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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表が以前に発見した骨形成に関わる生理的ネクローシスである
Atg9a依存的ネクローシスの分子メカニズムを明らかにした。まず、Atg9a依存的ネクローシスの誘導剤として、
メバロン酸経路の律速酵素であるHMG-CoA レダクターゼの阻害剤スタチンを同定し、Atg9a依存的ネクローシス
の原因として、メバロン酸経路の下流の代謝産物であるFPPとGGPPの枯渇がこの細胞死において重要な役割を担
っていることを明らかにした。また、Atg9a欠損細胞においてはメバロン酸経路をバイパスする経路が存在し、
FPPやGGPPの枯渇を回避することで細胞死を回避することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, the molecular mechanism of Atg9a-dependent necrosis, a 
physiological necrosis in bone formation previously discovered by the Principal Investigator, was 
elucidated. First, an HMG-CoA reductase inhibitor statin, the rate-limiting enzyme of the mevalonate
 pathway, was identified as an inducer of Atg9a-dependent necrosis, and the depletion of FPP and 
GGPP, downstream metabolites of the mevalonate pathway, was identified as the cause of 
Atg9a-dependent necrosis, which is important in this cell death. It was also suggested that a 
pathway exists in Atg9a-deficient cells that bypass the mevalonate pathway and avoids cell death by 
circumventing the depletion of FPP and GGPP.

研究分野：細胞死
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者はこれまでにAtg9a依存的ネクローシスが骨形成に関与することをすでに報告している。また、in 
vitroの解析においてスタチンがAtg9a依存的に骨形成を誘導することも見出した。また、高脂血症の治療薬であ
るスタチンの副作用として横紋筋融解症が知られているが、これは、骨格筋を構成する筋細胞が融解・細胞の壊
死（ネクローシス）することが原因となっている。本研究において、スタチン誘導性ネクローシスにおける
Atg9aの関わりが明らかになったことから、骨形成におけるAtg9a依存的ネクローシス生理的役割だけでなく、ス
タチンが及ぼす副作用のコントロールに貢献できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、細胞死研究においてアポトーシスだけでなく制御されたネクローシスが注⽬されている。

これまで「アポトーシス＝制御された細胞死」「ネクローシス＝偶発的な（制御できない）細胞
死」と認識され、ネクローシスは制御不能であると考えられていたが、最近ではネクローシスに
も制御可能なものが多数報告され、その関連遺伝⼦および実⾏メカニズムの違いによってオー
トファジー依存的細胞死やネクロプトーシス（RIP1/RIP3 依存的ネクローシス）、パイロトーシ
ス（Caspase-1 依存的ネクローシス）などいくつかの種類に分類されている。これらの制御され
たネクローシス型細胞死は、⼼筋梗塞や神経変性疾患、細菌感染など様々な疾患において重要な
役割を果たしていることが報告され、制御されたネクローシスが病理的に重要な意味を持つこ
とが知られてきている。 
研究代表者も最近、新しい制御されたネクローシス型細胞死（Atg9a 依存的ネクローシス）を

同定し報告した（Imagawa et al., Nat Commun, 2016）。この細胞死は、正常マウスの胚発⽣過程
において⾒出しており、他のグループの知⾒とは異なる⽣理的な条件下で誘導されるネクロー
シス型細胞死であることが特徴の⼀つである。さらに、この細胞死はオートファジー関連遺伝⼦
Atg9a によって制御されるが、オートファジーに必須の他の遺伝⼦である Atg5 には影響を受け
ないことを⾒出し、オートファジー依存的細胞死とも異なる新たな制御された細胞死であるこ
とを確認した。加えて、Atg9a 遺伝⼦ノックアウトマウスの解析から、このネクローシス型細胞
死が誘導されないと⾻形成不全が引き起こされることを⾒出し、胚発⽣期の⾻形成に必須であ
ることを明らかにした。このことは、⽣理的な役割を持つ制御されたネクローシス型細胞死の発
⾒と同時に、これまで不要な細胞や傷害された細胞の除去にあると考えられてきた⽣理的な細
胞死の役割に加えて、組織形成というこれまでに知られていない細胞死の役割が存在する可能
性を⽰している。すなわち、⽣体内で誘導される細胞死はいくつかのメカニズム（アポトーシス
［カスパーゼ依存的細胞死］や Atg9a 依存的ネクローシス）で実⾏されており、実⾏メカニズム
ごとにその役割（それぞれ不要細胞の除去、⽯灰化・⾻形成）が異なっている可能性を⽰してい
る。 
 
