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研究成果の概要（和文）：軸索でのタンパク質分解による品質管理を検討するため、脳特異的カテプシンD欠損（CDKO
）とAtg9A欠損（Atg9AKO)マウスを解析した。CDKOマウスでは、p62/NBR1が極性のある局在を示し、軸索には侵入しな
いことを見出し、N末端近傍の配列が極性に関与することを解明した。このターゲットは異常なリソソームであった。A
tg9AKOマウスは、生後28日までに死んだ。P15の時点で、p62/NBR1/ubiquitinは顆粒状の局在を示したが、p28になると
その量は減少した。一方、軸索と終末部では変性が増悪化した。また、同マウスは、脳梁と前交連の形成阻害が見られ
た。

研究成果の概要（英文）：We examined the quality control in neuronal axons through proteolysis and its 
impairment, and found that p62 and NBR1 was localized only in somatodendrites but not in axons and their 
terminals of neurons. N-terminal regions of p62 and NBR1 were responsible for this polarized 
localization. The intraneuronal target components of p62 and NBR1 in CD-deficient neurons were 
dysfunctional lysosomes whose surface membrane was decorated by p62/NBR1, together with ubiquitin. As for 
Atg9A-deficient brains, the KO mice did not live beyond four weeks of age. p62 and NBR1, together with 
ubiquitin, accumulated in neuronal cell bodies at postnatal day (P) 15, but these accumulations were 
decreased at P28. Severe degenerative changes proceeded only in axons and their terminals at P28. 
Atg9A-deficiency induced dysgenesis of the corpus callosum and anterior commissures, while the axonal 
extensions of primary cultured neurons from the mouse embryos were significantly impaired in primary 
neurons.

研究分野：神経生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
主要な細胞内のタンパク質分解系としてオー
トファジー／リソソーム系とユビキチン／プ
ロテアソーム系の2 つが知られている。オー
トファジーとは古くなって不要な細胞の構成
要素を一部の細胞質と共に小胞様構造の隔離
膜によって包み込み（オートファゴソームの
形成）、リソソームの酵素を受けて分解する
機構である。オートファゴソームに取り込ま
れた高分子物質は酸性条件下で生物活性のあ
るモノマー（アミノ酸等）にまで分解され、
再利用される。近年、出芽酵母の研究から数
多くのオートファジー関連遺伝子が同定され
(Atg)、それらのほ乳類におけるホモログも取
られてきた。特に、オートファゴソームのマ
ーカータンパク質として同定された微小管結
合タンパク質(MAP-)LC3 （酵母Atg8 のほ乳類
ホモログ）は形態的にも生化学的にもオート
ファゴソーム形成の指標となることがわかり、
その後のオートファジー研究の発展に大きく
寄与した。また各種Atg 遺伝子欠損マウスの
解析から、オートファジーの役割は、栄養飢
餓状態に反応してアミノ酸の供給、非選択的
タンパク質分解であることが明らかにされた
(Komatsu et al., JCB 2005; Nature, 2006）。
その後、基礎的（構成性）オートファジーに
おいてもある種のタンパク質はユビキチンシ
グナルを介してオートファジー／リソソーム
で分解されること(Komatsu et al., JCB, 
2005; Nature, 2006; Cell, 2007)、栄養飢餓
のみならず様々なストレスに応答して誘導さ
れることも明らかにされた(Komatsu et al., 
Cell, 2007; Koike et al., Am J Pathol, 2008; 
Uchiyama et al., Autophagy, 2008)。 
 神経軸索の主要な役割は興奮の伝達であり、
終末部で伝達物質を放出して、シナプス後膜
に興奮を伝達する。興味あることに、興奮を
伝える側と受ける側のタンパク質代謝に関す
る環境は大きく異なるが、その詳細は不明な
点が多い。軸索／シナプス前領域は、非常に
限られた空間の中で起こる物質代謝、特に、
必要な物質の供給と不要な物質の排出によっ
て恒常性の維持がなされている。タンパク質
代謝を考えると、軸索／シナプス前領域は、
オートファゴソームの形成やユビキチン／プ
ロテアソーム系についても不明な点が多い。
この分解系が障害されると、軸索変性と神経
変性のトリガーとなり、脳内環境の破綻につ
ながると想定されることから、これらの実態
と調節機構の分子レベルにおける解析は、脳
内環境の品質管理を知る上で重要である。 
 オートファジーを現在までに分かっている
分子動態から見ると、mTORC1（哺乳類
TOR(target of rapamycin)複合体１）が
ULK1-Atg13-FIP200-Atg101複合体と結合する
ことで抑制されている。飢餓刺激などのオー
トファジー促進情報が入ると、mTORC1とULK1
複合体との結合が解かれ、ULK1は、おそらく
Atg9Aと共に小胞体膜に移動して、その下流で
働くAtg14-Becl1-Vps34-Vps15複合体、

