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研究成果の概要：平成 19 年度は， Atg-7 のノックアウトマウスの胎仔胸腺をヌードマウスに

移植する実験を行ったが，自己免疫疾患の発症は観察されなかった。そこで，平成 20 年度は

Atg-7, Atg-5 さらにAtg-3, Atg-8をそれぞれあるいは複数同時にRNAiにより発現抑制を行い，

CD4 陽性 T 細胞クローンによる認識効率の低下の有無を検証するため、RNAi のコンストラクシ

ョンを作成した。 
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１．研究開始当初の背景 

 胸腺が自己免疫疾患の病態に深く関わる

「場」であることは既に明白であるが、自己

反応性 T 細胞の除去に働く胸腺乾湿組織

（thymic stroma）の役割については、依然、

不明な点が多い。胸腺で負の選択（negative 

selection）を起こすためには胸腺間質組織、

特に胸腺上皮細胞（thymic epithelial cell）

に は 全 身 の あ り と あ ら ゆ る 自 己 抗原

（self-antigen）が存在すると考えるのが自

然であり、事実、徳島大学松本満研究室では

NF-kB-inducin kines (NIK) 、 TRAF (TNF 

receptor-associated factor) 6 および AIRE 

(autoimmune regulator)の遺伝子変異・改変

マウスの TEC では自己抗原の発現に障害があ

り、それによって自己免疫病態が生ずること

を示してきた。これらの実験から、NIK 変異

マウスおよび TRAF6 欠損マウスでは自己抗原

を発現する TEC、特に髄質上皮細胞（mTEC）

の発生異常が自己寛容破碇の主な原因である
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のに対して、AIRE 欠損マウスでは TEC の分化

