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研究成果の概要（和文）：新生仔マウスを用いた低酸素-脳虚血負荷モデルは、ヒト新生児の低

酸素-虚血性脳症に類似する。しかし、これまでその傷害の実態は不明であった。私達は、オー

トファジーをできないマウスを用いて低酸素負荷実験を行ない、海馬錐体細胞の死が防御され

ることを示した。即ち、本研究で低酸素-脳虚血負荷による錐体細胞の死がオートファジー性に

よることを遺伝学的に初めて実証することができた。この結果は、治療手段を考える上で極め

て重要である。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Hypoxia/ischemia (H/I) brain injury at birth is an important cause 
of cerebral palsy, mental retardation, and epilepsy. The H/I insult also causes energy 
failure, oxidative stress, and unbalanced ion fluxes, leading to high induction of 
autopahgy in brain neurons. Induction of neuronal autophagy after H/I injury is generally 
considered neuroprotective, as it maintains cellular homeostasis. However, our recent 
results show that cell death of hippocampal pyramidal neurons following neonatal H/I 
injury is largely prevented by Atg7 deficiency. This is the first report that we are aware 
of providing direct evidence for autophagy-induced neuron death after neonatal mouse H/I 
brain injury, using mice that cannot execute autophagy specifically in CNS tissue. Thus, 
therapeutic strategies to inhibit autophagy-induced neuron death may prove beneficial 
in the treatment of both pediatric and adult H/I brain injury. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) オートファジーと細胞死 
リソソームは酸性条件下で加水分解する酵
素を含むオルガネラで、細胞内の不要なポリ
マーを生物活性のあるモノマーまで分解し、
その多くは細胞内で再利用される。この分解
系には、オートファジー（自食作用）が主役
をなす。オートファジーは、生理的にも重要
な現象であるが、飢餓、炎症等で誘導され、
自らの構造を壊すことで細胞の生命を維持
するように働く。しかし、胎生期の一部の神
経細胞の死やある種の神経疾患による細胞
死は、明らかにアポトーシスやネクローシス
の像と異なり、細胞質にオートファゴソーム
が充満した形態で死に至る。この死は、リソ
ソーム性／オートファジー性細胞死（2型神
経細胞死；Clarke, P. (1991)）と呼ばれる。
近年、多くの神経変性疾患でポリグルタミン
鎖に代表されるように細胞内封入体の形成
と細胞死との関係が報告されている。細胞内
の不要なポリペプチド鎖は、可溶性であれば
ユビキチン-プロテアソーム系で分解され、
不溶性であればオートファジー（自食作用）
によりリソソーム系で分解されることが予
想される。実際、多くの神経細胞死でオート
ファジーが誘導される。しかし、その構造を
正確に把握し、分子レベルでオートファゴソ
ームであることを指摘した研究はない。 
(2) 遅延型神経細胞死とオートファジーの
誘導 
 私達は、小胞体ストレスとの関連性が高い、
短時間脳虚血に伴う遅延型神経細胞死では、
リソソーム／オートファジーが関与する積
極的細胞死であることを指摘した（Nitatori 
et al., 1995）。また、オートファジー／リ
ソソームに注目して、細胞死の分子機構をラ
ット褐色細胞腫由来の PC12 細胞で検討した
結果、血清除去に基づく PC12 細胞の細胞死
には、カスパーゼ依存性の経路と独立して、
オートファジーと、その下流でリソソームカ
テプシン Dと Bで制御される細胞死の経路が
存在することを明らかにした（Shibata et 
al., 1998; Isahara et al., 1999）。 
 
２．研究の目的 
本研究は、創造的・革新的・学際的学問領域
を創成する研究を目指している。本研究は
“オートファジー性細胞死”が実態としてあ
るのか、あればどのような意義があるのかと
いう観点で、短時間脳虚血モデルや培養神経
細胞系を用いて“リソソーム／オートファジ
ー性神経細胞死の分子機構”を解明すること
を目的とする。 
この研究においては、（１）ER ストレスに基
づくオートファジー性神経細胞死の存在の
有無を、短時間あるいは低酸素脳虚血負荷後
に生じる海馬錐体細胞死で検討し、（２）も
し存在すれば、この細胞死はカスパーゼに依

