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研究成果の概要（和文）：発達期の軸索においてオートファゴゾームマーカーである LC3 が集
積することを見出した。一方、電子顕微鏡を用いた解析においてオートファゴゾーム様の構造
体は認めなかった。これらの結果は LC3が軸索においてオートファジーと独立した機能を持つ
ことを示す。一方 lurcher マウスをモデルとした軸索変性時に、細胞内 ATP の低下とそれに続
く AMPKの活性化によってオートファジーが誘導されることを見出した。更に遺伝的手法によ
ってオートファジーを特異的に抑制すると神経変性が悪化した。これらの結果はオートファジ
ーが神経細胞の生存に関与し得ることを示しており、神経変性疾患の新たな治療標的を示唆す
る所見である。 
 
研究成果の概要（英文）： LC3, a only known marker for autophagosomes, were accumulated 
within developing axons. Interestingly, electron microscopical analysis reveals that there 
were no induction of autophagy in LC3 accumulated region, indicating that LC3 could have 
specific functions other than those in autophagy. Whereas, autophagy was remarkably 
induced in axons by intracellular ATP reduction and AMPK activation in lurcher-induced 
neurodegeneration. In addition, genetic suppression of autophagy significantly exacerbated 
Lurcher-induced neurodegeneration. These observations highlighted the cell-protective 
role of autophagy in neurodegeneration and modification and activation of the autophagic 
pathway could allow us to develop a new therapeutic approach to various 
neurodegenerative disorders involving excitotoxic mode of cell death.  
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１．研究開始当初の背景 
 オートファジー（自食作用）は酵母からヒ
トにいたるまでの真核生物に見られる大規
模分解システムである。オートファジーの機
能は、飢餓時に基質の分解によりアミノ酸や
ATP を得るといった飢餓応答がよく知られ
ているが、他にも、細胞内のクリアランス・

感染防御・受精など多様な生理的機能に重要
な働きを担うことが明らかになっている。一
方、神経細胞における機能は長らく不明であ
ったが、オートファジーが神経細胞の生と死
に深く関与することが次々と報告されてい
る。例えば、ハンチントン舞踏病やアルツハ
イマー病などの神経変性疾患における細胞
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内凝集体の除去にオートファジーが重要な
働きを果たすことが明らかになりつつある。
しかし、生理的あるいは病的な過程において、
オートファジーが神経細胞内のどの部位に
おいてどのような機構で制御されているの
か、といった未解明な問題が多く残されてい
た。 
申請者らはこれまでに、小脳プルキンエ細胞
特異的にオートファジーを抑制すると、軸索
が腫大し異常な膜構造が蓄積することを報
告した。また、オートファゴゾーム膜の特異
的マーカーである GFP-LC3 が全身に発現す
るトランスジェニックマウスを用いた予備
実験の結果、LC3が発達期の軸索に集積する
という興味深い知見を得た。これらの結果よ
り、オートファジー経路は生理的状態や病的
状態において特に軸索末端部の形態や膜構
造の維持に重要な役割を果たすという新し
い仮説を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、軸索におけるオートファジー
経路の生理的意義と制御機構を解明するこ
とによって、軸索形成・軸索変性におけるオ
ートファジーの生理的・病的意義、及び軸索
障害を伴う様々な神経変性疾患の病態を解
明することを目的とする。具体的には、発達
期の軸索におけるオートファジー及びオー
トファジー関連タンパク質 LC3,GATE-16 の
生理的意義の解明、オートファジーと
LC3,GATE-16に着目した軸索再生・治療法の
開発、を個別的に達成することにより、正常
発達時および神経変性モデルマウス
lurcher(Lc)における軸索におけるオートファ
ジーの役割と制御機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）オートファゴゾーム膜の特異的マーカ
ーである LC3 に蛍光タンパク質 GFP が結合
した LC3-GFP を発現するトランスジェニッ
クマウスを用いて、出生 10 日において神経
細胞軸索におけるオートファジーの活性を
共焦点顕微鏡及び電子顕微鏡を用いて解析
を行った。また、オートファジー欠損マウス
（Nestin-Cre;Atg5flox/flox）で同様の解析を行う
ことで、軸索に集積した LC3-GFPがオートフ
ァゴゾームであるか検討を行った。 
 
（２）Lcマウスは、デルタ 2型グルタミン酸
受容体(GluD2)の点突然変異による遺伝性小
脳失調マウスである。Lcマウスでは小脳プル
キンエ細胞に顕著な細胞死が生じるが、神経
変性が生じる前より、顕著なオートファジー
の活性化と軸索腫大を生じるため、オートフ
ァジーの活性化を伴う軸索障害の最適なモ
デル動物である。このマウスと、Cre/LoxPシ
ステムを用いた小脳プルキンエ細胞特異的

オ ー ト フ ァ ジ ー 欠 損 マ ウ ス
(Pcp2-Cre;Atg5flox/flox）を交配し、神経変性の
程度を定量的に解析することで Lc における
オートファジーの活性化の意義を in vivo で
解析した。更に、オートファジーが活性化さ
れる分子経路を同定するため、HEK293 細胞
や海馬初代培養細胞に GluD2（野生型・Lc変
異型）とオートファジーマーカーである
EGFP-LC3 を共発現させ、オートファジーと
細胞死を解析する簡便な in vitro の実験系を
構築した。この実験系において、ATPセンサ
ータンパク AMPK の活性化をウエスタンブ
ロットにて解析を行った。更に AMPKの機能
阻害型変異体を発現した上で、オートファジ
ーの活性化を解析した。 
 
