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研究成果の概要（和文）： 

オートファジーは、大規模なタンパク質分解系であり、飢餓状態における細胞の生存、個体発生、免疫

反応、ガンの抑制や抗老化などにおいて重要な役割を果たしている。本研究によって、口蓋形成にお

ける口蓋癒合時にオートファジーが関与していることが明らかになった。さらに骨形成時における骨芽

細胞においてもオートファジーが関与しており、骨形成時に生じる細胞内で生じる ER ストレスに対して、

オートファジーが細胞内の恒常性の維持に関与することを示唆する所見を得た。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Autophagy is a bulk protein degradation system and important for various physiological processes such 

as cell survival under starvation, development, immune responses, tumor suppression, and antiaging. 

The present study demonstrated that autophagy is involved in the palatal fusion in palatogenesis. Our 

study also indicated autophagy is also involved in osteogeneis and suggested that autopahgy might 

regulate the ER stress responses presumably to maintain cellular homeostasis.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) オートファジーは、大規模なタンパク質分解

系であり、低酸素刺激や小胞体ストレスなどによ

り誘導されることも知られている。また、細胞内の

不良タンパク質を分解し、リサイクルすることで生

体の恒常性維持に重要な役割を果たしている。 

(2) 口唇・口蓋裂は口腔において最も高頻度で

出現する先天異常の一つである。口蓋は左右の

口蓋突起が癒合して形成される。 上皮で覆わ

れた口蓋突起が癒合するためには、癒合予定部

位の上皮が取り除かれなければならない。この上

皮はアポトーシスやネクローシスとは異なる細胞

像を示して細胞死にいたる。しかし、その詳細は

明らかではない。 

(3) 骨芽細胞は骨基質産生などのタンパク質代

謝が盛んに行われ、細胞内に異常タンパク質が

蓄積しやすく細胞機能の低下が生じやすいと考

えられている8)。神経細胞などでは、恒常的なオ

ートファジー活性は、細胞の機能を保ち、組織を

健全な状態に維持している。しかし、骨基質を産

生する骨芽細胞においてオートファジーが機能

しているのかどうかについては明らかではない。 

 

