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研究成果の概要（和文）： 

脳梗塞や筋萎縮性側索硬化症（ALS）など予後不良な機能障害を生じうる神経疾患における神

経細胞障害とオートファジー機構の関連については不明な点が多い。本研究では、オートファ

ジーマーカーである LC3 とそれを標識する GFP との融合タンパクを発現するトランスジェニッ

クマウスを利用して、中大脳動脈を選択的に閉塞させた脳梗塞モデルマウスおよび ALS モデル

マウスにおけるオートファジー発現部位を in vivo で画像化することに成功した。本成果は、

両疾患に対する再生療法などの新規治療法開発においても大変有用なツールとなり得ると考え

られた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 To visualize the temporal and spatial changes of autophagy occurred in the pathogenesis 

of cerebral infarction and amyotrophic lateral sclerosis (ALS), a transgenic mouse 

expressing a fused protein of an autophagy marker, LC3 and GFP was used for analysis. 

The changes of autophagy can be successfully visualized in the model mice of cerebral 

infarction and ALS. This novel research technique is a useful tool for investigating 

therapies for both diseases.  
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１．研究開始当初の背景 

本邦において脳血管疾患は死因の第3位で

あり、虚血性脳血管障害である脳梗塞の治療

に関しては組織プラスミノゲンアクチベー

ターなどによる治療の進歩も著しい現在で

も大きな後遺症に苦しむ患者も多い。また、

筋萎縮性側索硬化症（ALS）は１次および2

次運動ニューロンの選択的細胞死により、全

身の骨格筋の筋萎縮・筋力低下をもたらす予

後が極めて不良な進行性難治性神経変性疾

患であり、有効な治療法は未だ確立していな

い。オートファジーは細胞質内に生じた異常

または不要なタンパクの処理機構で、「タン

パクの品質管理」を行い、細胞の恒常性維持

のために重要であると考えられている。最近

になり、適切なオートファジー機構の破綻は

重大な神経細胞障害を生じうることが明ら

かにされている。 

 

２．研究の目的 

脳虚血状態（急性脳障害）およびALS（慢性

進行性疾患）におけるオートファジーの神経

細胞死への関与につき、それぞれのモデルマ

ウスを対象として、in vivoイメージングや他

の解析手法を駆使して明らかにすると共に、

オートファジー発現部位を可視化・画像化す

る手法を確立し、再生療法などの新規治療法

開発へ資することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 脳梗塞（脳虚血状態）発生オートファジ

ーマウスの作成と解析 

①オートファジーマウス（GFP-LC3 Tg）に中

大脳動脈閉塞（MCAO）を生じ脳梗塞マウスモ

デルを作成する。 

②in vivoイメージングによる経時的、空間的

なオートファジーの観察。 

③オートファジー関連タンパクの解析 

(2) オートファジー/ALSダブルトランスジェ

ニックマウスの作成と解析 

①オートファジーマウス（GFP-LC3 Tg）とALS

モデルマウス（SOD1-G93A Tg）を交配しダブ

ルトランスジェニックマウスを作成する。 

②ALSの各病期におけるin vivoイメージング

によるオートファジーの観察。 

③オートファジー関連タンパクの解析。 

 

４．研究成果 

(1) 脳梗塞（脳虚血状態）発生オートファジ

ーマウスの作成と解析 

オートファジーマウス（GFP-LC3 Tg）の中

大脳動脈を選択的に閉塞させた脳梗塞モデ

ルを作成し、マウス個体の外表面から蛍光を

検出できる実体蛍光顕微鏡を用いて脳梗塞

発生後の状態を経時的に観察した。脳虚血後

に生じた GFP シグナルは autophagosome 形成

時に LC3-Iがリン酸化されることにより生じ

る LC3-IIの集合を反映したものと考えられ、

脳梗塞により急性に生じたオートファジー

の様態を GFP-LC3発現部位の変化として画像

化した。結果的に、脳虚血部位に一致して生

じた GFP 蛍光シグナルは in vivo では虚血後

1 日をピークとして観察され、その後時間と

共にシグナルは減衰した。摘出した脳虚血部

位のウエスタンブロット解析では、オートフ

ァジーマーカーである LC3-II の量的変化は

in vivo での観察と一致して虚血後 1 日にピ

ークを示し、組織学的検討では、グリア細胞

でなく神経細胞において GFP-LC3陽性所見を

認めた。また、GFP-LC3 と TUNEL の両者の陽

性細胞は虚血中心部よりもペナンブラ領域

に多く認めた。 

(2) オートファジー/ALSダブルトランスジェ

ニックマウスの作成と解析 



in vivoイメージングの結果ではダブルト

ランスジェニックマウス脊髄のGFP発光シグ

ナルは10週から19週まで週齢にしたがって増

加した。ex vivoイメージングでは脊髄腹側に

より強い発光が認められ、組織標本を用いた

二重染色ではGFPシグナルはLC3、p62など

autophagosomeのマーカーとよく一致してい

た。ダブルトランスジェニックマウス脊髄前

角では10週から19週まで週齢にしたがって本

来は速やかに消化されるべきautophagosome

の構成成分が増加していた。また19週齢にか

けてTUNEL陽性細胞は増加し、運動ニューロン

数は減少していた。以上よりALSモデルマウス

におけるオートファジーin vivoイメージン

グに成功し、また、ALSモデルマウスにおいて、

オートファジー機構の進行が何らかの原因で

遅延し、さらにALSにおける運動ニューロン死

の過程とも関連している可能性が示唆された。 
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