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研究成果の概要（和文）：オートファジーは、自己構成成分を分解するマシナリーであり、Atg5依存的オートファジー
と非依存的オートファジーが存在している。本研究ではこれらのオートファジーを可視化する技術を開発し、それを利
用してオートファジーの生理的役割の解明を行った。
　その結果，両方のオートファジーを可視化できるマウスを２系統作製することに成功した。また、Atg5非依存的オー
トファジーを免疫組織染色にて同定できる方法の開発、オートファジーの全体量を評価できる蛍光化合物の開発を行っ
た。さらに、これらのツールを用いて，心臓の発生時、赤血球の分化時に新規オートファジーが強く活性化される事を
見出した。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a process that leads to the bulk degradation of subcellular 
constituents through the creation of autophagosomes/ autolysosomes. There are two types of autophagy; 
Atg5-dependent type and independent type. Here we developed autophagy visualizing tools and analyzed 
physiological roles of autophagy. We first developed two lines of transgenic mice in which autophagy can 
be visualized. We also developed antibody that can detect Atg5-independent type of autophagy, and 
fluorescence compound that can measure total autophagy. Furthermore, using these tools, we found that 
alternative autophagy is involved in the cardiac development and red blood cell differentiation.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景	 

	 オートファジーは、リソソームを利用し、

自己構成成分を大規模に分解するマシナリ

ーである。このマシナリーは、新陳代謝や細

胞浄化などに貢献しており、細胞の営みの基

盤となっている。一方、その破綻は神経変性

疾患や炎症性腸疾患などの温床となること

が報告されており、オートファジーは生物学

的のみならず、医学的にも重要である。	 

	 オートファジー研究は、これまで培養細胞

を用いた分子機構解析やノックアウトマウ

スマウスの表現型解析を中心に研究が為さ

れ、その重要性は充分確認されている。しか

しながら、現時点では、生体においてオート

ファジーを可視化する技術は充分でなく、個

体の中での生物学的な役割を明確に把握す

るには至っていない。	 

	 哺乳動物のオートファジー機構において、

Atg5 や Atg7 は必要不可欠な分子であり、LC3

分子のドット様局在化はオートファジーの

マーカーとして、信じられてきた。しかしな

がら、私たちは Atg5/Atg7 に依存せず LC3 の

局在化を伴わない新しいメカニズムによる

オートファジーの存在を発見した。即ち、オ

ートファジーを理解する為には、２経路のオ

ートファジーを包括的に解析する必要があ

る。	 	 

	 

２．研究の目的	 

	 このような研究の現状を踏まえて、本研究

では、Atg5 依存的オートファジーと非依存的

オートファジーの両者を、生体レベルで可視

化する技術を開発する。具体的には、これら

のオートファジーを可視化できるトランス

ジェニック・モニタ−マウスの作製と、これ

らのオートファジーを可視化できるプロー

ブの開発を目標とした。	 

	 さらに、これらの可視化技術を用いて、マ

ウスの生体レベルで、それぞれのオートファ

ジーが①生体のどの場所で、どのような状況

で活性化されているか、②如何なる生命現象

に関与しているか、③如何なる疾患と関連し

ているか、を明らかにすることを第２の目標

とした。	 

	 

３．研究の方法	 

⑴オートファジーを可視化できるマウスの

作出	 

	 Atg5 非依存的オートファジーをモニター

するために、オートリソソームを可視化で

きるトランスジェニックマウスを作製した。

また、LC３トランスジェニックマウスと交

配する事により、両者のオートファジーを

観察する事に成功した。さらに、オートフ

ァジー全体をモニターできるマウスを開発

した。	 

⑵オートファジー可視化技術の開発	 

①Atg5 非依存的オートファジーに関わる分

子を認識できる抗体を開発し、免疫組織染色

法にて、Atg5 非依存的オートファジーを同定

する方法の開発を行なった。	 

②ケミカルバイオロジーを応用して、生体に

応用できるオートファジー可視化プローブ

の開発を行なった。	 

⑶生体におけるオートファジー実行部位の

同定	 

	 上述の方法などを用いて、生体のどの場所

で、どちらのオートファジーが活性化されて

いるか、如何なる生命現象に関与しているか、

を解析した。	 

	 

４．研究成果	 

⑴オートファジーを可視化できるマウスの

作出	 

	 上述した Atg5 非依存的オートファジーと

Atg5 依存的オートファジーを同時に可視化

できるマウスを作製し、両方のオートファ

ジーが機能している部位を解析した（後述）。	 	 	 

	 さらに、オートファジーの総量を測定で

きる蛍光蛋白質複合体のプラスミドを作製

した。このプラスミドを発現させた細胞を

用いると、Atg5 非依存的オートファジーと

Atg5 依存的オートファジーの全体量を測定

することができた。そこで、このプラスミド



を発現させたトランスジェニックマウスを

作製した。	 

	 

⑵オートファジー可視化技術の開発	 

①Atg5 非依存的オートファジーの実行分子

Aag2 を特異的に認識できる抗体を開発し

Atg5 非依存的オートファジーの有無を細胞

レベルで検討したところ、この抗体を用いる

ことによって、Atg5 非依存的オートファジー

の局在を評価できることが判明した。	 

②また、オートファジーの全体量を評価でき

る蛍光化合物を開発した。即ち、両方のオー

トファジーの実行に関わる Aag6 分子に結合

する低分子化合物をまず同定した。次に，こ

の化合物に蛍光プローブを付与した新規化

合物を開発した。細胞に投

与したところ、この蛍光化

合物は、両方のオートファ

ジーのオートファゴソー

ムを同定することができ

た（右図）。	 

	 

⑶生体におけるオートフ

ァジー実行部位の同定	 

	 オートファジー可視化マウスから採取し

た細胞に DNA 切断ストレスを加えたところ、

１つの細胞内で両方のオートファジーが活

性化されることを見出した。この現象は，線

維芽細胞、リンパ球、血球など様々な細胞で

観察された。	 

	 また、Atg5 依存的オートファジーは、細胞

老化の時に活性化されており、細胞老化に伴

うサイトカイン産生を制御していることを

見いだした。一方，Atg5 非依存的オートファ

ジーは、細胞死が誘導される時に、強く誘導

されることが明らかとなった。	 

	 個体レベルの解析においては、心臓の発生

時、赤血球の分化時に新規オートファジーが

特に強く活性化される事を見出した。	 

	 さらに、新規オートファジー欠損マウスに

おける赤血球分化を観察したところ、赤血球

の最終分化が正常に行われておらず(上図)、

血球分化における新規オートファジーの必

要性が確認された。	 
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