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研究成果の概要（和文）： 
 現在、哺乳類において LC3（LC3B）はオートファジーのマーカータンパク質（LC3-Ⅱ）とし
て広く用いられているが、LC3と非常に高い相同性をもつ LC3Aに関しては、その機能や生理学
的な役割などについてはまったく不明であった。そこで本研究では、ジーントラップ法により
LC3A を欠損させたマウスの作出を行った。この LC3A 欠損マウスは顕著な表現型を示さなかっ
た。このことから LC3A と相同性の高い LC3（LC3B）が LC3A の機能を相補していることが考え
られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 A microtubule-associated protein 1 light chain 3 (MAP1LC3) is an essential factor of 

autophagosomal membrane formation. The amino acid sequence of LC3A is highly similar to 

that of LC3B, but the functional property of LC3A is still unknown. To characterize the 

function of LC3A, we generated LC3A conditional knockout mice. 
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１．研究開始当初の背景 

 オートファジー（自食作用）は、細胞質成

分をリソソームで分解する機構の主要な経

路であり、別の分解機構であるユビキチン–

プロテアソーム系が基質を特異的に認識し

て分解するのに対し、オートファジーは細胞

質構成成分を非選択的に一度に多くのもの

を分解する経路である。栄養飢餓などの細胞

内ストレスを与えてオートファジーを誘導

すると、小胞体様の二重膜（隔離膜）が細胞

質の一部を取り囲み、オートファゴソームと

呼ばれる二重膜構造体を形成する。このオー
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トファゴソームの外膜と、一重膜構造体であ

るリソソームが融合することによりリソソ

ーム由来の加水分解酵素が供給され、オート

ファゴソームの内膜とその内容物である細

胞質成分は生物活性のあるモノマーまで分

解され、その多くは細胞の内外で再利用され

る。オートファジーは真核生物に普遍的に存

在するリソソームによる分解経路の主要な

部分を占め、飢餓時などに誘導されて高分子

化合物を単体まで分解し再利用系に回す機

構を担う他にも、恒常的に長寿命タンパク質

や異常構造タンパク質のクリアランス機構

を担っていることが報告されている。高等真

核生物においてオートファジーは恒常的に

みられる現象であるが、酵母で見られるよう

な飢餓に応じたアミノ酸の供給というよう

な単純なものではなく、むしろ細胞内構成成

分の品質管理という点で非常に重要である

と考えられている。体細胞の多くは、細胞分

裂により細胞が増殖および脱落し細胞成分

の代謝（浄化作用）が起こっているが、神経

細胞のような非分裂細胞ではこのような浄

化作用がないためオートファジーがより重

要な役割を担っていると考えられている。 

 オートファジー現象は、酵母におけるオー

トファゴソーム形成に関わる遺伝子群（Atg

遺伝子）の同定を発端として分子レベルでの

機構解明が大きく発展してきている。これら

酵母 Atg遺伝子のタンパク質産物の生理的な

役割の解析も、酵母のみならず哺乳類 Atg 遺

伝子オルソログにおいても進められている。 

 酵母 Atg8 遺伝子のオルソログとして報告

されている LC3 （microtubule-associated 

protein 1 light chain 3）は、1987 年に微

小 管 結 合 タ ン パ ク 質 MAP1

（microtubule-associated protein 1）と共

精製されるタンパク質として発見された。

2000年に壁谷、大隅らによってラット LC3 が

オートファゴソームの膜上に存在すること

が初めて示された。LC3 は酵母 Atg8タンパク

質と同様、翻訳直後に C末端領域のプロセシ

ング反応を受けて細胞質型 LC3（LC3-Ⅰ）と

なり、さらに LC3-Ⅰは C末端のグリシン残基

フォスファチジルエタノールアミン（PE）修

飾を経て、オートファゴソームの膜上に膜結

合型 LC3（LC3-Ⅱ）として局在するようにな

る。この LC3-Ⅰから LC3-Ⅱへの変換は栄養

飢餓などによるオートファゴソーム形成に

ともない促進されることから、LC3-Ⅱはオー

トファジー現象のマーカータンパク質とし

て広く利用されている。 

 2000 年に LC3 が酵母 Atg8 遺伝子のオルソ

ログであることが報告されたが、のちになっ

て LC3には、ラットとマウスでは２種（LC3A、

LC3B）、ヒトでは３種（LC3A、LC3B、LC3C）

のサブファミリーが存在することが報告さ

れた。これら LC3のそれぞれのサブファミリ

ーの種間での保存性は非常に高く、また LC3

Aと LC3Bにおいても N末端領域を除き高い相

同性を有している。さらに酵母 Atg8 遺伝子

の哺乳類オルソログは LC3の他に、GATE-16 

（Golgi-associated ATPase enhancer of 1

6kDa）、GABARAP（γ-aminobutyric-acid-type
-A receptor-associated protein）、GABARAP

L1（GABARAP-like 1）が報告されている。こ

れら GATE16、GABARAP、GABARAPL1 は、培養

細胞において LC3 と同様に PE 修飾を受けて

膜結合型となり LC3陽性のオートファゴソー

ムに局在することが示されている。 

 酵母の Atg8 はオートファジーに必須であ

ることが示されており、哺乳類においても

LC3 はオートファゴソームの形成に必須なタ

ンパク質であると考えられている。しかしな

がら、酵母 Atg8 が単一種であるのに対し、

哺乳類においては Atg8 オルソログが多数存

在していることから、哺乳類におけるオート

ファジーはより複雑な機構を有しているも

のと考えられるが、これら酵母 Atg8 の哺乳

類オルソログの機能の差異、生理学的な役割

については不明である。 

 