存するか否か、さらに、（３）その死の分子
機構に、特に、リソソームカテプシン Dと B
がどのように働くか、を中心に解析すること
を目指す。また、（４）カテプシン Dは細胞
死誘導活性があるが、その基質については不
明である。それと同時に、（５）アルツハイ
マー病や神経変性疾患モデル動物（例えばリ
ソソームカテプシン欠損マウス）を使って、
オートファジーがどのように組み込まれて
いるかを、形態学、免疫組織細胞化学法を用
いて解析する。これによって、オートファジ
ーが誘導される神経細胞の形態に共通する
変化を理解することが期待される。さらに、
（６）DNA マイクロアレイ法により、ラット
の発生時期から、成長過程、老化に至る変化
を解析し、DNA 発現からみたオートファジー
／リソソーム系の変化を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1)オートファジー関連遺伝子 Atg7を臓器特
異的に欠損したマウスを用いた研究 
田中啓二博士（臨床医学研究所）との共同研
究。Atg7 はオートファゴソーム形成に必須の
タンパク質 LC3 の C末端グリシンにリン脂質
を付加するための E1 酵素で、E2 酵素の Atg3
と共に LC3-I（細胞質型）を LC3-II（膜結合
型）に変換する。 
①脳で特異的に Atg7 を欠損するマウス 
②肝臓で特異的に Atg7 を欠損するマウス 
③肝臓および脳における Atg7 と p62 のダブ
ル欠損マウス、を用いて、超微形態的解析お
よび光学顕微鏡レベルの免疫組織細胞学的
解析を行う。 
(2)オートファジー性（神経）細胞死の解析 
①低酸素脳虚血(HI)負荷実験：生後 7日齢と
８週齢のマウスの片側総頸動脈を結紮し、1
時間放置後、7日齢では 45 分間、8週齢では
35 分間の HI 負荷をかける。3、8、12、24、
72 時間後に、組織解析と生化学的な解析のた
めに海馬組織を採取。同様に、Atg7 を中枢で
欠損するマウスおよびカスパーゼ-3、CAD（カ
スパーゼ依存性 DNase, CAD）をそれぞれ欠損
するマウスを用いて同様の解析を行なう。 
②冷保存／移植再灌流後の肝不全に関する
研究：24 時間冷保存し、同種ラットに肝移植
して再灌流すると、移植肝は肝不全に陥り、
ほぼ全例で 6時間から 24 時間以内に個体死
に陥る。この過程を検討したところ、移植後
早期からオートファジーが誘導されること
から、オートファジーあるいはリソソームカ
テプシンの抑制と肝細胞死および個体死と
の関係を解析する。24 時間の冷保存後、移植
再潅流 15、30、60、120 分後に組織解析と生
化学的な解析用移植片を採取する。 
③TNF-α／actinomycin D(TNF/ActD)刺激に
よる初代培養肝細胞死の分子機構：本研究は、
オートファジー性細胞死の分子機構を詳細
に検討するために実施する。近年、TNF/ActD