２．研究の目的 

 (1)オートファジーは，飢餓時に強く活発化する

ことが知られているが，近年では飢餓適応以外

の，発生や分化，細胞内の浄化作用，免疫応答

といった生命現象においても，細胞の機能を維

持するために重要な役割を担うことが明らかにさ

れている。一方、非アポトーシス細胞死にも関与

しており、オートファジーに関連する遺伝子の働

きを抑制すると個体発生の過程で神経細胞等

に異常が生じることが報告されている。しかし，

オートファジーが，口蓋の形成過程および口蓋

裂の発生の要因に関与しているかどうかについ

て検討した研究は報告されていない。本研究の

目的は第三の細胞死といわれるオートファジー

が口蓋上皮の癒合に関わる機能的意義を明ら

かにすることである。特に、オートファジーの特

異的マーカーである LC3 を GFP にて標識して

恒常的に発現させる変異マウスと、オートファジ

ー欠損マウスである ATG5 のノックアウトマウス 

を用いて、オートファジーが口蓋の癒合に果た

す役割を検討する。 

(2)一方、骨芽細胞は骨の形成時には基質タン

パク質を多く産生することが知られており、不良

タンパク質の蓄積や、低酸素状態等の微小環境

によって小胞体ストレスが生じている可能性が考

えられる。また、オートファジーが口骨形成に果

たす役割については、これまで検討されたことが

なかった。本研究の目的はオートファジーが骨

芽細胞の基質産生に伴う ER ストレスに関わる機

能的意義を明らかにすることである。 

（１）と同様、LC3-GF マウスと、ATG5 のノックア

ウトマウスを用いて、オートファジーが骨基質産

生に果たす役割を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 口蓋の癒合時における発現と機能解析 

①口蓋突起の癒合時における発現解析  

 LC3 のシグナルを確認するため，GFP-LC3 ト

ランスジェニックマウスの胎仔の口蓋組織表面

および凍結切片を共焦点レーザー顕微鏡下で

観察した。 

②口蓋突起の癒合に果たす機能解析 

 口蓋上皮におけるオートファジーの機能解析

のため，Atg5 ノックアウトの口蓋における表現

型を検討した。口蓋を摘出し、光学顕微鏡と走

査型電子顕微鏡にて組織像と表面正常を観察

した。 

(2) 骨組織における発現と機能解析 

①in vivo の骨芽細胞における発現解析 

 胎生 19.0 日齢の GFP-LC3 型マウスの頭蓋骨

における GFP-LC3 シグナルの集積を共焦点顕

微鏡にて観察した 

②in vitro の骨芽細胞における発現解析 

 胎生 19.0 日齢の GFP-LC3 型マウスおよび

wild 型マウス頭蓋骨から単離した骨芽細胞の 3



 

 

週間の長期培養に伴うオートファジーマーカー

の発現および変動を確認した 

③骨芽細胞の経時的変化に伴う ER ストレスマ

ーカーの変動 

 胎生 19.0 日齢の wild 型マウス頭蓋骨から単離

した骨芽細胞の 3 週間の長期培養に伴う ER スト

レスマーカーの変動をリアルタイム RT-PCR 法を

用いて観察した。 

④骨芽細胞の低酸素刺激に伴うオートファジー

および ER ストレスマーカーの変動 

 胎生 19.0 日齢の wild 型マウス頭蓋骨から単離

した骨芽細胞の 3 週間の長期培養後の低酸素

刺激に伴うオートファジーマーカーおよび ER ス

トレスマーカーの変動をリアルタイム RT-PCR 法

を用いて観察した。 

⑤骨組織における機能解析 

 骨組織におけるオートファジーの機能解析の

ため，Atg5 ノックアウトの骨組織における表現

型を検討した。Atg5 ノックアウトの頭蓋骨を摘

出し、光学顕微鏡にて組織像を観察した。 

 

４．研究成果 

記述すること。 

(1) 口蓋の癒合時における発現と機能解析 

①口蓋突起の癒合時における発現解析 

 口蓋上皮の癒合部においてオートファジーの

存在について、LC3-GFPマウスを用いて検討し

たところ、癒合上皮においてオートファジーを観

察した。 

 E14.5の口蓋の切片では，癒合直前，および癒

合中の口蓋突起の上皮に，ドット状の LC3 のシ

グナルが観察された(図 2-1 B,C)。しかし，癒合

に関与しない口蓋突起の上皮には，LC3 のシグ

ナルは観察されなかった。 

E18.0の口蓋の口腔側表面では，口蓋の癒合が

終了しており，口蓋表面に，LC3のシグナルは観

察されなかった。 

 E15.5 の口蓋の口腔側表面では，一次口蓋と

左右の口蓋突起の癒合が開始していた。癒合

する直前の一次口蓋と左右の口蓋突起間の表

面に確認された敷石状の形態を示す上皮細胞

内に，ドット状ならびにリング状の LC3 のシグナ

ルが観察された(図 2-1 F,H)。一次口蓋と口蓋

突起の平坦な形態の上皮に，LC3 のシグナル

は観察されなかった。 

 

 

E16.0の口蓋の口腔側表面では，一次口蓋と左

右の口蓋突起の癒合部の表面に確認された敷

石状の形態を示す上皮細胞内に，ドット状ならび

にリング状のLC3のシグナルが観察された(図2-1 

K,L)。癒合が終了した一次口蓋と口蓋突起の表

面の上皮に，LC3のシグナルは観察されなかっ

た。 

 E16.5 の口蓋の切片では，癒合直前，癒合中

の一次口蓋と口蓋突起の上皮に，ドット状ならび

にリング状の LC3 のシグナルが観察された。ま



 

 

