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研究成果の概要（和文）：オートファジー関連蛋白質 Atg16L の 1 塩基多型と原因不明の炎

症性腸疾患であるクローン病との関連が報告された。クローン病患者では過剰な炎症

反応が引き起こされているが、そのメカニズムはこれまで不明であった。そこで我々

は、Atg16L のノックアウトマウスを作成し Atg16L の役割を解析した。その結果オー

トファジーの欠損により、炎症性のサイトカイン IL1-beta が過剰に産生されること

を見いだした。また、我々は Atg16L のクローン病型 1 塩基多型、または WD リピ

ートドメインの欠失は飢餓誘導性または病原性微生物に対するオートファジー能に

全く影響を与えない事を見いだした。これより、Atg16L のクローン病型 1 塩基多型

は既知のオートファジー経路に大きな影響を与えることなく、過剰な炎症反応を引き

起こしていると考えられる。  
 
研究成果の概要（英文）：Recent genome-wide association studies have linked autophagy, an 
intracellular bulk degradation system essential for diverse physiological process, with 
Crohn’s disease, a major form of chronic inflammatory bowel disease. Single nucleotide 
polymorphisms in Atg16L (T300A) is a risk factor for Crohn’s disease. However, it has been 
ill defined how the Atg16L variant confers the development of the disease. We demonstrate that 
Atg16L is a critical regulator of autophagy responsible for the control of the 
endotoxin-mediated immune response; its dysfunction may be associated with 
inflammatory diseases such as colitis. Furthermore, we provide the first evidence that deletion of 
WD repeat domain and T300A mutation in Atg16L1 have little impact on canonical autophagy and 
autophagy against bacteria, Salmonella typhimurium. We therefore propose that Atg16L1 T300A is 
differentially involved in Crohn’s disease and canonical autophagy. 
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１．研究開始当初の背景 

 オートファジーは真核生物に備わる大規

模かつ非選択的な細胞内分解経路である。そ

の一義的な機能は細胞構成成分の代謝回転

であるが、近年、凝集性タンパク質の分解、

細胞内に侵入した病原性微生物やウイルス

の排除にもオートファジーが関与している

ことが明らかになりつつある。オートファジ

ーが誘導されると、隔離膜と呼ばれる扁平な

膜構造体が湾曲しながら伸長し、直径約 1 mm

のオートファゴソームが形成される。完成し

たオートファゴソームはその後リソソーム

と融合し、オートファゴソームの内腔に包み

込まれた細胞質成分は、リソソームの酸性加

水分解酵素により分解される。オートファゴ

ソームの形成には少なくとも 17 のオートフ

ァジー関連タンパク質（Atg タンパク質）が

必要であり、それらの半数以上は、２つのユ

ビキチン様分子 (Atg12, Atg8/LC3) の結合

反応系に関与している(Mizushima, Genes 

Dev., 2007)。酵母 Atg8 のほ乳類ホモログで

ある LC3 は、脂質であるフォスファチジルエ

タノールアミン（PE）と共有結合して、オー

トファゴソーム膜上に局在している。一方、

Atg12 は Atg5 と共有結合した後 Atg16L と会

合し、約800-kDa のタンパク質複合体（以降、

Atg16L 複合体と呼ぶ）として、主に隔離膜上

に局在している。これまでの知見から、

Atg16L 複合体は隔離膜の伸長に必要な因子

であると考えられている。最近、申請者らは、

Atg16L 複合体が LC3 結合系の E3 様因子とし

て機能していることを報告した(Fujita et 
al., Mol. Biol. Cell, 2008)。 

 2007 年に独立した 3 つのグループにより、

原因不明の炎症性腸疾患であるクローン

（Crohn）病に感受性を示す一塩基多型（SNP）

が Atg16L 中に見いだされた（Consortium 

TWTCC., Nature, 2007; Hampe et al., Nat. 
Genet., 2007; Rioux et al., Nat. Genet., 
2007）。クローン病の SNP（T300A）は、Atg16L

