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研究成果の概要（和文）：病理的な細胞死に加え、生理的な役割を持つプログラム細胞死にも非

アポトーシス型細胞死機構が大きく寄与するという洞察をもとに解析を行い、マウス小腸絨毛

上皮細胞の新旧交代時、胎盤形成時あるいは骨形成時のプログラム細胞死と、神経軸索変性症

の神経細胞死は非アポトーシス型機構で行われていることを見出し、アポトーシスを中心に据

えてきた細胞死研究にパラダイムシフトの必要性を提示した。また、これらの系や培養細胞株

系で、非アポトーシス型細胞死機構の解明のための糸口として関与遺伝子や阻害剤などを見出

し、研究発展のための基盤を作った。 
 
研究成果の概要（英文）：Based on our hypothesis that non-apoptotic cell death mechanisms 
play an important role in physiological programmed death in addition to pathological death, 
we have performed detailed studies and discovered that non-apoptotic death mechanisms 
play the major role in programmed death involved in turn over of mouse small intestinal 
epithelial cells, placenta formation, and bone formation as well as in pathological death of 
neurons in INAD model mouse with mutations in PLA2G6 gene. This implies that cell 
death research needs the paradigm shift. We have also found some chemical inhibitors or 
genes for the above-mentioned non-apoptotic programmed death and for non-apoptotic 
death, which we observed in cultured cells, providing the firm basis for the next generation 
of cell death research. 
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１．研究開始当初の背景 
プログラム細胞死は、細胞自身に備わっている
機構によって規定される自発的な細胞死であり、
形態形成や組織の恒常性の維持など多岐の生

命現象に関わっている。一方、細胞死制御破綻
は、梗塞や神経変性疾患などの種々の疾患発
生の原因になることから、細胞死機構の総合的
な理解は基礎研究に留まらず医学の分野にお
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いても注目されてきた。この分野の分子生物学
的解析はアポトーシス研究として始まり、本研究
開始当時、すでに成熟期に向かいつつあった。
その頃、我々を含む複数のグループは、細胞に
は複数の非アポトーシス型細胞死機構が存在
すること、つまり、アポトーシスはプログラム細胞
死機構の一つに過ぎないことを示し始めており、
細胞死研究は新しい発展を遂げようとしていた。
また、細胞死制御破綻に起因する疾患を考えて
も、そこに関与している細胞死機構については
実は情報が極めて乏しい状況にあった。それ故、
我々は生理的なプログラム細胞死と疾患に関与
する細胞死を理解するには、アポトーシスの研
究に加え、特に非アポトーシス型細胞死機構の
理解が急務であると認識していた。 
 
２．研究の目的 
上記の研究開始当初の細胞死研究分野の状
況から、生理的な細胞死と疾患に関与する病
理的な細胞死を深く理解するには、アポトーシス
機構のより深い理解はいうまでもないが、非アポ
トーシス型細胞死機構の解明が必須であると考
え、本研究では、哺乳動物細胞が持つ細胞死
機構の全貌解明に向け、アポトーシスの解析の
継続と、種々の手法を駆使した非アポトーシス
型細胞死機構の解明を目的とした。 
３．研究の方法 
（１）アポトーシスの解析 
① 共通経路の解析としてのアポトーシス時
のミトコンドリア外膜の透過性亢進現象の

解明 
アポトーシス時のミトコンドリア外膜の透過

性亢進を制御する Bcl-2 ファミリーたんぱく
の生化学的機能と生理機能の解析を、それぞ

れこれまで用いてきた単離ミトコンドリア

系、培養細胞系とノックアウトマウスを用い

た発生工学系を利用して継続する。 
② 刺激特異的経路の解析 
酸化ストレス、DNA 損傷や小胞体ストレス
で誘導されるアポトーシスのシグナル伝達

経路の解析を行う。 
（２）培養細胞株を用いた非アポトーシス型

細胞死の解析 
① オートファジー依存的プログラム細胞死
の解析 
我々がオートファジー依存的プログラム細胞

死を発見した培養細胞系（Bax/Bak欠損細胞
株など）を用い（Nature Cell Biol. 2004）、
そのシグナル伝達経路の詳細な解析を行う。 
② 新規の非アポトーシス型細胞死機構の解
析 
非アポトーシス型細胞死がメインに関与す

る細胞死系を確立し、その分子機構を明らか

ににする。特に、神経細胞死の解析として、

神経芽腫細胞株を用い神経に分化させた

postmitoticな細胞を利用する系を確立する。 
（３）病理的細胞死の解析」 
① シクロフィリン D（ミトコンドリア膜透
過性遷移現象）依存的細胞死の解析 
我々は、シクロフィリン D 欠損マウスを作
成・解析することで（マウスは正常に生まれ、

生育する）、シクロフィリン D がミトコンド
リ ア 膜 透 過 性 遷 移 現 象 (mitochondrial 
membrane permeabililty transition: MPT)
に必須の分子であり、MPT が酸化ストレス
などによるネクローシスにおいて重要な役

割を演じていることを明らかにした（Nature 
2005）。現時点ではその分子機構が不明であ
るMPTの分子レベルでの解析を目指した。 
② iPLA2βが関与する細胞死機構の解析 
iPLA2β欠損マウスは、非アポトーシス型の
神経細胞死へ移行する神経軸索やシナプス

