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研究成果の概要（和文）：種々の組織障害におけるautophagyの機能とその出現パターンをマウスモデルを用いて解析
し、autophagyが組織障害診断の新しい指標となり得るか検討した。シスプラチンによる腎障害ではautophagyは障害発
生の早期に出現して障害を軽減するように保護的に機能することを明らかにした。大動脈結紮心肥大モデルを用いた検
討では、代償性心肥大の過程でautophagyが出現すること明らかにした。さらに、皮膚創傷治癒糧におけるautophagyを
解析し、受傷後速やかに受傷部位でautophagyが抑制されることを見出した。これらのことからautophagyが新規の生活
反応となる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The function and pattern of appearance of autophagy in the various tissue injury w
ere analyzed in the mouse models. We showed that autophagy was induced in early stage in the kidney of mic
e administrated with cisplatin, which was a protective response to cisplatin-induced renal injury. We also
 found that autophagy was induced in the compensatory stage of cardiac hypertrophy.In analysis of autophag
y in the skin wound healing process, we found immediate reduction of autophagy in the wound sites,which mi
ght be very useful for forensic practice as a novel marker of vitality of skin wound.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、細胞内のタンパク分解システムである
autophagy が生命科学の分野で大きな注目を集め
ている。autophagy は酵母で見出され詳しく解析さ
れたシステムであり、酵母をアノ酸欠乏状態にお
くと細胞内の自らのタンパクを分解してアミノ酸
を供給し細胞死から逃れるという防御機構である。
このシステムは哺乳類を含めた高等動物にも広く
存在し、酵母で見出されたautophagy 関連分子はよ
く保存されており、ヒトにも一連の分子のホモロ
グが見出されている。法医学以外の領域では、種々
の疾患の病態に対するautophagy の関わりについ
て活発に研究が行われ、その重要性は増すばかり
である。しかし、これまで法医診断学の領域で
autophagy を対象とする研究はほとんど見られな
い。本研究はautophagy が法医診断の新しい指標と
なり得るかどうか種々のマウスモデルと剖検試料
を用いて免疫組織化学的、生化学的および分子生
物学的に検証を試みる初めての研究である。 
 
２．研究の目的 
本研究は様々な内的外的侵襲に対する重要な生体
防御システムとして注目を集めるautophagy を臓
器障害の新しい指標として法医診断に応用するこ
とを目的とし、種々のマウスモデルと剖検試料を
用いて各臓器障害に特異なautophagy の出現パタ
ーンを解析する。法医学において死因の究明は最
も重要且つ困難な課題であり、精度の高い診断を
行うには出来るだけ多くの客観的指標を用いるこ
とが肝要である。既存の指標とは全く異なる
autophagyに注目した新規指標の開発を行い、法医
診断学に寄与することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）飢餓マウスの臓器心臓におけるautophagy の
検出と飢餓の指標としての有用性の評価 
８週齢雄のBalb/cマウスを１－３日間絶食し、過
麻酔により屠殺後、心臓を採取し、autophagyの進
行に関与する分子, microtubule-associated protein 1 
light chain 3 (LC3), beclin 1, p62/SQSTM1 (P62), 
cathepsin D 免疫組織染色およびWestern blottingに
よりautophagyを検出した。 
（２）cisplatin 腎障害におけるautophagyの役割解
析 
８週齢雄のBalb/cおよびIFN--KOマウスの腹腔に
cisplatin (15 mg/kg WT)を投与し、経時的に３日目ま
での血液および腎を採取した。各血液試料につい
て血清尿素窒素(BUN)および血清クレアチニン
(CRE)を測定した。各腎試料については、病理組織
化学的および免疫組織化学的解析、RT-PCRによる
遺伝子発現解析、Western blottingによるタンパクレ
ベルの解析、電子顕微鏡によるautophagosomeの解
析およびFlow Cytometryによる解析を行った。さら
にマウス腎初代培養細胞を用いた解析も行った。 
（３）大動脈瘤解離の病態形成におけるautophagy
の役割解析 
８週齢雄のBalb/cおよびIFN--KOマウスの背部皮
下にマイクロ浸透圧ポンプを挿入し、angiotensin II 
(ANG) (1.4 mg/kg/day)を持続投与した。投与開始後
２週までの生存率の解析および２日目、５日目の

大動脈の採取を行い、病理組織化学的および免疫
組織化学的解析、RT-PCRによる遺伝子発現解析お
よびWestern blottingによるタンパクレベルの解析
を行った。 
（４）皮膚損傷組織におけるautophagyの解析 
０時から２２時まで２時間間隔で、８週齢雄の
Balb/cマウスの背部に麻酔下でバイオプシーパン
チ(4 mm)を用いて打ち抜き損傷を作製した。打ち
抜いた皮膚組織は正常皮膚組織試料とした。損傷
作製後0.5から24時間後まで経時的に8 mmのバイオ
プシーパンチで損傷組織の周囲を打ち抜き損傷組
織試料とした。各皮膚試料について組織化学的お
よび免疫組織化学的解析、Real-time RT-PCRによる
時計遺伝子の発現解析、Western blottingによる
autophagyの解析を行った。 
４．研究成果 
（１）飢餓マウスの臓器心臓における autophagy 
の検出と飢餓の指標としての有用性の評価 
３日間絶食したマウスの心臓における autophagy
の変化を LC3-II を指標として western blotting によ
り解析すると、絶食２日目に最大となり、３日目
には非絶食マウスと同レベルとなった（図１）。 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