や増殖には明らかな異常はなく、AIRE は未同

定のメカニズムによって mTEC による自己抗

原の発現を制御していると考えられた。これ

ら異なる病態によって central tolerance の

確立に異常をきたすマウス解析を通じて明ら

かになった点は、自己寛容の成立機構に働く

自己抗原の発現機構は多様であるという事実

である。すなわち、新たな自己抗原発現のメ

カニズムを解明することは、自己免疫疾患の

成立機構を知る上で、きわめて重要な研究課

題である。 

 オートファジーは、主として栄養飢餓状態

に誘導される大規模な細胞蛋白分解・処理機

構であるが、非常に興味深いことに細胞内に

侵入してきた細菌の分解にも利用されている

ことがわかった。A 群溶血連鎖球菌や赤痢菌

はエンドサイトーシスによって細胞内に侵入

した後に、一部はエンドソーム膜を破壊して

サイトゾルに脱出することが知られている。

しかしながら、これらの細菌もやがてオート

ファゴソーム様構造によって再び取り囲まれ、

リソソームと融合の後に分解されることが示

された。このように、オートファジーは免疫

システムにおいても重要な働きをしているこ

とが報告され、これまで非選択的で大雑把（バ

ルク）と考えられてきたオートファジーにも

選択性が存在することを示唆するという点に

おいても非常に重要である。一般的に細胞内

抗原は．ユビキチン-プロテアソーム系で分解

された後，小胞体を経由して MHC クラス I 分

子によって提示される。しかし，細胞内のあ

る種の内在性タンパク質はMHCクラスIIによ

っても提示されることが知られていた。2005

年  Munz ら は 、 内 在 性 抗 原 で あ る

Epstein-Barr virus (EBV)由来の EBNA1 タン

パク質にグリシンとアラニンの繰り返しから

なる領域が存在し、この部分がプロテアソー

ムによる分解を抑制するため、EBNA1 に対し

ては CD8 陽性 killer T 細胞は誘導されず、CD4

陽性 killer T 細胞のみが誘導される。その際

のメカニズムとして、細胞質に存在するEBNA1

がオートファジーによってリソソームへ輸送

され、そこで processing を受けた後に MHC 

class II と結合し、細胞表面へと輸送される

ことが報告された。このことから、オートフ

ァジーは MHC class II 経路を介する内在性自

己抗原の提示に関わっている可能性がある。

事実、水島らは、mTEC は恒常的にオートファ

ゴソームの形成がみられる特殊な細胞である

ことを報告している。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、オートファジーによるMHC 

classII 経路を介した内在性自己抗原の提示

が、自己寛容の成立に関与しているかを明ら

かにすることにある。 

 徳島大学松本満研究室においても、オート

ファゴソームを特異的に染色することにでき

る抗 LC-3 抗体を用いて、マウスの胸腺の免疫

組織染色を行い、胸腺では他の臓器に比較し

てオートファゴソームの形成が顕著であるこ

とを確認した。このことは、胸腺においてオ

ートファジーが何らかの重要な生理機能を担

っていることを強く示唆する。一方、この免

疫組織染色では、オートファゴソームの形成

が胸腺上皮細胞または T 細胞のいずれに存在

するかを厳密に特定することはできない。す

なわち、オートファジーは胸腺上皮細胞で重

要な役割を担っている可能性に加えて、血球

系細胞の中でも何らかの機能を果たしている

可能性も考えられる。事実、すでに細胞内寄

生体（group A streptococcus, Mycobacterium 

tuberculosis）に対する innate immunity で

はオートファジーが重要な役割を果たすこと

が示された。さらに、Th1 サイトカインであ



 

 

る IFH-γがオートファジーを促進し、逆に

Th2 サイトカインである IL-13 がオートファ

ジーを阻害する事実から、オートファジーは

Th1/Th2 バランスの制御といった acquired 

immunity にも関与している可能性がある。こ

うした知見をふまえ、胎仔胸腺移植の実験に

加え、骨髄（胎仔肝細胞）移植の実験も併せ

て行い、免疫システムにおけるオートファジ

ーの意義に着いて、より包括的に検討したい。 

 

３．研究の方法 

（１）Atg7 欠損マウスを用いた胎仔胸腺移植

実験 

 Atg7欠損マウスはオートファゴソームの形

成不全により、オートファジーを生じず、生

後早期に死亡する。Atg7ヘテロ欠損マウス（順

天堂大学・小松雅明博士より供与）を交配後、

胎齢 14.5 日目の胎仔を取り出す。取り出した

胎仔胸腺を Nuclepore フィルター上にのせ、

2-deoxyguanosine (DG)を含む培養液中に浮

かべて CO2 インキュベーター内で 4 日間培養

する。この間に、取り出した胎仔の身体の一

部から DNA を抽出し、PCR によるジェノタイ

ピングを行い、Atg7 欠損胎仔胸腺と対照胎仔

胸腺とを識別する。この器官培養によって T

細胞が除去され、「器」のみになった胎仔胸腺

を血流の豊富なヌードマウスの腎被膜下に移

植する。腎被膜下に移植された胎仔胸腺は T

細胞の増殖・分化の「場」となって、ヌード

マウス由来の T 前駆細胞の成熟を助ける。移

植後 6 週目にヌードマウスにおける胸腺の再

構築を FACS を用いて確認した後、全身諸臓器

の病理学的な解析を行い、自己免疫病態の有

無を検討する。 

（２）Atg7 欠損マウスを用いた胎仔肝細胞移

植実験 

 胎齢 14.5 日の胎仔肝をすりつぶして胎仔

肝細胞を採取し、致死量の放射線照射を行っ

たレシピエントマウスに静脈注射し、Atg7 欠

損マウス由来の骨髄細胞によって再構築され

たマウスを作製する。移植後 6 週間目に、レ

シピエントマウスの全身臓器を取り出して病

理学的な解析を行うとともに、細胞性免疫を

中心とした T 細胞機能の評価を行い、T 細胞

におけるオートファジーの役割を明確にする。 

（３）CD4 陽性 T 細胞クローンにおける RNAi

による Atg タンパク質群のノックダウン 

 オートファゴソームの形成には Atg-7 以外

にも様々な Atg タンパク質群が関与している。

そのため、単独のノックアウトでは互いの機

能を補い合い、表現系が出ないことも予想さ

れる。そこで Atg-7, 隔離膜の伸長で働く

Atg-5 さらに Atg-7 と結合する Atg-3, Atg-7

と同じ E1 様酵素である Atg-8 を、CD4 陽性 T

細胞クローンおいて、それぞれあるいは複数

同時に RNAi によるノックダウン実験を行い、

CD4 陽性 T 細胞クローンによる認識効率の低

下が認められるか否かを検証し、オートファ

ジーのどのプロセスが内在性自己抗原の提示

に重要なのかを検討する。 

 

