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研究成果の概要（和文）： 

オートファジーは細胞質内にある物質を分解するシステムであるが、細胞質内に侵入した微生

物を排除する可能性もある。そこで、本研究では表皮角化細胞のオートファジーが自然免疫に

関与するかどうか検討した。培養角化細胞を用いた検討では、分化、飢餓状態でオートファジ

ーが誘導された。さらに自然免疫に関与するかどうか明かにするために、TLR リガンドで刺激

するとオートファジーを誘導できることを明かにした。Atg5 KO マウスでは LC3 の発現に明か

な異常は認めなかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Autophagy is a mechanism to degrade selective cellular components. Since autophagy is a mechanism 
degrading the intracellular components during starvation, autophagy may play an essential role in 
clearance of intracellular pathogens. The purpose of this study is to clarify the role of keratinocyte 
autophagy in innate immunity. Differentiation and starvation induced autophagy in cultured 
keratinocytes. Stimulation of Toll-like receptor ligands also induced autophagy, indicating that 
autophagy play an important role in epidermal innate immunity. The expression of LC3 was not altered 
in Atg5 KO mouse epidermis. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) オートファジーについて 

 オートファジーはプロテアソーム系、ファ
ゴサイトーシス系とも全く異なる経路で、細
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胞質内にある物質を分解するシステムであ
る。オートファジーが誘導されると、隔離膜
と呼ばれる脂質二重膜が細胞質内で形成さ
れ、細胞質を取り囲みながら伸長し、膜先端
が融合してオートファゴゾームが形成され
る。その後リソゾームと融合して、膜内に含
んでいた細胞質由来の物質を分解する。ファ
ゴサイトーシスでは細胞内に外から取り込
まれた異物が分解されるのに対して、オート
ファジーでは細胞質内にある物質を分解す
る点で異なる。 
 オートファゴゾーム形成には多くの
autophagy related gene (Atg)が関与してい
る。まず、刺激を受けると隔離膜と呼ばれる
単膜が発生し、細胞質成分を取り込みながら
伸長し、二重膜の小胞（オートファゴゾーム）
を形成する。その形成過程で、ユビキチン様
タンパク Atg5/Atg12/Atg16 の複合体が隔離
膜の外膜に特異的に結合することで外膜の
伸長を助けている。また、Atg8のホモログで
ある LC3は前駆体である LC3-Iがオートファ
ジー刺激により、LC3-II となり、オートファ
ゴゾームに局在するため、オートファジーの
マーカーとなる。 
 近年、オートファジーが癌、老化、神経変
性疾患など多くの生命現象に関与している
ことが報告されており、表皮においてもオー
トファジーが恒常性維持に働いている可能
が極めて高い。その中でも、我々は、表皮の
自然免疫機構に着目した。 
(2)オートファジーと自然免疫 
 オートファジーの役割は本来自己分解で
あるが、外部から細胞質内に侵入した微生物
などに対してもオートファジーの機構が作
動することが明らかになっている。細胞質内
に侵入した溶連菌、赤痢菌など病原体はオー
トファジーによって分解される（Science 306, 
1037-1040, 2004）。 
 マクロファージでは TLR-4はグラム陰性菌
の LPS を認識して、p38 を介してオートファ
ジーを誘導する (Nature 450: 1253-1257, 
2007)。TLR7 は 1 本鎖 RNA を認識してオート
ファジーを誘導する。また、TLR2 は真菌の
Zymozanを認識して LC3の集積を誘導するが、
オ ー ト フ ァ ゴ ゾ ー ム は 形 成 さ れ な い 
(Immunity 27: 135-144, 2007)。 
一方、細胞内のウイルス感染に対して自然免
疫は、エンドゾームに存在する TLRs と細胞
質内にある RIG-I-like helicase (RLH) がウ
イルス由来核酸を認識しているが、その RLH
による type-I IFN 産生は、Atg5/Atg12 によ
り抑制される。すなわち、オートファジーが
かならずしも自然免疫を促進するわけでは
なく、細胞、条件により異なった作用を持つ
と考えられる。 
(3) 表皮角化細胞とオートファジー 
 上述のごとく自然免疫におけるオートフ

ァジーの役割は解明され始めたばかりであ
り、角化細胞におけるオートファジー機構に
関してはほとんど解明されていない。わずか
に角化細胞の老化にオートファジーが関係
していること (Am J Pathol 174: 423-435, 
2009)、および口腔粘膜上皮に溶連菌が侵入
すること (Science 306: 1037-1040, 2004) 
が報告されているのみであり、表皮角化細胞
に関しては全く新しい分野である。 
 我々はこれまでに、表皮角化細胞が細菌、
ウイルスを認識し、さまざまなサイトカイン
および抗菌活性を有する抗菌ペプチド 
hBD1-3, LL-37を産生することを明らかにし、
また自然免疫の mediatorである Ubc13, TAK1
が表皮構造にも影響を与えていることを明
らかにしており、独自の表皮自然免疫の領域
を展開してきた。近年、上記のごとく自然免
疫におけるオートファジーが着目されるよ
うになり、本研究を着想するに至った。表皮
角化細胞においても溶血連鎖球菌、黄色ブド
ウ球菌が細胞内に侵入することをすでに
我々は確認しており、オートファジーによる
病原体認識、初期免疫反応の惹起、除菌が病
態形成に深く関わっている可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
オートファジーはプロテアソーム系、ファ