（３）神経細胞は複数の樹状突起と 1本の軸
索から成り、この極性は神経細胞の機能に重
要な役割を果たす。一方、オートファジーの
神経細胞における役割は明らかになってお
らず、軸索内での動態は不明であった。軸索
におけるオートファゴゾームの動態を明ら
かにするため、LC3-GFPマウスより小脳の移
植片培養を作成し、神経軸索を同定した上で
オートファゴゾームの可視化を経時的に行
うことができる実験系を構築した。オートフ
ァゴゾームの軸索輸送に関与する分子モー
ターを明らかにするため、ダイニンの阻害薬
である EHNA 
(erythro-9-(2-hydroxy-3-nonly)adenine)を投与
し、オートファゴゾームの動態の変化を定量
的に解析した。また、興奮毒性刺激により軸
索局所においてオートファジーが誘導され
るか明らかにするため、NMDA
（N-methyl-D-aspartate）型グルタミン酸受容
体のアゴニストを投与し、同様にオートファ
ゴゾームのタイムラプスイメージングを行
った。 
 
４．研究成果 
（１）GFP-LC3は発達期の脳において小脳外
顆粒層・前交連・脳梁など伸長しつつある軸
索部分に強く集積した。一方、小脳外顆粒層
における電子顕微鏡を用いた検討では、成体
にはみられない 2重膜構造がみられたが、抗
GFP 抗体を用いた免疫電子顕微鏡法による
解析ではこれらの構造体は免疫陰性であっ
た。さらに連続切片による解析を行った結果、
これらの２重膜構造に非対称性シナプスも
同時に認めたたため、これらは平行線維-プル
キンエ細胞シナプスである可能性が考えら
れた。更に神経系特異的オートファジー欠損
マウス（Nestin-Cre;Atg5flox/flox）においても外
顆粒層における GFP の集積を認めたことか
ら、GFP-LC3の集積はオートファジーと独立
した現象であると考えられた。これらの結果
はオートファゴゾームマーカーである LC3



 

 

がオートファジーとは別の機能を神経細胞
の軸索で生じている可能性を示唆しており、
LC3の神経細胞における機能を考える上で興
味深い所見である。 
 
（２）GluD2Lcを HEK293 細胞や海馬初代培
養細胞に強制発現させ、オートファジーの誘
導と細胞死を再現する in vitro の簡便な実験
系を構築した。この系において GluD2Lcを発
現した細胞では、細胞死が生じる前より細胞
内 ATP が顕著に低下していることを見出し
た。更に、細胞内の ATP センサーである
AMPK（AMP-activated protein kinase）が
活性化（リン酸化）されており、このリン酸
化を阻害する優勢抑制型の変異体を共発現
すると、Lcによるオートファジーの誘導が完
全に抑制されることを見出した。一方、
GluD2Lc においては野生型には見られない持
続的なイオン流入が生じていることが知ら
れていたが、GluD2の細孔（チャネルポア）
領域に変異導入を行い、GluD2Lc におけるイ
オン流入を完全に阻害すると Lc における細
胞死とオートファジーの誘導が完全に抑制
されることを見出した。これらの結果は、Lc
におけるオートファジーの誘導が、細胞外か
らの持続的なイオン流入によるグルタミン
酸興奮毒性により生じており、細胞内 ATPの
低下とそれに引き続く AMPK の活性化によ
って誘導されていることを示している。更に、
Lcマウスにおいて、小脳プルキンエ細胞特異
的にオーファジーを抑制したマウス
(GluD2Lc; Pcp2-Cre;Atg5flox/flox)を作製し、Lcに
よる神経変性が促進されることを in vivo で
はじめて明らかにした(Nishiyama J. et al., The 
Journal of Neuroscience 2010)。これらの結果は
オートファジーが細胞内 ATP の維持を介し
て神経細胞の生存維持に関与していること
を示唆する。また、AMPK経路などを修飾し
オートファジーの活性を高めることで興奮
毒性が関与する神経変性疾患の新規治療が
開発できる可能性を示した（図１)。 
これらの結果は総説として報告した
(Nishiyama J. Yuzaki M., Autophagy 2010)。 
 
 
（３）小脳の移植片培養における GFP-LC3
のタイムラプスイメージングによって、オー
トファゴゾームが軸索内をゆらぎながらも
一方向性に輸送されることを見出した。更に、
EHNA投与によりこの輸送が完全に抑制され
たことから、オートファゴゾームは軸索内で
ダイニン依存的に逆行性輸送されると考え
られる。また、NMDA投与による神経活動の
上昇によって軸索内でオートファゴゾーム
が顕著に増加することを見出した（Katsumata 
K. et al., Autophagy 2010）。これらの結果は神
経細胞内でのオートファジーの動態をはじ

めて定量的に示しただけでなく、様々な神経
変性疾患で報告されている軸索でのオート
ファジーの活性化の病態を理解する上で重
要な所見であると考えられる。 
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