Atg2-WIPI複合体と共に働き、Atg7、Atg3、
Atg12-Atg5-Atg16L1複合体の働きによるLC3
のリン脂質付加に働いて、オートファゴソー
ムの形成が生じる。この一連の分子反応が、
シナプス前領域でいかに起こるのか、また、
これらのオートファゴソーム形成に必要なマ
シナリーが、シナプス前領域に存在するのか、
存在すればどのように送られるのか、まった
く不明である。Atg9Aはオートファジー関連因
子の中で唯一膜貫通タンパク質で、小胞構造
の多い軸索内の輸送を考えるときに、Atg9A
が足場になることも考えられる。Atg9Aはオー
トファゴソーム形成時に、膜の供給の場とし
ても注目されており、同タンパク質が軸索終
末部でどのような役割を演じているのかは興
味ある課題である。 
 もう一つ大きな問題は、分解が起こる場で
あるリソソームの局在である。私達、形態学
者は、軸索やシナプス前領域で所謂デンスボ
ディーを見いだすことは少ない。しかし、軸
索が、細胞体に比して非常に長いことから軸
索でもリソソームによる分解系が存在すると
考えられてきた。しかし、これまでにリソソ
ームの存在を明らかにした研究はない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、軸索／シナプス前領域という
非常に限られた空間の中で起こるオートファ
ジー／リソソーム系およびユビキチンプロテ
アソーム系による物質代謝の分子的な実体に
ついて明らかにし、分解系の破綻による疾患
の成り立ちを解明することを本研究の目的と
する。具体的には１）非常に限定された空間
である軸索／シナプス前領域におけるオート
ファゴソームの形成機構の解析、２）オート
ファゴソームに取り込まれた不要な物質が、
軸索内でリソソーム酵素による分解を受ける
のか、あるいは細胞体に逆行輸送された後に
分解されるのか、３）軸索／シナプス前領域
における、正常と異常なオートファゴソーム
形成などについて解析する。このため本研究
では、Atg9A、DFCP１、Syntaxin-17のノック
アウトマウスやノックインマウスを作成し、
また、カテプシンD欠損マウス、LAMP2欠損マ
ウス、蛍光標識LC3のトランスジェニックマウ
スを用いて生化学的・神経細胞生物学的に検
討した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、脳特異的にカテプシンD（CD）、
LAMP2、Atg9A、DFCP1、Syntaxin-17のコ
ンディショナルノックアウト(CKO)及びノッ
クインマウス(KI)、蛍光標識LC3のトランス
ジェニック(TG)マウスを作成し、使用した。
（１）CKOマウスの行動および成長の解析 
 異常行動を示すマウスの体重増加、異常行
動、rotarod実行検査、異常反射の観察。 
（２）形態解析：マウスを光学顕微鏡用
（4%paraformaldehyde、0.1M リン酸バッフ
ァー)、および、電子顕微鏡用



