）ユビキチンプロテアソームの活性は野生型と同様

であること、が分かった（論文２）。このことは、ある種のタンパク質はユビキチン化を受け、プロ

テアソームではなくオートファジー系で分解されることを意味している。また、神経変性疾患では、

細胞内に封入体を有する場合が多く、これは、Atg7欠損脳の解析結果と酷似している。これらの結
果は、神経変性疾患を考える上で重要な所見と考える。さらに、このユビキチン化タンパク質封入体

には、ユビキチンとユビキチン結合タンパク質 p６２を介して LC３が結合して存在することも分か
ってきた。それ故、LC３をコンディショナルに欠損するマウスの作製は重要であり、その作製を急
いでいる。 
 
 本研究課題にとって最も重要な点は、この変異マウスを用いて低酸素／脳虚血（HI）負荷実験を
行うことができた点である。即ち、脳で Atg7を欠損するマウスで症状のない生後１週齢のマウスに
HI負荷をかけ、CA1領域でみると、野生型では、（１）カスパーゼ−３陽性の錐体細胞の数は非常に

少なく（カスパーゼ−７陽性細胞は全くない）、ほとんどの錐体細胞はカスパーゼ陰性で TUNEL 陽
性になること、（２）LC3 の免疫染色でも陽性顆粒が増加し、その分子型は膜結合型の LC3-IIに変
換され、電顕的にもオートファゴソームの形成が亢進していること、（３）Atg7欠損マウスでは、１
例で CA３に極く一部の TUNEL陽性細胞が認められたが（７２時間後）、他の１０例は全く障害が
認められないこと、がわかった。この結果は、世界で初めてのものであり、本研究の課題の一つで

ある、低酸素／脳虚血負荷に基づく変化にオートファジー性神経細胞死が存在することを直接示し

ている（論文作成中）。この事実は、低酸素／脳虚血障害の治療を考える上で非常に重要な結果であ

り、治療手段の開発が期待できる。現在、コンディショナルカテプシン D欠損マウスの作製も進み、
今後他のカテプシン欠損マウスと共にHI負荷実験を進め、オートファジーの下流にある機構を解析
する予定である。 
 
 近年、TNF-D/ActD刺激による初代培養肝細胞のアポトーシスにリソソームから漏出するカテプシ
ン Bが関与することが報告されている。私達は、リソソームからカテプシン Bのみ漏出するとする
報告に疑問を持ち、解析を進めた。その結果、TNF-D/ActD刺激による細胞死は、これまで典型的な
アポトーシスと考えられてきたが、（１）カテプシン Bのみならず Lを欠損するマウスより得た肝細
胞でも、同刺激に対して細胞死は抑制されること、（２）リソソームシステインプロテアーゼとアス

パラギン酸プロテアーゼ（カテプシン B、L、Dなど）を E64dとペプスタチン Aとで抑制すると、
細胞死をさらに強く抑制できること、（３）このプロテアーゼ阻害剤と汎カスパーゼ阻害剤である

BAFあるいは Z-VADを添加すると、肝細胞死は相加的に抑制されること、（４）Atg7を欠損する肝
細胞は、TNF-D/ActD 刺激に抵抗性を示し、BAF を添加するとやはり相加的に細胞死が抑制される
こと、（５）野生型肝細胞では、カスパーゼ−３および−７陰性で TUNEL陽性を示す肝細胞が多数存
在すること、また、カスパーゼを抑制しても TUNEL陽性で Lamp1/LC3陽性顆粒が増加すること、
を見いだした。即ち、TNF-D/ActD 刺激に対する初代培養肝細胞の死の経路には、カスパーゼ依存
性のアポトーシスの経路とカスパーゼ非依存性のオートファジー性細胞死の経路の２つの経路が全

く独立して存在することが分かった。この事実は、HI負荷後の海馬錐体細胞のオートファジー性細
胞死の分子機構を考える上で重要である。特に、カスパーゼ非依存性で何故核 DNAが分解されるの
かが、問題である。実際、カスパーゼ依存性に活性化される DNaseである CADを欠損するマウス
を用いて、HI負荷実験を行うか、あるいは同マウスより得た肝細胞に TNF-D/ActD刺激実験を行う
と、どちらの場合も TUNEL 陽性となる。さらに、私達が解析する限りでは、リソソームプロテア
ーゼは全く細胞質には漏出しない。いずれにしろ、HI負荷後の海馬錐体細胞死や TNF-D/ActD刺激
後の初代培養肝細胞死では、オートファジー／リソソーム系が細胞死の経路に関与することが明瞭

となり、私達の課題の重要な部分は解決に近づいた。 
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