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研究成果の概要（和文）：飢餓時に誘導されるオートファジーによりタンパク質の異化が亢進するが、その意義
は不明である。本研究ではオートファジーで生じるアミノ酸がタンパク合成に使われる可能性を検討した。まず
オートファジー不全肝で飢餓時の翻訳が低下することが判明した。しかし、飢餓及びオートファジー不全時の肝
プロテオーム解析からは、飢餓よりも、オートファジー不全そのものの方がプロテオームを大きく変動させてい
た。さらに、飢餓時の組織内アミノ酸濃度に有意な差が見られなかった為、翻訳抑制はアミノ酸不足よりも組織
恒常性の破綻による可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a major intracellular degradation system that is strongly 
induced upon nutrient starvation, but its physiological importance is not well understood. In this 
study, we tested the possibility that autophagy provides amino acids to produce proteins required 
for starvation adaptation in vivo. We found that protein synthesis is indeed impaired in 
autophagy-deficient livers during starvation. Proteomic analysis of livers from wild-type and 
autophagy-defective liver under normal and starvation conditions revealed that autophagy deficiency 
caused more drastic changes in proteome profiles than starvation. Furthermore, the intracellular 
amino acids levels were not significantly changed in autophagy-deficient livers even under 
starvation condition. These data suggest that translation attenuation in autophagy-deficient livers 
is caused not due to a lack of amino acids provided by autophagy but to a defect in liver 
homeostasis.

研究分野： 細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 標準的ヒトの 1日あたりのタンパク質のタ
ーンオーバー（合成と分解）量は 180～200g
程度と見積もられており、これは食事由来タ
ンパク質（約 70g）よりはるかに多い。飢餓
時にはタンパク質分解（異化）はさらに亢進
することが知られている。これは、①飢餓時
においてもなお必要なタンパク質を合成す
るための材料、②肝での糖新生の材料、③エ
ネルギー産生の材料としてこれまで考えら
れてきている。しかし、生体内でのタンパク
質代謝の実像は理解されていない。古典的に
は、アイソトープ標識アミノ酸を用いたタン
パク質合成率の測定や、臓器を取り出して行
う器官潅流実験などがなされているが、これ
らの方法はそれぞれ組織細胞内のアミノ酸
濃度によって標識効率（比活性）が異なる、
あるいは生体内での生理的状況を反映して
いないなどの問題がある。また、飢餓時に活
性化されるのは主としてオートファジーで
あるが、遺伝子欠損マウスを用いての代謝学
的解析はほとんどなされていない。 
 研究代表者らのマウスを用いたこれまで
検討から、飢餓時にオートファジーによって
盛んに分解される肝臓に由来するアミノ酸
は、糖新生やエネルギー産生にはあまり貢献
していないことが判明している。一方で、予
備的データからは、飢餓時に肝臓のオートフ
ァジーによって産生されるアミノ酸は、主と
して肝臓におけるタンパク質合成のために
利用されていることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まずオートファジーがタンパ
ク質合成に与える影響を解析し、それがアミ
ノ酸産生（タンパク質リサイクル）によるも
のかどうか、あるいは他の機序によるものか
どうかを判定する。さらに、正常マウスと野
生型マウスのプロテオームおよびトランス
クリプトームを比較することによって、オー
トファジーの生理学的意義をプロテオーム
のレベルから理解することを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）組織特異的 Atg5 欠損マウス 
 オートファジー関連遺伝子 Atg5 の 3 番目
のエキソンを loxP 配列によって挟み
（Atg5flox/flox）、Cre リコンビナーゼによる組
み換え反応を利用して遺伝子を欠損させた。
Cre リコンビナーゼは、poly(I:C)を投与した
際に肝臓特異的に誘導される遺伝子 Mx1 の
プロモーターの下流で発現するようにデザ
インされている（Mx1-Cre）。 8 週齢の
Atg5flox/flox:Mx1-Cre マウスに poly(I:C)を 1
日おきに 3 回投与し、1 週間経過した個体を
実 験 に 用 い た 。 Mx1-Cre を 持 た な い

Atg5flox/floxマウスを対照として用いた。 
 脳特異的 Atg5 欠損マウスの作成には、神
経前駆細胞特異的に発現する遺伝子 nestin
のプロモーターの下流でCreリコンビナーゼ
を発現するマウス Atg5flox/flox:nestin-Cre を
用いた。 
（２）栄養条件 
 飢餓は 24 時間絶食とし、自由摂食時との
比較を行った。 
（３）タンパク質合成活性の評価法 
 ① SUnSET （ Surface sensing of 
translation）法 
 新規合成されたタンパク質量を測定する
手法である。アミノアシル tRNA と構造が類
似しているピューロマイシンは新規合成ポ
リペプチド鎖に取り込まれる。するとリボソ
ームから新規合成ポリペプチド鎖が解離す
るのでそれを抗ピューロマイシン抗体で検
出する（Schmidt ら Nat. Methods 2009, 
6:275, 図 1）。マウスにピューロマイシンを
投与し、15 分後に肝臓をサンプリングしてウ
ェスタンブロッティング法にてピューロマ
イシン取り込み量を評価する。 