の変性症状を呈し、ヒトの遺伝疾患である軸

索 変 性 疾 患 （ Infantile neuroaxonal 
dystrophy）のマウスモデルになることを見
出しているので、iPLA2βの欠損がどのよう
な機構により軸索やシナプスの変性につな

がるかの解析を行う。 
（４）マウス生体内で起こるプログラム細胞

死の解析 
マウス個体内で起こるプログラム細胞死の

解析のために、個体発生期の形態形成と成

体組織での新旧細胞の交替に関わる細胞死

系から幾つか選別し、詳細な解析を行う。 
	
 
４．研究成果	
 
アポトーシスの解析	
 
アポトーシスのより詳細なメカニズムの解
明を目指し、以下に示す発見を含め幾つかの
重要な成果を上げた。	
 
我々が長年解析してきた Bcl-2 ファミリーた
んぱくはミトコンドリアで機能し、caspase
の活性化に関わるシトクロム cなどの遊離を
制御している。我々は Bax/Bak により惹起さ
れるこのシトクロム c 遊離に VDAC が関与す
ることを提唱してきた。この延長上で、MEF
を用い Bax のシトクロム c 遊離機能に VDAC2
が関わる証拠を報告した。また、Bax/Bak に
依存しないシトクロム cの遊離メカニズムを
見出した。	
 
病理的細胞死の解析	
 
心筋梗塞などの虚血性疾患に関与する細胞
死機構の解析を行うとともに、iPLA2β欠損に
起因する幼児性神経軸索変性疾患の病態解
析のためマウスモデル（同様の病態を呈する
iPLA2β欠損マウス）の解析を行った。虚血性
疾患には、シクロフィリン D依存的なミトコ
ンドリア膜透過性遷移現象により惹起され
るネクローシスが関与することを示してき
たが、その分子機構解明の一環としてシクロ



フィリン D に結合する因子を幾つか同定し、
その機能を現在も解析中である。シクロフィ
リン D は疾患治療の標的分子の一つであり、
その結晶構造を明らかにした。また、シクロ
フィリン Dの生理的機能の一つとして、高次
神経機能（学習記憶や情動行動）に関与する
ことを見出した。	
 
一方、神経軸索変性疾患の解析では、単離ミ
トコンドリアを用い iPLA2β 欠損細胞由来の
ミトコンドリアは種々のストレスに対し脆
弱であることを示し、iPLA2β欠損マウスの神
経組織の解析から、神経細胞内に分布するミ
トコンドリアの内膜と前シナプス膜における代
謝障害と膜変性が選択的に生じて軸索変性
を引き起こすことを示した。 
培養細胞株を利用した非アポトーシス型細
胞死機構の解析	
 
非アポトーシス型細胞死機構が関与する培
養細胞株を用いた細胞死系を３種類確立し
（オートファジー依存的細胞死、神経芽腫由
来の細胞株を利用した神経細胞死、熱や酸化
ストレス誘導性細胞死）、それぞれにおいて
その細胞死を抑制する薬剤を同定した。これ
ら薬剤はこれらの非アポトーシス型細胞死
機構の解明の重要な糸口となる。また、オー
トファジー依存的細胞死に関しては、シグナ
ル伝達経路に JNK が ATG5 の下流で関与する
ことを明らかにした。また、オートファジー
依存的細胞死の解析の延長上で、これまでに
解析されてきた ATG5/ATG7 に依存的なマクロ
オートファジー（conventional な機構）とは
異なる新規のオートファジー（alternative
機構）を発見し解析を行った。	
 
マウス個体内で起こるプログラム細胞死の
解析	
 
マウスにおいて個体発生や成体組織での新
旧細胞の交替に関わるプログラム細胞死の
解析から、胎盤形成（栄養膜細胞）、小腸絨
毛上皮細胞の交替および骨形成時に見られ
るプログラム細胞死系で主に非アポトーシ
ス型細胞死機構が関与することを明らかに
した。胎盤形成（栄養膜細胞）のプログラム
細胞死に Notch2 が関与することを示し、
Notch2 欠損による胎盤形成異常の原因の一
つを明らかにした。また小腸の系では、
Necrostatin-1(Nec-1)により抑制されるこ
と、しかしながら RIP1/RIP3 に依存すること
が知られ Nec-1 で抑制されることが知られて
いる necroptosis とは異なることを明らかに
した（RIP3 ノックアウトマウスにおいて小腸
絨毛上皮細胞の交替は正常に起こっている
ことを示した）。また、非アポトーシス型細
胞死を in	
 vivo イメージングする方法を確立
し、個体発生期のプログラム細胞死（アポト
ーシスと非アポトーシス型細胞死）の時空間
的観察がおよびその定量化を可能にした。上
記の骨形成時に見られる非アポトーシス型

細胞死機構によるプログラム細胞死は、この
イメージング法により同定・解析したもので
ある。幾つかの細胞死関連遺伝子を欠損した
マウスを用いた解析からこの骨形成時のプ
ログラム細胞死にオートファジー関連因子
の一つが関与することが明らかになった。	
 
このように研究は当初の目的に沿って順調
な進捗を示し、重要な成果をあげた。	
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