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研究成果の概要（和文）：標的分子を選択的にリソソームにて分解する選択的オートファジーの障害は疾患発症
の要因になりうるが、その分子機構は未だ不明な点が多い。本課題では、選択的オートファジー関連タンパク質
の一つであり、自閉症スペクトラム症の原因遺伝子として同定されているAlfyに焦点を絞り、細胞機能ならびに
マウス個体での生理機能を解析した。その結果、Alfyはオートファジーに必須ではなく、小胞輸送経路の制御か
ら神経突起形成に関わることを明らかにした。さらに、神経特異的Alfy欠損脳は形成不全を示すことを見出し
た。これらの結果は、Alfyが胎生期の脳形成に関わることを意味している。

研究成果の概要（英文）：Impairment of selective autophagy that selectively degrades target molecules
 in lysosomes may contribute to disease development. However, its molecular mechanism is still 
largely unknown. In this study, we focused on Alfy, which is one of the selective autophagy-related 
protein and identified as the causative gene of autism spectrum disease, and analyzed its cellular 
function and physiological function. As a result, it was revealed that Alfy is not essential for 
autophagy and is involved in neurite formation by controlling the vesicle transport pathway. 
Furthermore, we found that the nerve-specific Alfy-deficient brain showed hypoplasia. These results 
imply that Alfy is involved in fetal brain formation.

研究分野： 分子生物学、生化学

キーワード： オートファジー　Alfy　小胞輸送経路　自閉症スペクトラム症　神経突起

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
選択的オートファジーの破綻に起因する疾患発症の分子病態を明らかにすることは、新規治療法の開発の上で必
要不可欠である。本課題の研究対象であるAlfyは、近年、自閉症スペクトラム症の原因遺伝子として同定された
が、疾患発症とオートファジーとの関連は明らかにされていない。本課題では、Alfyが小胞輸送経路への関わり
から、神経突起形成ならびに胎生期の脳形成に関連することを明らかにした。本研究により得られた結果は、
Alfyの機能の全貌を明らかにするための基礎的知見となり、今後の病態発症機序の解明に役立つと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
オートファジーは細胞内タンパク質などを囲い込んだオートファゴソームがリソソームと融合
することで、その内容物を分解する機構である。近年、標的分子を選択的に分解する選択的オ
ートファジーの障害が疾患発症の要因になりうることが明らかになりつつある。選択的オート
ファジーには、選択的基質とオートファゴソームを繋ぐアダプタータンパク質の存在が必要不
可欠であり、本課題の研究対象である Alfy タンパク質もその一つである。Alfy は、オートファ
ジーのみならず細胞内小胞輸送経路への関連が報告され、自閉症スペクトラム症の原因遺伝子
としても同定されているタンパク質であるが、未だその機能は不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、選択的オートファジー関連タンパク質の一つであり、自閉症スペクトラム症
の原因遺伝子として同定されている Alfy に焦点を絞り、1) Alfy の制御する細胞機能とその分子
機構、2) 個体レベルにおける Alfy の生理機能、そしてこれらを統合することで 3)Alfy とヒト
疾患との関連の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Alfy のオートファジー経路への関与の検証 
Alfy 欠損細胞におけるオートファジー活性を検証した。具体的には、Alfy 欠損マウス胎児線維
芽細胞ないしはCRISPR-Cas9システムにて作出したAlfy欠損培養細胞株におけるオートファジ
ー活性を定量的に調べた。選択的オートファジーでは、亜砒酸誘導性ユビキチン化タンパク質
凝集体分解、サルモネラ菌排除を評価した。 
(2) Alfy の細胞機能の分子機構の解明 
Alfy の制御する細胞機能を探索するため、Alfy と相互作用するタンパク質を質量分析法を用い
た解析により網羅的に同定した。同定した遺伝子から、Alfy と小胞輸送経路ならびに神経突起
形成との関連を調べた。加えて、約 400 kDa と巨大なタンパク質である Alfy 全長を細胞で発現
させるため、特殊なアデノウイルスを用いた細胞発現実験系を構築した。このアデノウイルス
を用いて Alfy の細胞内局在を観察した。 
 (3) 個体レベルにおける Alfy の生理機能の解析 
Alfy は中枢神経系に強く発現することから、神経特異的 Alfy欠損マウスを作出した。Alfy欠損
マウスの脳の形態学、組織学的解析ならびに表現型解析
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Alfy のオートファジー経路への関与の検証 
Alfy 欠損マウス胎児線維芽細胞を用いてオートファジ
ー活性を検証した結果、Alfy 欠損細胞においても野生型
と同程度の飢餓誘導性オートファジー活性を認めた（図
1）。さらに、選択的オートファジーとして亜砒酸処理下
での凝集体の分解ならびにサルモネラ菌の排除を検証し
たが、いずれも野生型と Alfy欠損細胞で差を認められな
かった。これらの結果は、Alfy はオートファジーに必須
ではないことを意味する。 
 
(2) Alfy の細胞機能の分子機構の解明 
Alfy 相互作用タンパク質の質量分析解析から、複数の小胞

輸送経路関連タンパク質群を同定した。同定したタンパク

質の一つに、細胞内小胞輸送経路を制御する Rab35 タンパ

ク質のエフェクタータンパク質を見出した。Rab35 は神経突起形成に関わることが報告されて

いたことから、Alfy 全長の過剰発現させた培養神経細胞での神経突起形成を調べた結果、Alfy
の過剰発現により、神経突起の形成が促進された（図 2）。そこで、Alfy の細胞内局在を調べた

ところ、初期エンドソームや Rab35 との共局在が認められた（図 3）。これらの結果は、Alfy
が Rab タンパク質を制御し、神経突起形成に関与することを示唆する。 
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(3) 個体レベルにおける Alfy の生理機能の解析 
Alfy の個体での生理的意義を解析するため、神経特異的

Alfy ノックアウトマウス（Alfyflox/flox;Nestin-cre）を作成し

た。出生したマウスは、出生後 18 日において成長遅延を

示し、振戦や反射異常等の神経変性疾患様の行動異常を

認めた（図 4、図 5）。さらに、Alfy 欠失脳は嗅球、前頭

葉、後頭葉、小脳の発達不全を示した（図 6）。これらの

結果は、Alfy が胎生期からの脳形成に必須であることを

示唆する。 
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