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研究成果の概要： 
リソソームタンパク分解酵素カテプシンを複数欠損させた３系統のマウスの神経組織を解析し

た結果、神経細胞の軸索においては、処理されなかったオートファゴソームが蓄積するという

現象が一般的に認められることが明らかとなった。これは正常神経細胞の軸索においては軸索

内において形成されたオートファゴソームが細胞体に輸送された後リソソームにより速やかに

分解を受けるという機構が存在することが推察された。 
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１．研究開始当初の背景 
本研究代表者はリソソームカテプシン欠損
に伴うリソソーム蓄積症のモデルマウスで
あるカテプシン D欠損マウスおよびカテプシ
ン BL ダブルノックアウトマウスを解析した
結果、軸索にオートファゴソーム様構造物が
蓄積し、spheroid を形成することを以前見出
した(Koike et al.,2005)。さらにこれらの
ノックアウトマウスのシナプス前終末にお
いては多数のオートファゴソームが蓄積し
ていることも電子顕微鏡観察により明らか
となった。 

 このことは、正常の神経細胞では軸索内の
構造物はオートファジー・リソソーム系によ
り分解を受けていることを示唆している。 
 過去の神経変性疾患の電顕像の論文を精
査した結果、軸索変性や spheroid において
オートファジー様構造物は普遍的に認めら
れることが分かった。しかしながら、神経変
性疾患とオートファジーとの関連の論文数
は近年で飛躍的に増えているにもかかわら
ず、オートファジーが軸索変性に関与してい
ると明確に示した報告は、Yue らのグループ
が小脳変性モデルマウスである Lurcherマウ
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スの軸索変性にオートファジーが関与して
いることを報告(Yue et al., J. Neurosci. 
8057-68; 2006)した研究のみであった。 
 
２．研究の目的 
オートファジーのマーカーである LC3の動態
や軸索、シナプス前終末の形態をオートファ
ジー不能マウス、カテプシンを複数欠損させ
た各種マウス脳組織で検討することにより、
未だその存在も含め不明な点が多い、軸索に
おけるオートファジー・リソソーム系を介し
たタンパク分解機構について明らかにする
ことを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)研究代表者はカテプシン D単独欠損マウ
ス、カテプシン BL 欠損マウスのほか、カテ
プシン DL、カテプシン BD 両欠損マウスを作
成している。これらマウスにおいて脳梁など、
軸索の構造異常が有るか否か、あればどの時
点で始まり、いかなる過程で推移するのかな
どについて形態学的に詳細に検討する。 
 
(2)カテプシン D欠損マウスと、神経組織特
異的にオートファジーが起こらない、Atg7 コ
ンディショナルノックアウトマウス
(Atg7F/F:Nestin-Cre マウス)を交配させ、カ
テプシン Dと Atg7 のダブルノックアウトマ
ウス(Atg7F/F:Nestin-Cre:CathepsinD-/-)を
作製し、その軸索内の構造を詳細に比較検討
する。 
 
４．研究成果 
(1)各種カテプシンダブルノックアウトマウ
スの比較検討 
 カテプシン Bと L、カテプシン Dと Lの生
存期間は生後 14 日未満で死に至るものが多
かった。一方カテプシン Bと Dのダブルノッ
クアウトマウスはその多くが生後 23 日前後
まで生存することが新たに判明した。このよ
うな寿命の違いがあるものの、軸索の変化に
関してはいずれの系統においても脳梁等の
軸索において、LC3 陽性の顆粒状構造物が充
満した spheroid が多数形成され、電顕的に
も軸索、spheroid、前シナプス終末に初期段
階のオートファゴソームと類似した構造物
の蓄積が確認された。 
 ドイツのグループがカテプシン BL ダブル
ノックアウトマウスと対照群のリソソーム
フラクションを用いて、iTRAQ 法によって変
化が認められた蛋白を見いだした(Stahl et 
al., 2007, BBA)。彼らは対照群と比べて
Rab14、Neuron specific gene family member 
1/ Calcyon、Delta/notch-like EGF-related 
receptor (DNER)、Carboxypeptidase E、
KIAA1414 が約 10 倍以上増加していると報告
したが、いずれも小胞輸送に関わることが知

られている。これらのうち Rab14、DNER、
Carboxypeptidase Eに対する良い抗体が得ら
れたので上記 3系統のダブルノックアウトマ
ウスにおいてそれぞれその局在を検討した
ところ、いずれのマウスにおいても、軸索が
変性し spheroid 様構造を形成している部位
に強く認められることが分かった(例として
カテプシン BD ダブルノックアウトマウスに
おける結果を図 1に示す)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ カテプシン BD 欠損マウス（B, D, F, H）
および同腹仔のカテプシン D単独欠損マウス
(A, C, E, G)における LC3 (A, B)、DNER (C, 
D)、Rab14 (E, F)、Carboxypeptidase E (CPE) 
(G,H)の局在。スケール=100µm 
 