２．研究の目的 
⽣理的なネクローシスである Atg9a 依存的ネクローシスの実⾏メカニズムの詳細を明らかにし、

⽣体内でのこの細胞死の制御機構を理解することは、これまでに知られていない細胞死の役割
を明らかにする上で⾮常に重要であると考えられる。そこで本研究では、申請者が同定した
Atg9a 依存的ネクローシスの実⾏メカニズムの詳細を明らかにすることで、⽣体内における細胞
死の制御機構と、その細胞死が果たす役割の関係を明らかにすることを⽬指している。 
 
３．研究の方法 
Atg9a 依存的細胞死の分⼦メカニズムを明らかにするために、まず、in vitro で Atg9a 依存的ネ

クローシスを再現することを試みた。具体的には、Atg9a 遺伝⼦⽋損マウス線維芽細胞（MEF）
と野⽣型 MEFを⽤いて Atg9a 依存的に細胞死を誘導する化合物をスクリーニングする。次に、
in vitro で Atg9a 依存的に細胞死を誘導する化合物による細胞死を抑制する化合物や遺伝⼦のス
クリーニングまたは遺伝⼦発現解析を⾏い、この細胞死に重要なシグナル伝達経路および遺伝



⼦を同定した。また、in vitro で同定した化合物による Atg9a 依存的な細胞死が⾻形成に関与す
るか、in vivo または ex vivo の解析により明らかにした。加えて、in vitro の解析で明らかにし
た Atg9a 依存的な細胞死経路がマウス胚発⽣過程の⾻形成領域においても誘導されているかに
ついても確認した。最後に、in vitro で明らかにした細胞死の分⼦メカニズムが、どのように⾻
形成につながるかを明らかにする。 
 

