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研究成果の概要（和文）： 
神経性セロイドリポフスチン蓄積症のモデルであるカテプシン D欠損マウスの神経細胞におい
ては、granular osmiophilic deposits (GROD)と呼ばれる蓄積物自体がユビキチン化されてい
る。一方、ユビキチンとオートファゴソームのマーカである LC3の両者に結合する p62と Nbr1
も LC３やユビキチンと同様の局在を示したことから、この両者が介して GROD は選択的にオー
トファゴソーム様の二重膜で取り囲まれる可能性があることが組織化学的な結果から示唆され
た。 
研究成果の概要（英文）： 
Neurons in brains of cathepsin D-deficient (CD-/-) mice, a murine model for neuronal 
ceroid lipofuscinoses (NCLs), possess abundant autophagosomes and granular osmiophilic 
deposits (GRODs),which are often found in nascent autophagosomes. In addition to 
immunocytochemical localization of LC3 and ubiquitin in, p62 and Nbr1, both of which can 
interact with both ubiquitin and LC3, were found to be also localized on the membrane 
of GRODs. Moreover, these molecules were present in the same granules of the neurons. 
The data indicate that ubiquitin and p62 and/or Nbr1 on the membrane of GRODs may serve 
as a signal of autophagy that contributes to the pathogenesis of NCLs. 
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１．研究開始当初の背景 
 神経性セロイドリポフスチン蓄積症(NCL)
は、神経細胞を中心にセロイドリポフスチン
を含むリソゾームが蓄積する常染色体劣性
遺伝の神経変性疾患である。私たちは、代表
的なリソゾームアスパラギン酸プロテアー

ゼとして知られるカテプシン D(CD)を欠損す
るマウス(CD-/-マウス)がてんかん様のけい
れん発作を起こし、盲目となること、また、
病理組織学的には、神経細胞にオスミウム好
性 顆 粒 (granular osmiophilic deposits; 
GROD)、指紋様構造(fingar print profile)

機関番号：３２６２０ 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2009～2010 

課題番号：21790191 

研究課題名（和文） オートファゴソームの膜の由来に関する超微形態学的研究 

                     

研究課題名（英文） Ultrastructural analysis of the membrane origin for autophagy 

 

研究代表者 

 小池 正人（KOIKE MASATO） 

順天堂大学・医学部・准教授 

 研究者番号：８０３４７２１０ 

 
 



 

 

が蓄積することから、NCL のモデルマウスで
あることを報告した。その後、CDを欠損ある
いは CD の活性を持たないヒトの症例が報告
され、CD は NCL の原因遺伝子(CLN)の一つ
(CLN10)として認められた。 
 従来、GROD は CD が欠損するためにリソゾ
ームに分解されずに残った基質が蓄積する
結果生じる構造物と考えられており、リソゾ
ームと同じ一重の形質膜を持つ構造物と考
えられてきた。しかし、電子顕微鏡観察の結
果、私たちは GROD そのものがしばしばオー
トファゴソーム様の二重膜で取り囲まれて
いることに気付いた。 
 私達は、このことを遺伝学的に検証するた
め、Atg7の脳組織特異的コンディショナルノ
ックアウトマウスである Atg7F/+:Nesマウス、
とカテプシン D 欠損マウスを交配し、中枢神
経系では CD と Atg7が共に欠損し、その他の
組織では CD のみが欠損する
CD-/-Atg7F/F:Nesマウスを得ることに成功
した。電顕観察を行ったところ、
CD-/-Atg7F/F:Nesマウス脳の神経細胞では
依然として GRODが認められた。しかし GROD
を取り囲む膜はオートファゴソーム様二重
膜ではなく粗面小胞体に類似した粗な膜に
変化していた。本モデルマウスはオートファ
ゴソーム膜の由来を考える上で有用である
と考えられる。 
２．研究の目的 
ポリグルタミン病やハンチントン病などに
おいて神経細胞体における凝集体形成の原
因となる分子やある種の細菌などの病原体
はオートファジー経路によって分解されて
いることが示唆されている。また、ごく最近、
常染色体劣性遺伝性の家族性パーキンソン
病原因遺伝子の Parkin と PTEN-induced 
putative kinase 1 (PINK1) が膜オルガネラ
であるミトコンドリアの選択的なオートフ
ァジー（マイトファジー）に関わることが明
らかとなってきた。私たちは、電子顕微鏡観
察の結果、CD-/-マウスの神経細胞体におけ
る GROD が積極的、選択的にオートファゴソ
ームの膜に包み込まれていると推察し、ユビ
キチンおよび選択的オートファジーを担う
ことが近年明らかとなった p62 と Nbr1 に着
目し、これらの動態を免疫組織化学的に検討
した。 
３．研究の方法 
(1)動物 
本研究における動物実験は順天堂大学医学
部における動物実験に関する指針に従って
実施され、マウスはすべて SPFの動物実験施
設で飼育された。CD-/-、p62 遺伝子欠損
(p62-/-)マウスはそれぞれゲッティンゲン
大学、筑波大学より入手した。CD+/-マウス、
p62-/-マウスを交配し、CDと p62のダブルノ
ックアウト(CD-/-p62-/-)マウスを作成した