の C 末端側に存在する WD リピートドメイン

中にある。WD リピートドメインは多細胞生物

の Atg16L にのみ存在し、出芽酵母などの単

細 胞 生 物 の Atg16 に は 見 ら れ な い 

(Mizushima et al., J. Cell Sci., 2003)。
クローン病型のSNPはオートファジーの異常

を引き起こすのではないかと考えられてい

るが、WDリピートドメインの機能は、これま

で全く明らかにされていない。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、炎症誘導制御における

Atg16L の役割と Atg16Lの WDリピートドメ

インの機能、および T300A 変異とクローン病

との関連を解明することである。Atg16L の欠

失が炎症誘導に与える影響を調べると供に、

WDリピートの欠失およびクローン病型SNPが

オートファジーに与える影響について検討

する。細胞内に侵入した病原性微生物やウイ

ルスの排除にオートファジーが関わってい

ること、またクローン病と病原性微生物、ウ

イルス感染の関与が示唆されていることか

ら、本研究では、WD リピートの欠失およびク

ローン病型SNPが病原性微生物やウイルスの

排除に対して与える影響についても詳細に

検討する。 

 
３．研究の方法 

(1) 炎症誘導制御における Atg16L の役

割の解析 

Atg16L のノックアウト（KO）マウスを作

成し、炎症誘導制御における Atg16L の

役割を解析した。グラム陰性菌に対する

自然免疫応答における Atg16L の役割を

調べるため、野生型と Atg16L-KO のマク

ロファージをグラム陰性菌のエンドト

キシン成分であるリポ多糖で刺激し、各

種サイトカインの産生量を定量する。ま

たその制御機構の解析も行う。 

(2) Atg16L の WD リピートドメインの欠失お

よびクローン病型SNPがオートファジーに与

える影響の検討 

Atg16L ノックアウトマウスの胎児繊維芽細

胞に（a）野生型のヒト Atg16L、（b）WD リピ

ートドメインを欠失させた Atg16L、または

（c）クローン病の SNP（T300A）を持つ変異

体をそれぞれ安定に発現させた細胞株を樹

立して実験に用いる。始めに、それらの細胞

株を飢餓処理した際のオートファゴソーム

形成能を調べる。オートファゴソームの検出

には、抗 Atg16L 抗体と抗 LC3 抗体を用いた

免疫蛍光染色を行う。オートファゴソーム形



成の生化学的な指標であるLC3の脂質修飾は、

抗 LC3抗体を用いたウエスタンブロッティン

グにて評価する。また、アイソトープを用い

た長寿命タンパク質の分解アッセイにより、

オートファジー能の定量的な解析を行う。さ

らに、病原性微生物の排除に WD リピートの

欠失、クローン病型変異が与える影響につい

ても詳細に検討する。 

 
４．研究成果 

(1) 我々は、Atg16Lのノックアウト（KO

）マウスを作成し、炎症誘導制御におけ

るAtg16Lの役割を解析した。グラム陰性

菌に対する自然免疫応答における

Atg16Lの役割を調べるため、野生型と

Atg16L-KOのマクロファージをグラム陰

性菌のエンドトキシン成分であるリポ

多糖で刺激したところ、Atg16L-KOの細

胞は野生型に比べてIL-1bを過剰に産生

した。IL-1bはリポ多糖などの刺激によ

り転写が亢進され未成熟な前駆体とし

て翻訳された後に、カスパーゼ-1により

切断を受け、成熟型のIL-1bとなり細胞

外へと分泌される。また、カスパーゼ-1

自身もインフラマソームによる切断を

受けて活性型(成熟型)へと変換されて

いる。Atg16L-KOの細胞において、IL-1b

産生のどの段階に異常があるのか検討

したところ、カスパーゼ-1を活性化する

インフラマソームが異常に活性化され

ていることが明らかになった(Saitoh T. 

et al., 2008 Nature)。この結果はオー

トファジーによる炎症反応抑制機構を

明らかにした初めての報告である。 

(2) さらに、Atg16L-KO 細胞を用いて、

Atg16L の機能解析も平行して行った。予

想に反して、我々は Atg16L のクローン

病型 1 塩基多型、または WD リピートド

メインの欠失は飢餓誘導性または病原

性微生物に対するオートファジー能に

全 く 影 響を 与えな い事 を 見 いだ した 

(Fujita N. et al., 2009 JBC)。これよ

り、Atg16L のクローン病型 1 塩基多型は

既知のオートファジー経路に大きな影

響を与えることなく、過剰な炎症反応を

引き起こしていると考えられる。 
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