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研究成果の概要（和文）：1) Atg7遺伝子を神経系特異的に欠損させたマウスとParkin欠損したマウスそれぞれとカテ
プシンD欠損マウスとのダブルノックアウトマウスを作成したところ、前者でミトコンドリアサブユニットcの蓄積が完
全に阻害されたが、後者では部分的な阻害に止まった、Parkinを介するマイトファジーの寄与は部分的であった。2)神
経細胞特異的に鉄を増加させたIRP2トランスジェニックマウスと parkin欠損マウスを交配して得た二重変異マウスで
黒質のドパミン細胞特異的な神経変性を見い出した。3)オメガソームのマーカータンパク質とされるDFCP1についてそ
の内在性分子のミトコンドリアに関連した局在を示した。

研究成果の概要（英文）：1. Lysosomal accumulation of mitochondrial subunit c in cathepsin D (CD) 
deficient neurons were completely inhibited in neurons doubly deficient in CD and Atg7 and only partially 
reduced in neurons doubly deficient in CD and parkin, indicating the limited contribution of mitophagy 
mediated by parkin in the mitochondrial quality control in neurons. 2. Intercrossing of the transgenic 
(Tg) mice expressing iron regulatory protein 2 (IRP2) to Parkin knockout mice perturbed the integrity of 
neurons specifically in the substantia nigra and provoked motor symptoms. 3. Therefore, we produced 
antibodies specific to mouse DFCP1, a marker for omegasomes. In HeLa cells under normal conditions, 
dotted or tubular immunoreactivity for DFCP1 was found along Tom20-positive mitochondria. Moreover, under 
starved conditions, DFCP1-positive structures were co-localized in one part of the LC3-positive 
autophagosomes.

研究分野： 解剖学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らはリソソームの代表的なアスパ
ラギン酸プロテアーゼであるカテプシンDの
欠損マウスを解析し、神経細胞をはじめとす
る様々な細胞のリソソームにミトコンドリ
ア内膜の F1F0ATPase のサブユニット c が蓄
積することを明らかにした(Koike et al., J. 
Neurosci. 2000)。サブユニット c の蓄積は
オートファジーによりリソソームに運ばれ
たミトコンドリアの分解不全の指標となる
ことを示している。 
 特に、ミトコンドリアをオートファジー
により選択的に分解する過程はマイトファ
ジーと呼ばれており、哺乳類細胞において
は若年性パーキンソン病の原因遺伝子の一
つ PARK2 にコードされるユビキチンリガ
ーゼ Parkin がマイトファジーに関連して
いることが明らかとなった。              
 申請者らはPARK2遺伝子異常を有する家族
性パーキンソン病患者より作出した人工多
能性幹細胞(iPS 細胞)より分化させた神経細
胞の形態学的解析に参画した(Imaizumi et 
al., Mol. Brain 2012)。同病患者 iPS 細胞
由来の神経細胞は酸化ストレスが亢進して
おり、不整なクリステなどの形態異常を呈す
るミトコンドリアが細胞体に集積すること
を示し、PARK2 にコードされている Parkin
が、ミトコンドリアの品質管理に重要である
ことを遺伝学的に直接証明した。 
 申請者はさらにミトコンドリア膜電位阻
害剤 CCCP を投与した際の iPS 細胞由来神経
細胞におけるミトコンドリアの超微形態変
化を観察したが、典型的なマイトファジーで
は説明できない形態像を見出してきた。 
２．研究の目的 
 そこで、オートファジーが行うことができ
ない、あるいはParkinが欠損した各種組織、
細胞におけるミトコンドリアの品質管理の
低下の有無について超微形態学的評価、組織
細胞化学的評価を通して、in vivo における
ミトコンドリア品質管理機構について評価
を行うことを研究目的とする。 
３．研究の方法 
(1) 動物 
マクロオートファジーに必須な Atg7 遺伝子
を 神 経系特 異 的に欠 損 させた マ ウ ス 
(Atg7F/F;Nes)ないし、マイトファジーに必
須な Parkin 遺伝子を欠損したマウス
(Parkin-/-)と、カテプシン D欠損(CD-/-)マ
ウスとを交 配しそれぞれのダブルノックア
ウトマウスを交配しカテプシン D/Atg7、カテ
プシン D/parkin ダブルノックアウトマウス
(CD-/-Atg7F/F;NesないしCD-/-Parkin-/-マ
ウス)を作成した。IRP2 Tg、parkin単独欠損、
IRP2 Tg parkin KO 二重変異マウスについて
は京都大学大学院医学系研究科岩井県キュ
室より導入した。 
(2)免疫組織化学 
マウスを 4%PA（0.1MPB(pH7.2)）で灌流固定
して得た脳組織由来のパラフィン切片ない

