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研究成果の概要（和文）：本研究では、Atg5やAtg7に依存しない新規オートファジーの赤血球分化への関与を詳細に明
らかにする事を目的とし、新規オートファジーに必須のUlk1 遺伝子の欠損マウスを作製した。その胎仔肝臓から赤血
球を単離しオートファジーの有無を検討したところ、最終分化過程でミトコンドリアの除去が実行されなかった。一方
、Atg5欠損赤血球では正常であった。これらの事実より、赤血球マイトファジーは、新規オートファジーにより実行さ
れる事が明らかとなった。次に貧血の有無を検討したところ、Ulk1欠損マウスの胎仔は貧血に陥っており、これはアポ
トーシスが起きやすく、マクロファージに貪食されるためであると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Macroautophagy degrades subcellular constituents and some evidences indicate that 
it is involved in elimination of some organelles. In erythrocyte differentiation, mitochondria are removed
 from reticulocytes and it has been suggested that macroautophagy is required for it. Although it is belie
ved that Atg5 and Atg7 are indispensable for macroautophagy, their role in this process is controversial. 
Recently, we discovered that mammalian cells possess Atg5/Atg7-independent macroautophagy as well as Atg5/
Atg7-dependent macroautophagy and Ulk1 regulates the former process. We hypothesized that Ulk1-mediated At
g5/Atg7-independent macroautophagy is involved in the elimination of mitochondria from reticulocytes. In t
his study, we demonstrated the removal of mitochondria in Ulk1-deficient erythrocytes was impaired. Furthe
rmore, Ulk-1 deficient embryo becomes anemia. This would be attributed to the more susceptibility of the e
rythrocytes to the apoptosis and the engulfment by macrophage.
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーは細胞内の不要なタンパク

質やオルガネラを分解するシステムであり、

細胞の飢餓や薬剤ストレスなどで誘導され

る。これまでに酵母の遺伝学的研究から、

オートファジー遺伝子(ATG)が 30 余り同
定されており、これらは哺乳動物に至るま

で広く保存されている。 
	 しかし我々は、オートファジーに必須で

あるとされてきたAtg5やAtg7に依存しな
い新たなメカニズムによるオートファジー

を発見し、「オルタナティブ・オートファジ

ー」と命名した (Nature 2009)。そして、
このオートファジーは従来のコンベンショ

ナル・オートファジーに必須と考えられて

きた Atg5 遺伝子欠損マウスの胎仔期にお
いて、赤血球の成熟段階におけるミトコン

ドリアの除去（マイトファジー）に働いて

いる可能性が示唆された。 
２．研究の目的 
	 本研究では、このオルタナティブ・オー

トファジーと赤血球分化との関連の詳細を

明らかにする事、この現象の異常と疾病と

の関係を明らかにする事を目的に研究を行

った。 
３．研究の方法 

(1) オルタナティブ・オートファジー遺伝
子欠損マウスの作成 

	 これまでに Ulk1 遺伝子がオルタナテ
ィブ・オートファジーに必須の遺伝子であ

ることを我々は見出しており、この遺伝子

を欠損したマウスを作製する。 

(2) 赤血球分化度の解析 

	 赤血球の分化マーカー(Ter119, CD71)
の変化をフローサイトメトリーで解析す

る。 

(3)マイトファジーの解析 

a. ミトコンドリアを蛍光標識し、脱核
後にミトコンドリアの残存している

血球をフローサイトメトリーで測定

する。 
b. オートファジーの有無を測定する。
オルタナティブ・オートファジーの

多寡はライソソームの膜タンパクで

ある Lamp2 のドット形成の多寡に
より蛍光顕微鏡下で測定する。 

c. 電子顕微鏡観察により赤血球中の
残存ミトコンドリア数およびマイト

ファジー数の測定や、形態異常を解

析する。 
 

４．研究成果 
	 赤血球分化におけるミトコンドリアの除

去にオルタナティブ・オートファジーが機能

しているかどうかを検討した。 
	 Ulk1 遺伝子のノックアウトマウスの胎
仔肝臓（胎仔期において肝臓は造血器官）か

ら赤血球を単離し、Atg5 依存的オートファ
ジーとオルタナティブ・オートファジーの有

無を検討した。その結果、Ulk1 欠損赤血球
ではオルタナティブ・オートファジーが殆ど

みられず、赤血球の最終分化過程でミトコン

ドリアの除去が実行されなかった。一方、

Atg5 欠損赤血球においてはこの過程は正常
であった。これらの事実より、赤血球マイト

ファジーは、新規オートファジーに大きく依

存している事が明らかとなった。 
 
	 さらに、赤血球マイトファジーに関わる分

子 の 検 索 を 行 な っ た 。 そ の 結 果 、

HSP90-Cdc32 複合体や Atg13 に関しては
その関与がほぼない一方、Nixについては関
連性が示唆された。 
 
	 次に、Ulk1欠損マウスでの貧血の有無を
検討したところ、野生型マウス胎仔と Atg5
欠損マウス胎仔は、ほぼ同じ赤血球数、ヘモ



グロビン濃度であったが、Ulk1欠損マウス
胎仔では貧血に陥っていた。この原因を探索

したところ、Ulk1欠損赤血球では、アポト
ーシスが起きやすく、マクロファージに貪食

される可能性が高い事が明らかとなった。 

	 これらの研究成果をまとめた論文は、

Nature Communicationsに受理された。 
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