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推薦の観点： 創造的・革新的・学際的学問領域を創成する研究 

研究の概要：新生仔マウスを用いた低酸素-脳虚血負荷モデルは、ヒト新生児の低酸素-虚血性
脳症に類似する。しかし、これまでその傷害の実態は不明であった。私達は、オートファジー
をできないマウスを用いて低酸素負荷実験を行ない、海馬錐体細胞の死が防御されることを示
した。即ち、本研究で低酸素-脳虚血負荷による錐体細胞の死がオートファジー性によることを
遺伝学的に初めて実証することができた。この結果は治療手段を考える上で極めて重要である。 
研 究 分 野： 神経科学、細胞生物学 
科研費の分科・細目： 神経科学(含脳科学)・神経解剖学・神経病理学 

キ ー ワ ー ド： オートファジー、神経細胞、リソソーム、カテプシン、脳虚血 
１．研究開始当初の背景 
オートファジーは、細胞内で不要な物質をリ
ソソームに送る主要な経路である。そのため、
細胞の恒常性の維持に必須で、細胞の生存に
働くと考えられている。私達は、脳虚血によ
り死に行く細胞の形態はアポトーシスとも
ネクローシスとも異なり、２型神経細胞死の
形態をとると報告した。さらに、リソソーム
カテプシンDを欠損するマウスはリソソーム
溜まり病の病態を呈し、オートファジーが誘
導される。しかし、これらを分子レベルで説
明できる環境には至っていなかった。 
２．研究の目的 
 本研究は、（１）オートファジーが神経細
胞の死に関係するか否かを遺伝学的に検証
する。（２）神経変性疾患にオートファジー
がどのように関与するのかを、リソソームカ
テプシン欠損マウスやアルツハイマー病の
モデルマウスで検討する。さらに（３）DNA
マイクロアレイ法による、ラットの各臓器で
の遺伝子発現を解析した。 
３．研究の方法 
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”が実態として存
在するのか、という観点で分子細胞生物学的
に解析を進める。 
オートファジー関連遺伝子 Atg7 欠損マウス
の解析（肝および中枢神経特異的に Atg7 を
欠損したマウスの解析）は田中啓二博士（臨
床医学研究所）との共同研究（主に、和栗、
小池、上野、谷田、内山が担当）。中枢神経
特異的 Atg7 欠損マウスを用いて、新生仔の
低酸素／脳虚血（H/I）負荷実験を施行する
（和栗、小池、内山が担当）。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。
オートファジーの誘導は、この LC3 をマーカ
ーに行なったり、電顕的に解析する。細胞死
は NeuN や TUNEL 染色で評価した。また、肝
移植に際しての長期冷保存／移植再灌流傷
害とオートファジーの関連性や TNF-αと
actinomycinD (TNF/ActD)刺激後の細胞死の
形態について解析を加えた（柴田、小池、後
藤、内山が担当）。 
リソソームプロテアーゼ／オートファジー
に関する研究では、カテプシン D や B と L を
欠損するマウスの神経系で解析し、オートフ
ァジーとの関連性を検討する。同様に、アル
ツハイマー病（AD）でも同様に解析する（柴
田、小池、後藤、内山が担当）。 
その他の Atg 分子（LC3 や Atg9A）の解析も
進めた。DNA マイクロアレイにより、発生期、
成長期、成獣、老齢ラットから臓器を採取し
て、遺伝子発現を解析した（柴田、佐々木、
谷田、内山が担当）。 
４．研究の主な成果 
臓器特異的Atg7 欠損マウスを解析した結果、
脳では異常反射、ユビキチン複合体の神経細
胞への沈着、神経細胞の脱落、神経変性を起
こして１０週以内に個体死に陥る。肝細胞で
は、同様に古くなったオルガネラの蓄積とユ
ビキチン封入体の沈着がみられた。どちらも
p62 の増加がみられたことから、p62/Atg7 の
ダブル欠損マウスを作製して検討した所、肝
臓では様々なマーカーが良くなり、肝腫大が
なくなった。しかし、その程度は脳では低く、
個体死は抑制できなかった。 
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〔４．研究の主な成果（続き）〕 
 低酸素／脳虚血負荷実験では、新生仔期、
成獣では、オートファジーが強く誘導され、
海馬錐体細胞死に陥る。新生仔では、カスパ
ーゼ-3 の活性化はみられるが、陽性細胞と
TUNEL 陽性細胞が一致せず、カスパーゼ-3 や
カスパーゼ依存性DNase をそれぞれ欠損する
マウスでも錐体細胞は保護されなかった。成
獣ではカスパーゼの活性化は起きなかった。
Atg7 を欠損する新生仔で検討した結果、海馬
錐体細胞はほとんど障害を受けなかった。こ
れらの結果から、HI 負荷後の海馬錐体の細胞
死はオートファジー性であることを遺伝学
的に初めて証明できた。オートファジー性細
胞死は、ラットの同種移植肝移植においても、
長期冷保存／移植再灌流傷害の過程で肝細
胞にオートファジーが誘導され、これを
wortmannin で抑制すると、個体死も有意に抑
制されること、さらには、リソソームプロテ
アーゼを抑制しても同様に肝細胞の脱落と
個体死を有意に抑制することができた。また、
典型的なアポトーシスと考えられていた
TNF/ActD 刺激後の肝細胞死にアポトーシス
の経路と独立してオートファジー／リソソ
ームプロテアーゼ、DNaseII が関与した細胞
死の経路が存在することを示すことができ
た(論文作製中)。これらの結果から、オート
ファジーは病的な細胞死にかなり関与して
いること、オートファジーリソソームプロテ
アーゼの抑制剤の開発は治療の開発に繋が
ることが期待されることが明らかとなった。 
 リソソームカテプシン D や B、L を欠損す
るマウスの神経細胞にはセロイドリポフス
チンを持ったリソソームが蓄積し、そのモデ
ルマウスであることを報告して来たが、本研
究によってオートファジーがリソソーム蓄
積の原因であることを明らかにできた。さら
に、オートファジーはアルツハイマー病に関
与し、パーキンソン病の危険因子の一つであ
るα-シヌクレインはカテプシン Dの基質で
あることを明らかにできた。 
 他の Atg 遺伝子の解析から、LC3 は脂肪滴
形成に関与することAtg9A は神経細胞体の小
体や軸索の終末に局在し、神経細胞における
オートファゴソーム形成のキーとなる因子
であることが分かって来た。 
 DNA マイクロアレイで、ラット臓器におけ
る発現を網羅的に解析した。その結果を現在
発表すべく準備している。 
５．得られた成果の世界・日本における位置
づけとインパクト 
本研究によって、オートファジー性神経細胞
死の存在を遺伝学的に世界で初めて示すこ
とができた。Atg7 を欠損するマウスを解析す
ることで、神経変性疾患とオートファジーと
の関わり、p62 を介する選択的なタンパク分
解とオートファジーなど、様々な分野で国の
内外で大きなインパクトを与えることがで
きた。 
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