（2%paraformaldehyde-2%glutaraldehyde, 
0.1M cacodylateあるいはリン酸ブッファー）
に灌流固定。免疫電子顕微鏡用には、４％
paraformaldehydeで灌流固定して、脳組織を
採取後、さらに浸漬固定をして、凍結し、保
存した。光顕用試料は、パラフィン包埋し切
片にして通常の染色（ヘマトキシリンーエオ
ジン）、あるいは氷晶防止して凍結し、クリオ
スタットで凍結切片を作成した。これらの切
片を用いて、通常の蛍光免疫染色後、多くは
共焦点走査型レーザー顕微鏡で観察した。 
 電顕用試料は通常の処理をして、エポキシ
樹脂に包埋、薄切して電子染色後、電子顕微
鏡にて観察した。免疫電顕用試料は、徳安変
法（凍結薄切−金コロイド法）により免疫染色
し、電顕にて観察した。 
（３）細胞培養 
 神経突起の伸展について検討するため、野
生型、Atg9A、Atg7、Atg16L1欠損マウスの
胎仔（胎生（E)15.5日齢）の大脳皮質神経
（PCN)を採取し、初代培養し、培養開始３日
齢で突起の伸展を比較した。 
（５）生化学的解析 
 各マウス脳より得た抽出液を用いて、p62、
NBR1、NDP52、optineurin、ubiquitin、
ankyrin G、MAP2、neurofilament-M、LC3、
CD等の発現をwestern blotで調べた。 
 

４．研究成果 

（１）カテプシンD（CD）欠損マウスの解析 

 CD を欠損するマウスは、CD の基質である
ミトコンドリアATP合成酵素のサブユニット
c を蓄えた異常なリソソーム（granular 
osmiophilic deposits, GROD)やオートファ
ゴソームが神経細胞に蓄積する。このマウス
の表現型はヒトの神経性セロイドリポフス
チ ン 蓄 積 症 （ neuronal 
ceroid-lipofuschinosis, NCL)に類似するた
め、そのモデルマウスと考えられている
（ Koike et al., 2000, 2003, 2005; 
Nakanishi et al., 2001)。私達が CDKO マウ
スの結果を発表して６年後にヒトでも CD の
活性のない患者が見つかった。その後、CD は
NCL の原因遺伝子の一つとして提唱された
（CLN10）。 
 CD 欠損マウス脳のニューロンには、GROD
やオートファゴソームが蓄積するが、興味あ
ることに GROD はしばしばオートファゴソー
ムに取り込まれる（オートファゴソームの約
50%が GROD を有している）。そこで、オート
ファジーが脳できない Atg7 欠損マウスと脳
で CD を 欠損したマウスを交配して
CD-/-Atg7-/-マウスを作成して、検討した。
ダブル KOマウスは CDKO マウスと同等の寿命
で死に至る（生後約２６日）。カテプシン B
（CB）や LAMP1 陽性のリソソームは、CD単独
や野生型に比べ、数が有意に減少していた。
オートファジーができないとアダプタータ
ンパク質の p62/NBR1 がユビキチンとともに