の誘導による細胞死は、カスパーゼ依存性で
あり、その過程でリソソームから漏出したカ
テプシン Bが関与すると報告されている。私
達は、リソソーム酵素が細胞質に出ることや、
カテプシン Bのみが関与することはあり得な
いと考え、カテプシン Lを欠損するマウスお
よび肝細胞だけでカテプシン Dを欠損するコ
ンディショナル欠損マウスを作製して、初代
培養肝細胞を用いて、TNF/ActD 刺激後の細胞
死を MTT アッセイ法で検討する。これまでリ
ソソーム／オートファジーの経路で細胞死
を制御する経路を CAD欠損するマウス肝細胞
や各種インヒビターを用いて検討する。 
(3)リソソームプロテアーゼ／オートファジ
ーに関する研究 
①神経性セロイドリポフスチン蓄積症（NCL）、
アルツハイマー病（AD）などとオートファジ
ーに関する解析：リソソームカテプシン Dを
欠損するマウスは NCL のモデルマウスで、神
経細胞にリソソームが蓄積する。同様に、カ
テプシン Bと Lをダブルで欠損するマウスも
リソソームが蓄積することを見いだした。こ
れらマウスの神経細胞にどのようにリソソ
ームが蓄積するかを形態学的に解析する。さ
らに、カテプシン Dと Atg7 あるいは p62 と
ダブルで欠損するマウスの作製と形態学的
解析を行う。 
②カテプシン Dのコンディショナル欠損マウ
ス：カテプシン Dを脳においてのみ欠損する
マウスを作成し形態学的に解析する。 
(3)LC3 欠損マウスの作製：LC3B と LC3A をそ
れぞれ欠損するマウスの作成・解析を行う。 
(4)Atg4、9 に関する研究：Atg4 と 9A の抗体
を作製する。各組織における発現について生
化学的、形態学的研究を行う。 
(5)カテプシン Dの基質に関する研究：カテ
プシン Dの基質をカテプシン D欠損マウスと
対照群の脳を使って解析する。米国のアラバ
マ大学のグループとの共同研究。 
(6)LC3 分子と脂肪代謝：LC3B の膜型分子は
脂肪滴に局在することを見いだした。そこで、
この分子と脂肪滴との関係を肝臓特異的
Atg7 欠損マウスの肝細胞、野生型マウスの肝
細胞と心筋細胞において、LC3B と脂肪滴との
関係を生化学的、形態学的に解析する。 
(7)DNA マイクロアレイによる解析：ラット胎
仔から老齢ラットに至るまでの様々な臓器
600 検体を用いた解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1)Atg7 遺伝子の臓器特異的欠損マウスの解
析 
①脳特異的欠損：ユビキチンがオートファジ
ーを介するタンパク質分解にも関与し、オー
トファジーができないと神経変性疾患に陥
ることが分かった。ユビキチンタンパク質複
合体が封入体として神経細胞や軸索に蓄積
し、神経変性疾患を考える上で非常に重要な
ことが明らかとなった。ユビキチン凝集体は
時間と共に増えるが、神経細胞の脱落は凝集
体の量に反比例し、凝集体を形成することで
細胞の死を防いでいる、と考えられる。 
②肝臓での解析：肝細胞の腫大による肝肥大

と肝炎に陥る。オートファゴソーム形成に小
胞体が重要であること、分解されない変形し
たミトコンドリア、過剰のペルオキシソーム
が認められることが明らかとなった。肝細胞
においてもユビキチン複合体が認められ、多
機能タンパク質 p62もこの凝集体に取り込ま
れる。p62 を更に欠損させたダブルノックア
ウトマウスでは、肝細胞の腫大化や肝炎が治
まる。しかし、ペルオキシゾームなどの量は
依然多く、不要なオルガネラの分解が起きて
いないことが分かった。中枢でもユビキチン
凝集体の数も有意に減少するが、変性を抑制
できないことが分かった。 
(2)オートファジー性神経細胞死： 
①生後 7日齢のマウスの片側総頸動脈を結紮
し、45 分間の HI 負荷をかけると、24 時間以
内に海馬領域を中心に錐体細胞死が引き起
こされる。これまで様々な原因が提示されて
きたが、未だ解決をみない。海馬 CA1 錐体細
胞層でみると、ほとんどはカスパーゼ非依存
性の細胞死で、オートファジーのマーカーで
ある膜型の LC3 が増え、免疫染色で陽性顆粒
（カテプシン D陽性）が増加する。カスパー
ゼ−3やCADを欠損するマウスでは全く錐体細
胞が保護されることはなかった。特に、CAD
欠損マウスでは、患側海馬でもゲノム DNA の
電気泳動で、ラダーが見られた。一方、脳で
Atg7 を欠損するマウスに HI 負荷をかけたと
ころ、4例で海馬錐体領域の一部に細胞死を
認めただけで他の 13 例では全く細胞死が認
められなかった。負荷後 7日目で海馬の萎縮
度を調べると、対照群では 50％の萎縮が起こ
るのに比し、Atg7欠損マウスの萎縮度は 14％
であった。このことは、ERストレスに基づく
オートファジーによって細胞死が誘導され
ることを示している。特に、Atg7 欠損マウス
は生後 4週以降で個体死を起こすため成獣の
HI 負荷モデルでは使えなかったが、成獣の野
生型マウスの HI 負荷モデルにおけるオート
ファジーの誘導、カスパーゼの活性化が起き
ないこと、細胞死の像はオートファジー性で
あること、成獣のカスパーゼ-3 ないし CAD 欠
損マウスにおいて全く保護作用がないこと、
を示したことは、治療手段を考える上で非常
に重要であると思われる。これまでオートフ
ァジーは細胞保護に働くと考えられてきた
が、本研究結果は、オートファジーが細胞死
の原因になることを遺伝学的に世界で初め
て示すものであり、この分野で非常に高いイ
ンパクトを与えたと考えている。2007 年のア
メリカ神経科学会の学術集会で、内山を中心
にミニシンポジウムが組まれ、その発表に
1000 人の観客が集まったことは、注目度が高
いことを示している。 
②ラット移植肝の長期冷保存-移植再潅流後
の肝不全で死に至るが、再潅流によって移植
肝細胞にオートファジーが誘導されること
が分かった。そこで、Wortomannin などのオ
ートファジーやカテプシンの阻害剤でその
活性を抑制すると、細胞死や移植後肝不全に
よる個体死が抑制されることを証明した。 
③現在、初代培養肝細胞に TNF/ActD 刺激実
験より、アポトーシスの経路と独立してオー