４．研究成果 

 Atg-7 欠損マウス胎齢 14.5 日目の胎仔より、

胎仔胸腺を取り出し、Nuclepore フィルター

上にのせ、2-deoxyguanosine (DG)を含む培養

液中に浮かべて CO2 インキュベーター内で 4

日間培養した。この間に、取り出した胎仔の

身体の一部から DNA を抽出し、PCR によるジ

ェノタイピングを行い、Atg7 欠損胎仔胸腺と

対照胎仔胸腺とを識別した。T 細胞が除去さ

れた Atg7 欠損胎仔胸腺をヌードマウスの腎

被膜下に移植した。移植後 6 週目にヌードマ

ウスにおける胸腺の再構築を FACS を用いて

確認した後、全身諸臓器の病理学的な解析を

行った。その結果、Atg-7 欠損マウス由来の

胎仔胸腺の移植によって、いずれの臓器にお



 

 

いてもレシピエントマウスに自己免疫疾患の

発症は観察されなかった。また、制御性 T 細

胞の産生についても検討を行ったが、異常は

認められなかった。このことから、少なくと

も Atg-7 は胸腺上皮細胞において MHC class 

II経路を介した内在性の自己抗原の提示にお

いては重要な働きをしている可能性は低いと

考えられた。本研究で着目した Atg7 は、

Atg8,Atg12両オートファゴソーム形成過程で

共通のユビキチン E1 酵素として働く事が知

られている。また、Atg3,Atg10 はユビキチン

E2 酵素であり、E3 酵素は同定されていない。

つまり、オートファジーによる内在性自己抗

原の提示にユビキチン酵素がかかわっている

可能性を検証する際、Atg7,Atg3,Atg10 を同

時に欠損させる必要があるのではないかと思

われる。 

 また、Atg-12 と複合体を形成し、隔離膜の

伸長に関与している Atg-5 のノックアウトマ

ウスを用いた同様の実験では、内在性自己抗

原の提示に異常が認められている。さらに、

Munz らにより、RNAi で Atg-12 の発現をノッ

クダウンすると、CD4 陽性 T 細胞クローンに

よる認識効率が低下することが示され、オー

トファジーが内在性自己抗原の提示において

何らかの役割を果たしていることが示唆され

た。つまり、これまでの研究でオートファゴ

ソーム形成過程 Atg12 系が内在性自己抗原の

提示にかかわっている事が明らかにされてい

るが、もう１つの Atg8 系が内在性自己抗原の

提示にかかわっているかは不明である。そこ

で、Atg8 系を構成する Atg-7,Atg-4,Atg-3, 

Atg-8を、CD4陽性T細胞クローンおいて、RNAi

によるノックダウン実験を行い、CD4 陽性 T

細胞クローンによる認識効率の低下が認めら

れるか否かを検証し、オートファジーのどの

プロセスが内在性自己抗原の提示に重要なの

かを明らかにするため、それぞれ RNAi を行う

ためのコンストラクションを作製した。さら

に、各々のコンストラクションで実際ターゲ

ット遺伝子がノックダウンされることをHeLa

細胞で確認した。今後、実際に CD4 陽性 T 細

胞クローンによる認識効率の低下の有無を検

証し、オートファジーのどのプロセスが内在

性自己抗原の提示に重要なのかを検討する。

このように、オートファジーには非常に数多

くの Atg ファミリー分子が関与して複雑なオ

ートファゴソーム形成過程を構築している。

つまり、オートファジーが内在性自己抗原の

提示にどのように関与しているかを明らかに

するには一遺伝子の欠損だけでは不十分であ

り、複数の遺伝子欠損マウスおよび細胞株を

用いた実験が必要である。 
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