増加することから、これらの免疫染色をした
ところ、CDKO マウス脳も Atg7 と CD のダブル
KO マウス脳にもこれらの凝集体が陽性であ
った。電顕で見ると、オートファゴソームは
見られないが、GROD は認められた。神経細胞
の核周囲の一定の領域に、ポリソームが消失
して、細線維状の基質に GROD や小胞構造が
認められ、粗面小胞体の内腔の消失した異常
な膜構造によって取り囲まれつつある形態
が見られた。この細線維状の構造は、ユビキ
チン凝集体に酷似し、実際、ユビキチンと選
択的オートファジーに関わるp62が局在して
いた。 
（２）p62/NBR1 の局在 
 CD 欠損マウス脳、CD と Atg7 のダブル KO
マウス脳、野生型マウス脳より得た抽出液を
可溶性分画と不溶性分画に分けて western 
blot し、p62、NBR1、optineurin、NDP52、
ubiquitin、LC3 の変化を検討した。LC3 は、
CDKO 脳で、特に不溶性分画で LC3-II が増加
した。Atg7KO 脳では、LC3 の II 型への変換
は起こらない。ubiquitin、p62 と NBR1 は不
溶性分画で増加したが、optineurin や NDP52
は可溶性に多く、KO 脳と野生型で量的な差は
認められなかった。 
 NBR1、p62、ubiquitin を CDKO 脳で免疫染
色して調べたところ、細胞体では ubiquitin
陽性の顆粒に p62/NBR1 も局在したが、軸索
や神経終末部では、ubiquitin は陽性であっ
たが、p62/NBR1 のシグナルは認められなかっ
た。細胞体での局在には LC3 も共存した。免
疫電顕法を用いて p62/NBR1/ubiquitin の局
在をCDKOニューロンで解析したところ、GROD
の膜表面に p62 と ubiquitin、 NBR1 と
ubiquitin が局在することが分かった。この
局在は、CDKO のみならず、オートファジーの
できない CD-/-Atg7-/-ニューロンでも同様
に GROD の膜表面に p62/NBR1/ubiquitin が局
在することが明らかとなった。 
（３）初代培養大脳皮質神経細胞（PCN）を
用いた p62/NBR1 の局在の検証 
 野生型あるいは CDKO マウス由来の PCN を
培養し、３日目（３DIV)になると ankyrin G
陽性の軸索初節（axial initial segment, 
AIS) が形成される。この時期から、PCN は、
野生型も CDKO も p62/NBR1 陽性顆粒が細胞体
と樹状突起に認められたが、AIS より遠位の
軸索にはこれらの陽性像は見られなかった
（図１）。 
 NBR1とp62の極性のある局在がこれら分子
のどのような特性に由来するのかを調べた。
これら分子の C端側あるいは N端側半分を欠
損させてGFPと融合したタンパク質を発現さ
せると、両者とも N端側を欠損するとびまん
性の局在を示し、細胞体も軸索も陽性となっ
た。C 端側を欠損しても局在に変化はなかっ
た。p62 は N端側の PB1 ドメイン（21-103 ア
ミノ酸配列）を欠損すると、AIS より遠位の
軸索にも局在することが分かった。野生型の
p62 を native gel で泳動すると、分子量の大



きな位置に移動するが、PB1 ドメインを欠損
した分子は SDS-PAGE で泳動した位置と変わ
らず、モノマーのままであった。即ち、PB1
ドメインはp62の極性のある局在化に責任の
ある領域で、ここを介して p62 はオリゴマー
を形成していることが分かった。同様に、
NBR1 を解析したところ、アミノ酸配列の
1-329 に責任領域があり、この領域を欠損す
るとほとんどが可溶性分画に入ることが分
かった。p62 と同様に、N 末端の PB1 ドメイ
ンやそれに続くコイルドコイルドメインを
介してオリゴマーを形成していることが明
らかとなった。 

図-1：PCN 培養用のチャンバーが２方向にあり、
その間は軸索が通れる溝で結ばれている培養皿の
一方のみに PCN をまき、培養する。10〜14DIV で
p62 と NBR1(シアン）の局在を検討した。Aに示す
ように、tau1 陽性（緑）の軸索が溝を抜けて対側
に達している。MAP2（青）陽性の細胞体と樹状突
起、ankyrin G 陽性の AIS（赤）が見られる。Bは
p62 の局在を示す。細胞体（矢印）にのみ見られ
る。Cは NBR1 が同様に細胞体のみに認められ、軸
索には全く認められない。 
 選択的オートファジーでキーとなる
p62/NBR1 の局在が、軸索/神経終末にないこ
と、さらに、他のアダプタータンパク質は、
Atg7K0やCDKOマウス脳で可溶性分画に来て、
変化もしないことから、神経系において選択
的オートファジーには関わらないと考えら
れる。興味あることに、オートファゴソーム
に 取 り 込 ま れ る GROD の 膜 表 面 に
p62/NBR1/ubiquitin が局在することより、
GROD は選択的オートファジーのターゲット
であると考えられた。さらに、GROD の局在を
調べると、AIS より遠位の軸索には侵入せず、
電顕で観察しても、軸索には見られない。ACP
を 用 い て 、 LysoTracker の 局 在 や
LAMP1/2,CB/CD の局在を調べると、やはり
14DIV（成熟した）まで調べた結果、ほとん
ど軸索には CD あるいは LysoTracker 陽性の
リソソームは侵入しないことが分かった。こ
のことは、軸索終末部で非選択的に形成され
たオートファゴソームは細胞体まで逆構成