た鼻腔側の表面に確認された敷石状の形態を

示す上皮細胞内に，ドット状ならびにリング状の

LC3 のシグナルが観察された(図 2-2 B,C)。 

 E18.0 の口蓋の口腔側表面では，一次口蓋と

口蓋突起間の癒合部の表面に残存する敷石状

の形態を示す上皮細胞に，ドット状ならびにリン

グ状の LC3 のシグナルが観察された(図 2-2 

E,F)。それ以外の癒合が終了している一次口蓋

と口蓋突起の癒合部の上皮に，LC3 のシグナル

は観察されなかった。 

②口蓋突起の癒合に果たす機能解析 

 E18.0マウス胎仔において、走査型電子顕微鏡

によるAtg5 KOマウスと野生型マウスの口蓋の観

察では、形態学的な差異を認めなかった(図4 

B,C)。 

 口蓋の切片の観察では，コントロール群，実験

群ともに一次口蓋と口蓋突起の癒合相当部(図4 

G,H)，口蓋突起同士の癒合相当部(図4 I,J)に間

葉の連続を認めた。 

 これらの結果から、癒合上皮においてオートフ

ァジーが観察されるものの、オートファジーの機

能を阻害しても口蓋裂は生じなかった。つまり、

オートファジーは単独で阻害しても口蓋裂は生じ

ないことが明らかとなった。 

 

 

(2) 骨組織における発現と機能解析 

①in vivo の骨芽細胞における発現解析 

 胎生 19.0 日齢の GFP-LC3 型マウスの頭蓋骨

における GFP-LC3 シグナルの集積を共焦点顕

微鏡にて観察した。その結果、骨芽細胞層にお

いて、ドット状の GFP-LC3 シグナルの集積を認

めた。 

 

②in vitro の骨芽細胞における発現解析 

 胎生 19.0 日齢の GFP-LC3 型マウスおよび

wild 型マウス頭蓋骨から単離した骨芽細胞の 3

週間の長期培養に伴うオートファジーマーカー

の発現および変動を確認した。 

培養1週目では骨芽細胞分化初期、2週目で

は分化中期、3 週目では分化後期であることが

それぞれの分化マーカーから分かった。さらに、

オートファジーマーカーである Map1c3b mRNA

の発現を観察したところ、分化後期に向かうにつ

れ Map1c3b mRNA の発現が上昇していた。 

次に蛍光顕微鏡にて骨芽細胞分化に伴う

GFP-LC3 シグナルの集積を観察したところ、培

養が進むにつれて GFP-LC3 シグナルが集積し

ていることを認めた。骨芽細胞の分化に伴う LC3

タンパク質の挙動を観察するために、ウェスタン

ブロット法を行ったところ、培養が進むにつれて

LC3-Ⅰが減少し、それに応じて LC3-Ⅱが増加

する傾向が認められた。 

 

③骨芽細胞の経時的変化に伴う ER ストレスマ

ーカーの変動 

 3 週間の長期培養に伴う ER ストレスマーカー

の変動をリアルタイム RT-PCR 法を用いて観察

した。 

Xbp1, Grp78 等の ER ストレスマーカーの発現

は経時的に増加し、2 週目にピークに達した。 

④骨芽細胞の低酸素刺激に伴うオートファジー



 

 

および ER ストレスマーカーの変動 

低酸素刺激に伴い、オートファジーマーカー

である Map1c3b mRNA 発現は上昇していた。さ

らに、ER ストレスマーカーである Xbp1, Grp78 等

の発現もMap1c3b mRNA発現と同様に上昇して

いた。 

 

 

⑤骨組織における機能解析 

E18.0 マウス胎仔において、Atg5 KO マウスと野

生型マウスの頭蓋骨を組織学的に比較したとこ

ろ、Atg5 KO マウスの骨梁の減少が観察された。

組織切片上で骨梁の面積を定量したところ、有

意な差が検出された。 

 これらの結果から、非常に高いストレス環境化

にあると考えられる骨基質産生時の骨芽細胞の

恒常性維持に、AP や ER ストレス応答が関与し

ていることが示唆された。また、オートファジーは

骨芽細胞の恒常性の維持に関与していることが

示唆された。 
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