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研究成果の概要（和文）： 
 哺乳細胞におけるホスファチジルセリン合成異常とオートファジーおよびオートファジー性

細胞死との関係性を明らかにするために、本研究では、ホスファチジルセリン合成異常変異

CHO 株を用いて、オートファジーの誘導と、その時のオートファジーはオートファジー性細

胞死かどうか？について研究をおこなった。ホスファチジルセリン合成異常変異 CHO 細胞株

は、ホスファチジルセリンを培地に添加していると生存できるが、ホスファチジルセリンを培

地から欠乏させると、生存率が低下し、３日目には多くの細胞が死ぬ。このとき、制限条件に

おけるオートファジー誘導を調べると、ホスファチジルセリンを欠乏させて２４時間以内にオ

ートファジーのマーカーである LC3-II の顕著な蓄積が認められた。このオートファジーが誘

導されたのち、24-48 時間後に細胞死が認められた。このことは、細胞死に至るまでにオート

ファジーが細胞保護的に働いている可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To investigate the relation between a defect in phosphatidylserine synthesis and 
autophagic cell death, we focused on a CHO mutant that has a defect in an activity of 
phosphatidylserine synthase.  When the mutant cells were cultured in a medium lacking 
phosphatidylserine, LC3-II, a promising autophagic marker, was increased within 24h.  
At 24-48h after induction of LC3-II, cell viability was decreased.  The results suggested 
that the autophagy play a cytoprotective role, when phsophatidylserine depeletion-induced 
cell death.  
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１．研究開始当初の背景 
 オートファジーは、細胞小器官・タンパク

質を含むバルクの分解機構で、主に飢餓によ

り誘導される。ヒトにおいては、オートファ
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ジーは飢餓応答のほかに、神経変性疾患、腫

瘍形成、肝炎、心筋症、クローン病、細胞内

クリアランス機構としての細胞内免疫シス

テム、MHC class II 抗原提示、膵β細胞の増

殖など様々な機能を果たしていることが明

らかになってきた。オートファジーの際には、

細胞小器官を含む細胞質をオートファゴソ

ームが取り囲み、次にオートファゴソームが

リソソームと融合することにより内容物を

分解する。このようにオートファジーダイナ

ミックな膜形成がおこるが、その脂質膜の供

給源はいまだ明らかにされていない。また、

虚血時（ある種の飢餓状態）では、脂質分解・

脂肪酸放出などがおこるため、リン脂質合

成・組成異常とオートファジーは密接に関連

していることが予想される。しかしながら、

哺乳細胞におけるリン脂質組成の異常とオ

ートファジーの関係に関する研究はほとん

ど行われていない。特に生化学的解析からオ

ートファゴソーム膜形成にはホスファチジ

ルエタノールアミンが必須であるはずだが、

ホスファチジルエタノールアミン、及びその

前駆体としてのホスファチジルセリンがオ

ートファジーに与える影響についての研究

は皆無である。また、ホスファチジルセリン

合成酵素異常変異 CHO 細胞では、制限条件

下で最終的には細胞死に至るが、それがアポ

トーシスか、ネクローシスか、あるいはオー

トファジー性細胞死かについてきちんとし

た解析がなされていない。 
 この様な背景の中で、私は、オートファジ

ーにおけるユビキチン様修飾反応の分子メ

カニズムを中心に解析をおこなってきた。オ

ートファジーのマーカーとしての LC3/ 
Atg8-ホスファチジルエタノールアミン結合

体が明らかになってきたが、これまで脂質飢

餓やリン脂質代謝異常により引き起こされ

るであろうオートファジーについての解析

がほとんどなされてこなかった。またこれま

でアミノ酸飢餓やグルコース飢餓、血清除去

によるオートファジーは研究されてきたが、

リン脂質異常によるオートファジーについ

てほとんど解析がなされてこなかったこと

に着目して本研究課題を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、リン脂質のなかでもホスファ

チジルセリンに注目し、ホスファチジルセリ

ン合成異常変異 CHO 株を用いて、制限条件

下でオートファジーが誘導されるか？もし

起こるとしたらオートファジーはリン脂質

組成異常が起こる時期より前におこるのか、

後におこるのか？その時のオートファジー

はオートファジー性細胞死かどうか？につ

いて明らかにする。これらの研究をもとにリ

ン脂質合成におけるオートファジーの役割

を明らかにしていく。 
 
３．研究の方法 
 ホスファチジルセリン合成異常CHO 変異株

について、制限条件におけるオートファジー

誘導および、細胞死の経時的関連について解

析をおこなう。ホスファチジルセリン合成異

常CHO 変異株は増殖培地中にホスファチジル

セリンが存在しないと約２日で増殖を停止

し、３‐４日で細胞死をひきおこす。この細

胞死が最終的にアポトーシスかオートファ

ジー性細胞死であるかは解析されていない。

そこで、ホスファチジルセリンを除いた増殖

培地で変異細胞を培養し、24 時間ごとに、細

胞の生存率、細胞内オートファジー活性の測

定をおこなった。 

 

４．研究成果 

 ホスファチジルセリン合成異常変異 CHO
細胞株は、ホスファチジルセリンを培地に添

加していると生存できるが、ホスファチジル

セリンを培地から欠乏させると、生存率が低

下し、３日目には多くの細胞が死ぬ。このと

き、制限条件におけるオートファジー誘導を

調べると、ホスファチジルセリンを欠乏させ

て、２４時間以内にオートファジーのマーカ

ーである LC3-II の顕著な蓄積が認められた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この時、アポトーシスの指標であるカスパー

ゼによる PARP の切断を調べると、制限条件

下において 48 時間目に初めて、PARP の切

断が認められた。 



 

 

 従って、制限条件下においては、オートフ

ァジーが誘導されたのち、24-48 時間後に細

胞死が誘導されはじめるのを示している。こ

のことは、細胞死に至るまでにオートファジ

ーが細胞保護的に働いている可能性を示唆

する。 
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