２．研究の目的 

 酵母 Atg8 遺伝子の哺乳類オルソログ LC3B

は、オートファジーのマーカータンパク質

（LC3-Ⅱ）として広く用いられているが、

LC3B と非常に高い相同性をもつ LC3A に関し

ては、その機能や生理学的な役割については

まったく不明である。また、オートファジー

現象を検出するのに用いられている LC3B に

対する抗体は、LC3A にも交差反応して LC3B

と LC3A の両方を検出しているという問題が

生じている。 

 そこで本研究では LC3A 欠損マウスを作出

することにより LC3A の機能を明らかにする

ことを目的とした。また、ジーントラップ法

によって LC3A のプロモーター支配で発現し

たβ–ガラクトシダーゼの染色を行うことに

より LC3A の発現様式の解析を行うこととし



 

 

た。また、LC3A 遺伝子を欠損させた ES 細胞

株を用いた解析も行うこととした。 

 

３．研究の方法 

 LC3A欠損マウス作出にあたって、β-ガラ

クトシダーゼ遺伝子と選択マーカーとして

ネオマイシン耐性遺伝子を含むカセットを

もつターゲティングベクターを作製する。ま

た、このカセットにはスプライシングアクセ

プター配列を挿入し、LC3Aのエキソン１とカ

セットとが融合した mRNAを発現するように

し、本来の LC3A遺伝子を発現させないジー

ントラップ法により LC3A遺伝子を欠損させ

る。この LC3Aのエキソン１とカセットの融

合 mRNAは LC3Aのプロモーター支配で発現す

るため、β-ガラクトシダーゼの染色を行う

ことにより LC3Aの発現様式の解析を行うこ

とができる。β-ガラクトシダーゼが強発現

していた組織あるいは細胞種について形態

学的手法を用いて LC3A欠損マウスの詳細な

観察を行う。さらには、絶食条件下における

LC3A欠損マウスのオートファジー現象を形

態学的な手法を用いて観察する。 

 ネオマイシン耐性遺伝子を選択マーカー

として用いたターゲティングベクターでは、

選択時の G418（選択に用いられるアミノグリ

コシド系抗生物質）の濃度を上げることによ

り両側のアレルで組み換えを起こした ES細

胞株を作製することができる。この方法によ

り両アレルの LC3A遺伝子を欠損させた ES細

胞株を樹立し、この LC3A欠損 ES細胞株をさ

まざまな細胞に分化させ、その分化能の検討

を行う。 

 

４．研究成果 

 ターゲティングベクターは、LC3A遺伝子の

エキソン１とエキソン２の間のイントロン

部分にジーントラップカセット挿入するも

のを作製した。このベクターを用いて

C57B6/J マウス由来 ES 細胞の LC3A 遺伝子の

片アレルだけ、あるいは両アレルをターゲッ

トした ES細胞株を樹立した。 

 両アレルをターゲットした ES 細胞株を用

いて神経細胞への分化能の検討を行ったと

ころ、MAP2 陽性な神経突起をもつ神経細胞

に分化させることができた。このことから

LC3Aは神経細胞への分化、神経突起の伸張に

は関与していない可能性が示された。 

 片アレルの LC3A遺伝子を欠損させた ES細

胞株をマウスの胚盤胞に注入し、キメラマウ

スの作製を行ったところ、１ラインに

germline transmission が 認 め ら れ 、

LC3A(+/βgeo)マウス（F1 マウス）を得ること

ができた。これら F1 マウス同士を交配し

LC3A(βgeo/βgeo)マウスを作出した。しかし

ながら、このジーントラップ法によって LC3A

遺伝子を欠損させた LC3A(βgeo/βgeo)マウス

は顕著な表現型を呈示しなかった。そこで、

このマウスにおける LC3A の mRNA の有無を

RT-PCR法で確認したところ、いくつかの臓器

（心臓など）においてジーントラップが完全

に機能せず LC3A 遺伝子の弱い発現が見られ

た。この遺伝子発現の‘漏れ’が表現型の出

な い 原 因 と も 考 え ら れ た た め 、

LC3A(βgeo/βgeo)マウスと Cre トランスジェ

ニックマウスを交配することにより LC3A 遺

伝子のエキソン２とエキソン３を欠くコン

ベンショナルなノックアウトマウスを作製

することとした。まず、LC3A(βgeo/βgeo)と
FLP トランスジェニックマウスを交配するこ

とによりスプライシングアクセプター配列

を含むカセットを取り除いて LC3A の発現を

元 に 戻 し た マ ウ ス を 作 出 し た の ち 、

telencephalin-Cre マ ウ ス と 交 配 し て

LC3A(+/-) マ ウ ス を 作 出 し た 。 こ れ ら

LC3A(+/-)マウス同士を交配することにより

全身で LC3A 遺伝子を欠損させた LC3A(-/-)

マウスの作出をおこなった。LC3A(-/-)マウ

スは LC3A(βgeo/βgeo)マウスと同様、繁殖可

能で顕著な表現型は示さなかった。このこと

は、LC3A の機能を LC3Aと相同性の高い LC3B

が相補している可能性が考えられた。さらな

る解析として LC3B を欠損したマウスとのダ

ブルノックアウトマウスを用いた解析が必

要になってくると思われる。LC3 は細胞骨格

タンパク質として同定されており、このダブ

ルノックアウトマウスを解析することによ

り、LC3A と LC3B のオートファジー以外での

機能を解明する一端になる可能性も多いに

考えられる。 
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