トファジーとその下流にリソソームカテプ
シン、DNaseII が関与する細胞死の経路があ
ることを示すことができ、現在、論文をまと
めている。 
これらの結果は、これまで 2型細胞死と言わ
れたオートファジー性細胞死が、実際に存在
し、その経路にはリソソームカテプシンと
DNaseII が関与することを示している。リソ
ソームの酵素がどのように細胞の核にアク
セスするかは、現在不明であるが、本学術創
成研究の研究費補助によって全く新しい研
究分野を創成できたと考えている。さらに、
本研究の結果は、オートファジーやリソソー
ムカテプシンを阻害する物質を探索するこ
とで、新しい虚血性疾患を治療する手段を開
発できることを示している。 
(3)リソソームカテプシン欠損に基づくリソ
ソーム蓄積症の解析 
リソソームカテプシン Dあるいは Bと Lを欠
損するマウスでは、NCL と同様の症状を呈す
ることを初めて報告した。その後、2006 年に
なってカテプシン Dの低活性を示す若年者が
見つかり、カテプシン Dが NCL の 10 番目の
遺伝子（CLN10）として認められた。このこ
とで、内山は 2009 年の国際 NCL 学会の
Invited Speaker として招待された。このリ
ソソーム蓄積にはオートファジーが関与す
ることを私達は報告し、現在、カテプシン D
と Atg7 のダブル欠損マウスを作製し、これ
を証明できた（論文作製中）。 
(4)カテプシン Dの基質 
カテプシン Dの基質を解析していたが、米国
のアラバマ大学のグループとの共同研究で、
カテプシン Dを欠損するマウスの脳では、α
シヌクレインが蓄積することを示した。 
(5)Atg4,Atg9A の解析 
これらのタンパク質産物の抗体を作製し、組
織分布を解析。両者は神経系に高い発現が見
られ、神経細胞に高い発現が見られる。Atg4
については報告済みであるが、Atg9A は現在
細胞内の分布を解析中であるが、小胞体にお
ける分布も見られ、オートファゴソーム形成
の起点との関係で検索を進めている。さらに、
神経組織においては、Atg9A は神経細胞体だ
けでなく軸索やシナプス終末に豊富に分布
することが明らかとなった。 
(6)LC3 の C末端修飾と脂肪滴形成 
私達は、LC3 の解析を進める中で、膜結合型
の LC3が脂肪滴に局在することを見いだした。
そこで、Atg7 欠損マウスを解析したところ、
同マウスの肝細胞では脂肪滴形成が抑制さ
れることを見いだしたことを既に報告した。
しかし、この結果はごく最近 Nature 誌に出
た結果と全く逆の結果であり、オートファジ
ーによって脂肪滴が壊されると報告されて
いる。私達は、この点を十分検討しており、
さらに、LC3B が関与することも確かめている。
この発見は、LC3 が脂肪滴の成長に必須であ
ること、オートファゴソーム形成に際しての
膜の供給に関与することを示しているため、
きわめて重要な結果と考えている。 
（７）DNA アレイによる解析 
ラット発生期、生後発達、加齢等で各組織の

遺伝子発現を６００以上の検体で解析した。 
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