４．研究成果 

Atg9a 遺伝⼦⽋損MEFと野⽣型MEFとを⽤いて Atg9a 依存的（Atg5⾮依存的）ネクローシ
スを誘導する化合物のケミカルスクリーニングを⾏い、in vitro で Atg9a 依存的にネクローシス
を誘導する化合物として、⾼脂⾎症の治療薬であるスタチンを同定した。さらに、マウス新⽣児
頭頂⾻の ex vivo器官培養系を⽤いた解析により、スタチンが Atg9a 依存的に⾻形成を誘導する
ことも明らかにした。スタチンは、コレステロールの⽣合成に重要な役割を果たすメバロン酸経
路の律速酵素HMG-CoAレダクターゼを阻害し⾎中コレステロールを低下させる薬剤の総称で
ある。In vivo において、マウス胚発⽣期の⾻形成過程で観察される細胞死領域の遺伝⼦発現解
析を⾏った結果、メバロン酸経路に関わる酵素の⼀つであるジホスホメバロン酸デカルボキシ
ラーゼ（Mvd）の遺伝⼦発現が細胞死領域特異的に減少していることを⾒出した。このことから、
⽣体内においてもメバロン酸経路の減弱が Atg9a 依存的ネクローシスの原因となっている可能
性が⽰唆された。そこで、スタチンによって誘導される細胞死の分⼦メカニズムを解析すること
で、Atg9a 依存的ネクローシスの分⼦メカニズムを明らかにすることを試みた。スタチンは、メ
バロン酸経路を阻害することで、コレステロールをはじめとするメバロン酸以下の代謝産物の
枯渇が⽣じる。そこで、メバロン酸以下のメバロン酸経路の代謝産物を細胞に添加し、スタチン
誘導性細胞死を抑制することができるか確認した。その結果、ファルネシル⼆リン酸（FPP）お
よびゲラニルゲラニル⼆リン酸（GGPP）によってスタチン誘導性細胞死がキャンセルされるこ
とを明らかにした。すなわち、スタチンによって誘導された FPP とGGPP の枯渇が Atg9a 依存
的ネクローシスを誘導することが⽰唆された。FPP および GGPP は Ras や Rho、Rac、Rap、
Rabといった small Gタンパク質のプレニル化の基質として利⽤される。プレニル化はタンパク
質の翻訳後修飾の⼀つで、標的タンパク質の細胞膜やオルガネラ膜への結合に重要な役割を果
たす。このことから、これらの small Gタンパク質の修飾が Atg9a 依存的ネクローシスを制御し
ている可能性が考えられた。そこで、プレニル化酵素（FTase、GGTase-I および Rab GGTase）
の阻害剤およびプレニル化酵素の各遺伝⼦に対する siRNA を⽤いて small G タンパク質のプレ
ニル化の阻害が Atg9a 依存的ネクローシスを誘導するか検証した。しかし、全てのプレニル化
酵素を阻害した条件下においても細胞死は誘導されなかった。このことから、プレニル化される
small Gタンパク質などの異常は細胞死とは関連しないことが⽰唆された。また、FPP や GGPP
からさらに代謝されることが知られている他の代謝産物の添加では細胞死は抑制できなかった。
よって、FPP とGGPP の Atg9a 依存的ネクローシスへの関わりは、これまでに知られていない
新たな経路によるものであると考えられた。 
⼀⽅で、メバロン酸経路を阻害することが知られている⾻粗しょう症治療薬ビスホスホネート

によってもネクローシスが誘導されたが、その細胞死はスタチンと同様に FPP およびGGPP の
添加により抑制される⼀⽅で、Atg9a には依存しなかった（Atg9a 遺伝⼦⽋損MEFにおいても
細胞死を誘導した）。ビスホスホネートは、スタチンがターゲットにするHMG-CoAレダクター
ゼよりも下流のメバロン酸経路の代謝酵素のひとつであるファルネシル⼆リン酸合成酵素を阻
害する。このことから、Atg9a 遺伝⼦⽋損MEFはメバロン酸経路の⼀部をバイパスし、HMG-



CoA レダクターゼにより産⽣されるメバロン酸からファルネシル⼆リン酸合成酵素の基質とな
るゲラニル⼆リン酸（GPP）を合成する経路をバイパスしている可能性が⽰唆された。これに関
連して、Atg9a 遺伝⼦⽋損MEFでは、スタチン刺激時におけるメバロン酸経路の⼀群の代謝酵
素の遺伝⼦発現が増加していた。このことから、Atg9a 遺伝⼦⽋損MEFは、スタチンによる FPP
と GGPP の枯渇を抑制し、細胞死から逃れていることが⽰唆された。そこで、Atg9a 遺伝⼦⽋
損MEFと野⽣型MEFで、スタチン刺激時の FPP および GGPP を含むメバロン酸経路の代謝
産物を CE-MSを⽤いた標的メタボローム解析により確認した。しかし、この実験系においては
メバロン酸経路の代謝産物を検出することができなかった。しかしながら、Atg9a 遺伝⼦⽋損
MEF では、スタチン刺激下において野⽣型 MEF と⽐較してプレニル化されたタンパク質の量
が多く保たれていたことから、Atg9a 遺伝⼦⽋損 MEF では、FPP や GGPP の枯渇が抑えられ
ている可能性が間接的ではあるが⽰唆された。 
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