 カテプシン D単独欠損マウスとカテプシン
BD ダブルノックアウトマウスは寿命がほと
んど変わらず、神経細胞体におけるリソソー
ムの蓄積も同様に認められる。しかし、軸索
に関しては、図１に示す如く、カテプシン BD
欠損マウスの方が腫大の程度が著しいこと
が分かった。 
 以上の結果はリソソームタンパク分解酵
素の欠損を伴う神経細胞の軸索においては、
処理されなかったオートファゴソームが蓄
積するという現象が一般的に認められるこ
とを示唆している。このことから正常神経細
胞の軸索においては軸索内において形成さ
れたオートファゴソームがリソソームによ
り速やかに分解を受けるという機構が存在
することが推察される。 



 

 

 軸索で形成されたオートファゴソームが
どこで分解されるかということに関しては
確定的なデータは得られていないが、現時点
では逆行性に細胞体に運ばれ、そこでリソソ
ームと融合して分解される可能性と、軸索内
でリソソームタンパク分解酵素により直ち
に分解される可能性が考えられる。 
 一般的には、軸索にはリソソームは認めら
れないとされ、本研究代表者の小胞輸送関連
タンパク質がオートファゴソームと共に軸
索内で蓄積しているという免疫組織化学の
結果は、リソソーム蓄積という病態そのもの
が、何らかの理由で、軸索から細胞体への輸
送を阻害していることを強く示唆している。 
 一方カテプシン D単独欠損マウスとカテプ
シン BD ダブルノックアウトマウスは寿命も
細胞体の神経変性の所見も酷似しているに
もかかわらず、軸索の変性の程度のみが後者
でより激しいという遺伝学的な結果は、軸索
内でもリソソームタンパク分解酵素により
直ちに分解される可能性を支持するもので
ある。そのため、リソソームタンパク分解酵
素自体が本当に存在しないのかどうかにつ
いては再検討を行う余地があるものと思わ
れる。 
 
(2) カテプシン D/Atg7 ダブルノックアウト
マウスを用いた検討。 
 カテプシン D欠損マウスでは神経セロイド
リポフスチン蓄積症の診断基準である
granular osmiophilic deposits (GROD)が蓄
積する。この GROD は分解されない基質を有
し、細胞質の一部と共に、二重膜構造を持つ
オートファゴソームにしばしば取り込まれ
る。カテプシン D/Atg7 ダブルノックアウト
マウスはカテプシン D単独欠損マウスの生存
期間より若干短いものの、生後 21 日ぐらい
までは生存できることが判明した。同マウス
の神経細胞には、GROD 自身は依然存在するが、
やはりその GROD を隔離するように特殊な二
重膜が不完全に取り囲み、その膜自身は粗面
小胞体と連続していることが分かった。この
ことは、カテプシン D/Atg7 ダブルノックア
ウトマウスにおいてはオートファゴソーム
由来の膜構造物の蓄積が起こっていないこ
とを示している。 
 LC3 の免疫組織化学を行ったところ、カテ
プシン D/Atg7 ダブルノックアウトマウスの
神経細胞の細胞質には、カテプシン D単独欠
損マウスの神経細胞で認められたような、
LC-3 強陽性の顆粒状の構造物が認められな
かった。一方、カテプシン D単独欠損マウス
において観察される、軸索の腫大している部
位に一致しした LC3 強陽性の構造物は、カテ
プシン D/Atg7 ダブルノックアウトマウスの
軸索においても依然認められた。 
 最近オートファジーに必須な Atg5 を小脳

プルキンエ細胞特異的に欠損させたマウス
の解析結果が発表された(Nishiyama et al., 
2007)。彼らの解析によると、Atg5 欠損プル
キンエ細胞の軸索は、膜様構造物の著明な蓄
積のために腫大しているが、その蓄積物の詳
細な観察から、オートファゴソーム様の二重
膜を持った構造物が依然観察されることが
明らかとなった。その構造物がオートファゴ
ソームと直接関連が有るものなのか否か不
明であるが、本研究における、カテプシン
D/Atg7 ダブルノックアウトマウス神経細胞
の軸索における LC3陽性の構造物に関しても、
同様の構造物である可能性があるため、超微
形態学的解析を現在進めている。 
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