遺伝子型は過去に報告されている方法に従
って決定した。 
(2)電子顕微鏡による純形態観察 
マウスを 2%パラホルムアルデヒド(PA)-2%グ
ルタルアルデヒド（0.1Mリン酸緩衝液
(PB)(pH7.2)）で灌流固定し、取り出した脳
組織を 1 mm 厚に細切後、1%四酸化オスミウ
ム溶液、1%酢酸ウラン溶液に浸透させ、脱水
後エポキシ樹脂に包埋した。ウルトラミクロ
トーム(ライカ UC6)を用いて 80 nm厚の切片
を作製し、電子染色後、電子顕微鏡(日立 
H-7100)で観察した。 
(3)免疫組織化学 
マウスを 4%PA（0.1MPB(pH7.2)）で灌流固定
して得た脳組織由来のパラフィン切片ない
し凍結切片を用いて酵素抗体法および蛍光
抗体法による免疫組織化学を行った。酵素抗
体法の場合、切片を私たちの研究室で作成し
たウサギ抗 LC3B (20 µg/ml)、ユビキチン 
(1:500、DAKO) 、Nbr1(1:100、かずさ DNA研
究所)抗体、モルモット抗 p62(1:200、Progen)
抗体とそれぞれ一晩反応させ、ABC法により
DAB発色を行った。蛍光抗体法の場合、切片
をウサギ抗 LC3B、マウス抗ユビキチン 
(1:500、FK-2、BIOMOL)、モルモット抗 p62
抗体ないし、マウス抗ユビキチン、ウサギ
Nbr1、モルモット抗 p62抗体の混合液と反応
させ、Alexa488、594(Invitrogen)、
Cy5(Jackson Laboratory)標識の二次抗体と
反応後、共焦点顕微鏡（FV1000、オリンパス）
を用いて観察した。 
５）免疫電子顕微鏡法 
本研究ではマウスを 4%PA（0.1MPB(pH7.2)）
で灌流固定して得た脳組織を用いて凍結超
薄切片法（徳安法）による免疫電顕を行った。
ウルトラクライオミクロトーム(ライカ 
UC6/FC6)を用いて得られた 60 nm 厚前後の凍
結超薄切片を抗ユビキチンないし p62抗体と
反応させ、さらに金コロイド標識の二次抗体
(GE)と反応させた後、電子顕微鏡で観察を行
った。 
 
４．研究成果 
 CD-/-マウス脳組織のパラフィンないし凍
結切片を用いて、LC3、ユビキチン、p62、Nbr1
の免疫組織化学を行ったところ、いずれの分
子についても顆粒状の陽性反応像が神経細
胞体で認められた。対照群の CD+/+マウスで
はび漫性の染色像が認められるだけであっ
た（図１）。 
 蛍光三重線色により LC3、ユビキチン、p62
（図２）、更にはユビキチン、p62、Nbr1（図
３）が神経細胞の核近傍の同一の構造に共局
在することが示された。 
 CD-/-マウス脳組織の凍結超薄切片を用い
て免疫電顕を行ったところ、ユビキチン、p62
の局在を示す金コロイドは共に GROD の中で



 

 

はなく膜表面に主として認められた（図４）。 
 以上は、GROD の膜表面にユビキチン、ユビ
キチンと LC3 の両者に結合する p62 ないし
Nbr1 が局在することより、ユビキチン- p62
複合体が隔離膜上の LC3と会合することで効
率的に GROD をオートファゴソームに取り込
む機構が存在することを示唆している(図
５)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 生後 23日齢の CD-/-マウス（B, D, F, 
H）および同腹仔の対照群(CD+/-)のマウス
(A, C, E, G)におけるユビキチン (A, B)、
p62 (C, D)、Nbr1 (E, F)、LC3 (CPE) (G,H)
の局在。スケール=100µm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 生後 23日齢の CD-/-マウス大脳皮質

におけるユビキチン(Ubi) (A)、p62 (B)、
LC3(C)の三重染色。スケール=10µm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 生後 23日齢の CD-/-マウス大脳皮質
におけるユビキチン(Ubi) (A)、p62 (B)、
Nbr1 (C)の三重染色。スケール=20µm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 生後 23日齢の CD-/-マウス大脳皮質
におけるユビキチン(A、B：10 nm金コロイ
ド) (A、B)、p62 (C、D：15 nm金コロイド)
の局在。スケール=0.5µm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

図 5 カテプシン D欠損マウスの病態形成と
オートファジー 
正常な神経細胞(A)では、細胞内小器官など
が細胞質の一部とともに隔離膜と呼ばれる
小胞様構造によって包み込まれ、オートフ
ァゴソームが形成される。これにトランス
ゴルジ網に由来するカテプシン D などのリ
ソソームの酵素を含む輸送小胞あるいはリ
ソソームが融合することで，包み込まれた
内容物が分解される。一方、カテプシン D
欠損マウス由来の神経細胞(B)では、GROD
の表面が未知のメカニズムによりユビキチ
ン(Ub)および p62ないし Nbr1に修飾される。
このような構造物は、LC3陽性のオートファ
ゴソームに取り込まれる。しかし、リソゾ
ームの機能自体が異常であるため、この過
程を何度も繰り返すことによりGRODの蓄積
が起こる。 

この過程を遺伝学的に検討するため、p62-/-
と CD+/-を交配し、CD-/-p62-/-マウスの作成
に成功した。CD-/-p62-/-マウスは CD 単独欠
損マウスと寿命は変わらず、電子顕微鏡で観
察しても、GRODは依然オートファゴソーム様
の二重膜により取り囲まれていることが明
らかとなった。しかし、CD-/-p62-/-マウス
の脳組織では Nbr1 の強い顆粒状の反応が認
められることを確認しており、p62と Nbr1が
GROD の選択的オートファジーに対して相補
的に働いている可能性が示唆された。 
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