し凍結切片を用いて酵素抗体法による免疫
組織化学を行った。切片を私たちの研究室で
作成したウサギ抗 LC3B (1:100、Cell 
signaling)、sutunit c(1:100)抗体とそれぞ
れ一晩反応させ、ABC 法により DAB 発色を行
った。 
(2)電子顕微鏡による純形態観察 
マウスを 2%パラホルムアルデヒド(PA)-2%グ
ルタルアルデヒド（0.1M リン酸緩衝液
(PB)(pH7.2)）で灌流固定し、取り出した脳
組織を 1 mm 厚に細切後、1%四酸化オスミウ
ム溶液、1%酢酸ウラン溶液に浸透させ、脱水
後エポキシ樹脂に包埋した。ウルトラミクロ
トーム(ライカ UC7)を用いて 80 nm 厚の切片
を作製し、電子染色後、電子顕微鏡(日立 
HT7700)で観察した。 
(3)抗 DFCP1 抗体の作成 
ヒト DFCP1 のアミノ酸配列に基づき、2つの
ペプチド (EELHRQERLRNHERIRLKAGHVPYC、
CDARNVQLDVTEAQADDEGGTLIARK)を抗原として
ウサギに摂取し、血清を採取し、抗原カラム
を用いて抗体を生成した。 
(4)DFCP1 強発現、およびノックダウン細胞の
作成 
マウスDFCP1の翻訳領域をサブクローニング
し、N 末に mCherry を融合して発現するため
のベクターを作成した。これを HeLa 細胞に
発現させ mCherry-DFCP1 強発現細胞を得た。
DFCP1 ノックダウンはシグマ社より DFCP1 に
対する siRNA を購入し、発現後 48 時間後に
用いた。ノックダウン細胞を容易に同定する
ため、siRNA と共に GFP を発現させた。 
(5)飢餓細胞の調整 
各種細胞は通常時には 10%FBS 添加 DMEM で培
養し、飢餓によるオートファジー誘導時には
Wako 社の D-MEM（高グルコース）（ピルビン
酸ナトリウム含有, アミノ酸不含）で 90 分
間培養した。 
 (6)培養細胞の免疫組織化学 
各種培養細胞を 4%PA/0.1MPB で固定し、ウサ
ギ抗 DFCP1 (1:200)、マウス抗 GM130（1:200、
BD）、Bip（1:200、BD）、TOM20（1:200、BD）、
LC3(1:100、コスモバイオ)で反応した。二次
抗体としてCy3-ロバ抗ウサギIgG抗体（1:300、
Jackson）、Alexa488-ロバ抗マウス IgG 抗体
（1:500、Sigma）を用いた。免疫染色後 DAPI
による核染色を施し、共焦点レーザー顕微鏡
（FV1000、オリンパス）にて観察を行った。 
４．研究成果 
(1)カテプシン D/Atg7、カテプシン D/parkin
ダブルノックアウトマウスの解析 
カテプシンD欠損マウスの神経細胞のリソソ
ームにおいてミトコンドリア内膜のサブユ
ニット cが蓄積する機構が、非選択的なマク
ロオートファジーないしマイトファジーを
介するかについて、遺伝学的な検証を試みた。
Atg7F/+;NesCD-/-マウスでは以前報告した
CD-/-マウスと同様、オートファゴソームマ
ーカーLC3 およびサブユニット c の顆粒状の
強染色像が神経細胞対に認められたが、
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ミトコンドリアは、野生型、Parkin 単独欠損
マウスのそれとくらべ、長さが短く丸い形状
を呈することが分かり、これらのマウスの 
神経細胞ではミトコンドリアにおける酸化
ストレスの増大が認められ、parkin の更なる
欠損により、不良ミトコンドリアの蓄積が神
経変性を来すことを示唆した（図 4）。 
(3)オメガソームマーカータンパク質 DFCP1
の内在性分子の局在 
 オートファジーの膜の起源としては、小胞
体、ミトコンドリア、細胞膜などが提唱され
ているが、近年オートファゴソーム形成の場
となる小胞体の部位のマーカータンパク質
DFCP1 が発見された。オートファジー形成時
のDFCP1陽性の構造物はその形からオメガソ
ームと呼ばれている。これまで DFCP1 とオメ
ガソーム関連はすべて蛍光タンパク質との
融合タンパク質を発現させた細胞における
動態の解析によるもので 、定常状態では蛍
光が粗面小胞体(ER)とゴルジに局在し、飢餓
状態で ER に沿ってドット状のオメガソーム
の局在パターンに変化すると考えられてき
た。 
 我々は特異的抗体により内在性DFCP1の局
在を検証することはオートファゴソームの
形成過程、さらにはマイトファジーの形成過
程を検討する上で重要と考え、DFCP1 由来の
ペプチド配列を抗原とする抗体を作成した。
DFCP1 を siRNA 法によりノックダウンさせた
HeLa 細胞をネガティブコントロールとして、
上記抗体の特異性を検定したところ、1 種類
の抗体はウエスタンブロッティングで、もう
1 種類は免疫組織化学法で使用可能な DFCP1
に特異的な抗体であることが分かった。そこ
で、免疫組織化学法に使用可能な抗体を用い
て HeLa 細胞を用いてその動態を検討した。
その結果、定常状態の細胞においても、従来
GFP-DFCP1 発現細胞で報告されていた ER-ゴ
ルジパターンではなく、ドット状ないし線状
の局在を示すことが分かった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図5 DFCP1ノックダウン(KD)および野生型
HeLa 細胞における内在性 DFCP1 の局在。ノ
ックダウン細胞は GFP が陽性となる。これ
らの細胞は DFCP1 の免疫陽性反応を認めな
かった(中段左列)。一方野生型の細胞での
DFCP1 の局在はこれまでの報告と異なり、ド