に輸送され、細胞体でリソソームの酵素を受
けて分解が始まることを示している。 
 
（４）Atg9A の役割の解析 
終末部で形成されたオートファゴソームが
逆行性に輸送されて、細胞体でリソソームの
酵素を受けて分解が始まることが分かった。
そこで、神経終末までオートファゴソームの
サブセットがどのように送られるのかを検
討するため、オートファジー関連因子の中で
唯一の膜タンパク質であるAtg9Aに注目して、
その役割を検討した。このため、Atg9A の脳
におけるコンディショナル(C)KO マウスを作
成し、検討した。Atg9A マウスは、メンデル
の法則に従って生まれるが、生後１週までの
間に約半数が死に至る。生後２週になると、
けいれん発作やrotarodへの滞留時間が有意
に減少した。体重はこの時期から増加せず、
全ての新生仔が死に至る生後２８日まで、体
重 曲 線 は 平 坦 な ま ま で あ っ た 。
p62/NBR1/ubiquitin の動態を免疫染色と
western blot で調べたところ、生後２週で見
ると、いずれの神経細胞の核周囲にはこれら
３者が同一の顆粒状構造に共存することが
分かった（図−２）。さらに、４週になると、
p62/NBR1/ubiquitin 陽性の顆粒は有意に小
さくなった。western blot で調べてみると、
p62/NBR1 の量は有意に減少し、ubiquitin の
ラダー像も減少を示した。電験で調べても、
ubiquitin 凝集体は大きさが小さくなってい
ることが明らかとなった。一方、軸索と終末
部を見ると２週に比して４週になると変化
が大きく、ミトコンドリアの変性像や異常な
膜系の集積がみられ、軸索にはしばしばスポ
ンジ状の変性が認められた。 

図−２：脳特異的 Atg9A コンディショナル KO マウ
ス。小脳核の神経細胞におけるp62(緑）、ubiquitin
（赤）、NBR1（青）の局在を示す共焦点走査型レー
ザー顕微鏡像。神経細胞内の陽性の顆粒には３者
が共存する（矢印）。神経細胞の周囲にはプルキン
エ細胞からの線維が終末を作っているが、
p62/NBR1 の局在は見られない。横棒は 20μm。 
 