 
 ②ポリソームプロファイリング法 
 mRNA あたりのリボソームの結合量を検
出する方法である。肝臓破砕液をショ糖密度
勾配液中で超遠心すると結合しているリボ
ソームの数に応じて mRNA が分離される。
多くのリボソームが結合しているほどショ
糖密度の濃い画分へとmRNAが分離される。
分離された mRNA の吸光度を測定し、ポリ
リボソーム（ポリソーム）のピークのパター
ンを検出する（図 2）。 

図 1. SUnSET 法の原理 



 
（４）肝臓アミノ酸濃度測定 
 キャピラリー電気泳動装置に接続した質
量分析計を用いて、採取した肝臓サンプル中
のアミノ酸濃度を測定した 
（５）ジメチルラベル法を用いたプロテオー
ム解析 
 組織中のタンパク質の網羅的な相対定量
を行う手法である。肝臓および脳のタンパク
質抽出液をトリプシン等のタンパク質分解
酵素で処理しペプチド断片を得る。得られた
ペプチドの N 末端およびリジン残基に対し
て、安定同位体ラベルされたジメチル基を付

与する。これにより、各サンプル由来のペプ
チド混合物は、有機化学的には同じ性質を有
するが質量の異なるラベルにより区別され
る。安定同位体によって区別されたサンプル
を混合し、液体クロマトグラフィー接続型の
質量分析計を用いてサンプル中に含まれる
ペプチドの網羅的な同定と定量を行う（図 3）。 
（６）マイクロアレイを用いたトランスクリ
プトーム解析 
 肝臓中の遺伝子発現を網羅的に解析した。
肝臓由来の総 RNA を抽出し Agilent 社製 
SurePrint G3 Mouse 遺伝子発現マイクロ
アレイ 8x60K を用いた。 
 
４．研究成果 
 マウス個体を用いてオートファジーによ
って生じたアミノ酸が翻訳へ及ぼす影響を
解析するため、栄養飢餓時のタンパク質合成
を測定した。 
 肝特異的 Atg5 欠損マウスを用いて、まず
SUnSET 法にてタンパク質合成率を評価し
た。その結果、自由摂食時は Atg5 欠損肝と
野生型とでピューロマイシンの取り込み量
に差はみられなかったが、24 時間飢餓時の
Atg5 欠損肝では野生型に比べ著しくピュー
ロマイシン取り込みが低下していた(図 4)。
さらにポリソームプロファイリング法によ
っても、飢餓時の Atg5 欠損肝での翻訳活性
を検討したところ、飢餓時の Atg5 欠損肝に
おいては野生型と比べてリボソームが特に
多く結合している mRNA（リボソーム数 > 
6 ）の存在量が再現よく顕著に低下していた
（図 2）。これらの結果から、肝臓において、
オートファジーは飢餓時の翻訳に非常に重
要であることが示唆された。 

 そこで肝と脳において、オートファジー不
全条件下で増減するタンパク質を、ジメチル
ラベル法を用いた質量分析法を用いて網羅
的な相対定量解析を行った。肝臓においては
マイクロアレイ解析と組み合わせて mRNA
量との関係も調べた。 
 自由摂食条件と栄養飢餓条件でそれぞれ 5
匹のマウスについてプロテオーム解析をし
たところ、サンプル間クラスタリングできわ
めてよい再現性が得られた（図 5）。 
 

図 2. ポリソームプロファイリング法に
よる翻訳活性測定 

図 3. ジメチルラベル法によるプロ
テオーム解析 

図 4. Atg5 欠損肝では飢餓時のタ
ンパク合成率が低下している 



 驚くべきことに、栄養飢餓によって有意に
発現変動するタンパク質はごく僅かであっ
た。このことから、タンパク質プロファイル
をほとんど変化させることなく栄養飢餓条
件に肝臓が適応していることが示唆された。
さらに栄養条件による差よりも Atg5 遺伝子
の有無の方がプロテオームに与える影響が
大きいということがクラスタの分離の程度
から判明した。Atg5 欠損よって減少するタン
パク質には脂質代謝系などが、増加するタン
パク質には、既知の選択的基質や Nrf2 ター
ゲット因子に加えて、インターフェロン誘導
性遺伝子が多く含まれていた。これらは全体
的に mRNA レベルとよく相関していた（図
6）。 

 一方で飢餓時の組織内アミノ酸濃度には
有意な差が見られなかった。従って、オート
ファジー不全によるタンパク質合成抑制は、
材料としてのアミノ酸不足というより、オー
トファジー不全による代謝プログラムの変
動による可能性が示唆された。 
 同様の解析を大脳と小脳で行ったところ、
異なるセットのタンパク質の蓄積が Atg5 欠
損脳で観察された。大脳と小脳で共通して蓄
積する因子は 33 同定されており、その多く

は転写レベルとは相関が無かった。これらに
は新規基質の候補が含まれていると考えら
れた。 
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