したがって、心臓の LC3-II を指標として飢餓状態
を診断することは困難と思われた。 

（２）cisplatin 腎障害におけるautophagyの役割解

析 

野生型マウスの腹腔に cisplatin を投与すると、投
与後６時間をピークとして腎に IFN-の遺伝子発
現が誘導され、その発現細胞は CD3 陽性リンパ球
および LY-6G 陽性好中球であった（図２）。 
cisplatin の腹腔内投与による腎障害は IFN--KO
マウスが野生型マウスに比較して、生化学検査
(BUN, CRE)および病理組織学的検査においても

有意に高度な腎障害を惹起した（図３）。 
骨髄キメラマウスを用いた解析から、この表現

型を規定するのは骨髄由来の細胞（リンパ球およ
び好中球が産生する IFN-であることが示された
（図３f）。 
マウス尿細管上皮細胞初代培養細胞に対する

cisplatin、IFN-の作用および bafilomycin による 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
autophagy抑制の影響をWestern blottingにより検

討すると、IFN-は autophagosome の酸性化を介し
て cathepsin D の活性化を誘導し、結果的に
autophagic flux を亢進することを明らかにした。こ
れにより IFN- は cisplatin による尿細管上皮細胞
の apoptosis を抑制して保護的に機能することが明
らかとなった（図４）。 

 実際、cisplatin による腎組織における apoptosis
を TUNEL 法により解析すると、IFN--KO マウス
で有意に apoptosis が亢進してい 
た（図５）。 
 さらに、cisplatin を投与したマウスの腎における
caspase3、LC-3II、ATG12-5 conjugate、cathepsin D、
p62をWestern blottingにより解析すると、IFN--KO
マウスの腎では、野生型マウスに比較して活性

cathepsin D が減少しており、有意に autophagic flux
が抑制され、結果として apoptosis が亢進していた
（図６）。 
cisplatin 投与３日後の腎尿細管を電子顕微鏡で観
察すると、図７に示すように IFN-KO マウスで
は野生型マウスに比較して著明な autophagosome
の蓄積を認め、IFN-KO マウスでは autophagic 
flux が強く抑制されていることを示す結果を得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、ユビキチン化タンパクの腎尿細管への
蓄積を Western blotting および免疫組織染色で解
析すると、IFN-がユビキチン化タンパクの蓄積を
抑制することおよび lyososme 酵素の阻害剤はユビ
キチン化タンパクの蓄積を増強し、IFN-の効果を
打ち消すことが示された（図８）。 

 

以上のことから、cisplatin による腎障害において



autophagy は早期に亢進し、保護的に機能すること
が明らかとなった。さらに、障害組織に浸潤した
リンパ球や好中球が産生する IFN-は autophagiy
の円滑な進行に必須であり、重要な保護因子とし
て機能することが判明した。 
 
（３）大動脈瘤解離の病態形成における autophagy
の役割解 
ANGII の持続投与により野生型マウスでは IFN-
の弱い発現上昇を認めた。ANGII による収縮期血
圧の上昇は野生型および IFN--KO マウスに差を
認めなかったにも拘らず（図 9）、大動脈瘤解離は
IFN--KO マウスで著しく、解離腔破裂による死亡
率も高度であった（図 10）。 

 
  
 
 
 
 

 IFN--KO マウスが野生型マウスに比較してよ
り高度なANGIIによる大動脈解離を呈する直接的
原因は、IFN--KO マウスにおける MMP9 および
MMP12 の発現が野生型マウスに比べて有意に高
いことと思われるが（図 11）、この MMP9 および
MMP12 の発現の差の根本の原因は IFN--KO マ
ウスにおける autophagy が野生型マウスに比べて

有意に抑制されていることによると思われた（図
12）。 
野生型マウスに autohagy の阻害剤である

3-methyladenine (3MA)の投与下にANG IIを持続投
与すると、ANG II のみの場合と比較して大動脈解
離は著明に増悪した（図 13）。 
以上のことから、autophagy は ANG II により誘起
される大動脈解離において autophagy は保護的に
機能することが示された。 

 
 

 
（４）皮膚損傷組織における autophagy の解析 
マウス皮膚に作製した打ち抜き損傷の治癒過程に
おける autophagy を LC3-II と p62 を指標として
Western blotting で解析すると、受傷後少なくとも
LC3-II は 0.5 時間で有意に減少し、受傷後速やか
に autophagy が抑制されることが明らかとなった 

 
 
 

 
（図 14）。また、autophagy の過程で autolysosome
により分解されるp62もautophagyの減少に伴い受
傷後早期に増加した (図１5)。 

 
 
 
 

この現象は死後の受傷では認められないことから、
新規の生活反応として法医実務に有用な指標とな
るものと思われる。 
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