 脳の前額断でみると、脳梁の形成が前方で
悪く（交差線維が少ない）、後方では全く形



成されず、大脳縦裂から第３脳室が直接に繋
がっていた。また、前交連は不形成であるが
後交連は正常に形成されていた。胎生１８日
の胎仔で調べてみても、脳梁と前交連は形成
されていなかった。さらに、Atg9A、Atg7、
Atg16L1 欠損マウスとそれぞれの対照マウス
の15.5日齢胎仔から、PCNを採取し培養した。
培養３日の時点で最も長い突起の長さを計
測して比較したところ、Atg9A 欠損マウスよ
り得た PCN の突起の身長が著しく遅れて、そ
の長さは有意に短いことが分かった。 
 以上の結果から、Atg9A は軸索や終末部に
特化した障害を起こすことがわかった。さら
に、Atg9Aha オートファジー関連因子を運ぶ
に重要な役割演じている可能性が示唆され
た。 
(5) 他の研究について 
 LAMP2 は心筋症、心筋オートファゴソーム
症、および神経遅滞を引き起こす Danon 病の
原因遺伝子である。脳で LAMP2 を欠損させる
と、LAMP1 やカテプシン D 陽性のリソソーム
の数がニューロンで増加した。ubiquitin や
concanavalin A陽性の顆粒が神経細胞に蓄積
することが認められた。神経細胞体には、
lipofuscin、 glycolipid 様の物質、異常な
膜系を含む沈着物が認められた。しかし、心
筋と異なり、異常なオートファゴソームの蓄
積はニューロンには見られなかった。これら
の所見は、神経系における LAMP2 の役割が重
要であることを示している(論文２）。 
 私達は、新生仔低酸素負荷（92%N2-8%O2)を
かけると海馬錐体細胞にオートファジー性
神経細胞死を惹起することを示した（Koike 
et al., 2008)。この細胞死の系を使ってシ
グ ナ ル 経 路 を 検 討 し た 。 私 達 は 、
oligosaccharide のヒアルロン酸４糖(HA4)
がある種の細胞死を抑制することから、新生
仔に HA4 を投与して、低酸素負荷後の海馬錐
体細胞の死を調べたところ、有意に細胞死を
抑制することが分かった。さらに、この系で
は、IL1βが上昇することから、細胞死シグ
ナルの入り口に関与する可能性のある
Toll-like-receptors 2 と 4(TLR2/4)を調べ
た。その結果、TLR2 が関与し TLR4 は全く関
せず、HA4 を投与すると TRL2-KO マウスでは
細胞死の抑制効果をさらに高めることはな
いが、抑制効果を示さなかった TLR4KO マウ
スでは抑制することが分かった。即ち、HA4
は TLR２に結合して細胞死刺激を抑制し、細
胞内シグナル経路を抑えることで、低酸素負
荷による細胞死を抑制することが明らかと
なった（論文１）。 
 オートファジーの経路を解析する場合、最
も困難なことは、オートファゴソームからオ
ートリソソームへの成熟過程を見ることで
ある。私達は、これを解決するための
pHluorin-mKate2-tagged human LC3 (PK-hLC3) 
plasmidを開発した。これを発現させて、細胞を飢
餓状態にすると、緑（出来たばかりのオートファ
ゴソーム、pHは７近傍）から、リソソームと融合

すると次第に赤（pHが低い）に変化する状態を示
すことができた（論文 3）。PK-hLC3 は、オート
ファゴソームの成熟過程をとらえるのに最適なプ
ローブであることが分かった。 
 GABARAPはAtg8の哺乳類におけるホモログで
あるが、ニューロンにおけるその性状は不明な点
が多い。私達は、GFP−GABARAP-TG マウスを作
成して検討した。細胞体や樹状突起では LC3と共
局在するが、海馬錐体細胞や小脳プルキンエ細胞
では、GABARAPは軸索初節に強い局在を示した。
この領域は、軸索への入り口で物質の通過を制御
していることから考えると興味ある結果である
（論文４）。 
さらに、私達は、細胞が死んだ時に貪食細胞がこ
れを食して、分解する際に働く DNase IIについて、
マウスのポリクローナル抗体を作成して検討した。
DNase IIの分子量は 45kDaで、リソソームに送ら
れて 30kDaと 23kDaとなる。このプロセッシング
にはカテプシン Lが関与することを明らかにした
（論文 5）。 
 これまでに、私達は Atg9Aのコンディショナル
KOマウスのみならず、DFCP1や Syntaxin-17のコ
ンディショナル KO マウスや、これらのノックイ
ンマウスを作成してきた。これらのマウスの解析
を開始しているが、未だ、生まれてくるマウスの
数も少ないことで十分に進行していない。ただ、
DFCP1や Syntaxin-17のKOマウスは明瞭な表現系
が出てこないことが分かった。Atg9A の論文は現
在 revise中であり、p62/NBR1の局在についても投
稿準備中である。 
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