ット状ないし線状の局在を示した(中段右
列)。スケール=10µm 

 ER、ゴルジ体、ミトコンドリアのマーカー
である BiP、GM130、TOM20 に対する抗体を用
いた二重染色により、定常状態の内在性
DFCP1 と最もよく共局在を示すものはミトコ
ンドリアのマーカーであった。一方、ERとの
共局在は部分的なものにとどまった。このこ
とは定常状態の細胞の ER-ミトコンドリアの
コンタクトサイトが既にDFCP1が局在してい
ることを強く示唆している（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 定常状態の野生型 HeLa 細胞における
内在性 DFCP1 とゴルジ体、ER、ミトコンド
リアマーカー（GM130、BiP、TOM20）の二重
染色。内在性 DFCP1 陽性のドットはゴルジ
体やERのマーカーとはわずかにしか共局在
を示さなかった。一方、TOM20 陽性のミトコ
ンドリアと最も良い共局在性を示した。ス
ケール=10µm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 定常状態(A)と飢餓状態(B)の HeLa 細
胞における内在性DFCP1とLC3の二重染色。
定常状態では、LC3 の免疫陽性反応はほとん
ど観察されなかった。飢餓状態では LC3 陽
性のドットが観察され、DFCP1 陽性構造物が
近接していた。スケール=10µm 

 さらに、HeLa 細胞を D-MEM（高グルコース）
（ピルビン酸ナトリウム含有, アミノ酸不
含）で 90 分間培養することで飢餓によるオ
ートファジーを誘導させたところ、オートフ
ァゴソームのマーカーであるLC3陽性のドッ



トが観察され、これらのドットと DFCP1 陽性
のドットが近接していた(図 7)。以上はオメ
ガソームは外来性に発現されたDFCP1によっ
てのみ形成される構造ではないことを示す
とともに、そのマーカーとして DFCP1 が有用
であること、オメガソームが ER-ミトコンド
リアのコンタクトサイトと関連して形成さ
れる可能性が高いことを示唆している。 
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