ゴサイトーシス系とも全く異なる経路で、細
胞質内にある物質を分解するシステムであ
る。近年解析が始まったばかりの生命現象で、
最近は自然免疫にも関わっているとして注
目されている。不明な点も多く、表皮角化細
胞のオートファジーはほとんど研究されて
いない。さらに表皮角化細胞の自然免疫にオ
ートファジーが関連するかどうかの研究は
皆無であり、本研究では、表皮角化細胞のオ
ートファジーが表皮自然免疫に必須である
かどうか検討するものである。培養角化細胞
を用いた解析、およびオートファジーに必須
である Atg5 を角化細胞特異的に欠損させた
マウスを作成し角化細胞におけるオートフ
ァジーの機能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 概要： 
 角化細胞特異的な Atg5ノックアウト
（K5-Cre/Atg5flox/flox）マウスを作成し、マウ
スの表現型の観察を行う。平行して、ヒト、
マウスの培養角化細胞を用いて、病原体がオ
ートファジーを誘導するかどうか確認する。
さらに、TLR リガンド、および分化刺激が病
原体誘導のオートファジーに与える影響を
検討する。 
 (1) Atg5 KOマウスの作成 
Atg5遺伝子を loxP 配列ではさみこんだ 
Atg5flox/floxマウスと K5プロモーターで発現
する K5-Cre マウスを交配することにより、



 

 

K5-Cre/Atg5flox/+マウスを得る。このマウスを
再度 Atg5 flox/floxマウスと交配することによ
り K5-Cre/ Atg5flox/ floxマウスを作成する。こ
のマウスでは、K５が発現している組織に
cre-recombinaseが発現しているため、loxP
配列ではさまれた Atg5がこの酵素により切
断され、結果的にケラチン 5 発現組織で Atg5
が発現しなくなり、表皮角化細胞特異的 Atg5 
KO マウスを作成することができる。
Geno-typing はマウスの尾を切断し、genomic 
DNAを精製し、これをテンプレートとして、
各々特異的プライマーを用いた PCR法を行う
ことにより確認する。特異的プライマーはす
でに準備できており、この操作によりノック
アウトされているかどうかを確認できる。最
終的な geno-typingは Southern blot法、
Western blot法にて確認する。 
(2)  ノックアウトマウスの解析 
 オートファジーは細胞の基本的な機能で
あることから、表皮構造そのものに影響を及
ぼす可能性もある。そこで、まずノックアウ
トマウスに無刺激の状態で異常がないかど
うか観察する。 
皮膚びらん、潰瘍、皮膚肥厚などの外観上の
異常がないかどうか確認する。新生児マウス
において、trans epidermal water loss 
(TEWL)を測定し、表皮バリヤー機能を評価す
る。 
組織学的にはパラフィン切片を用いた HE

染色で皮膚の分化異常を確認後、分化マーカ
ーである K5, K14, K1, K10, Involucrin, 
Loricrin の発現を免疫組織学的に確認する。
さらに、増殖に関しては、Ki67染色にて確認
し、アポトーシスは TUNEL 法にて検討する。 
(3) 培養角化細胞における病原体のオート
ファジー 
 6 cm culture dishあるいはスライドチャ
ンバー上に角化細胞を confluentまで培養し、
刺激する。 
 オートファジーの確認には、①免疫染色、
および②Western blot 法を用いる。①スライ
ドチャンバー上の細胞を固定後、細胞内の細
菌の局在をそれぞれに対する抗体で、またオ
ートファゴゾームは LC3に対する抗体で二重
染色する。その後、蛍光顕微鏡あるいは共焦
点顕微鏡で観察する。さらに、LC3に GFPを
融合させると、オートファゴゾーム形成時に
GFPのスポットが形成され、容易にオートフ
ァゴゾームの形成が確認できるので、角化細
胞に LC-GFP をトランスフェクトし、オート
ファゴゾーム形成時の GFPのスポットを確認
する。 
② 6 cm culture dish 上の細胞のタンパクを
回収し、Western blot により、LC-IIが誘導
されるかどうか確認する。角化細胞が LC-II
を発現し、分化により発現が上昇することは
すでに確認済みである。 

(4)オートファジーを促進する因子の検討 
 オートファジーはさまざまな TLRリガンド
により促進されるとされている。そこで、角
化細胞においてもこれらリガンドによりオ
ートファジーが促進されるかどうか検討す
る。 
TLR3, 4, 9 リガンドとしては、それぞれ、
Poly (I:C), pam3csk4/peptideglycan (PGN), 
CpG DNAを用いる。リガンドで刺激後オート
ファジーが、促進されるかどうか確認する。 
 また、分化刺激自体でもオートファジーが
ある程度誘導されることから、分化刺激後に
も同様に、オートファジーがさらに、促進さ
れるかどうか上記と同様に確認する。分化誘
導には活性型 Vitamin D3を培養液に添加、
あるいは poly-HEMA coated dish を用いた
suspension cultureを行う。 
 
４．研究成果 
１．培養角化細胞におけるオートファジー誘
導 
培養ヒト角化細胞を刺激後、LC3 の免疫染色
を行い蛍光顕微鏡下にオートファゴゾーム
の形成を確認した。あるいは、Western blot
にてオートファジーの誘導を確認した。 
(1) 分化による誘導。 
Suspension culture, confluent の状態、あ
るいは VD3で分化を誘導した。その結果分化
誘導により角化細胞ではオートファジーが
誘導されることが分かった（図）。 

 

(2) 飢餓状態における誘導 

培養液を通常の培地から PBSに変更するこ
とにより細胞を飢餓状態にさらし、オートフ
ァジーが誘導できるかどうか検討した。その
結果、細胞内にオートファゴゾームの形成が
３０分後より観察でき、飢餓状態によりオー



 

 

トファジーが誘導されることが明かとなっ
た（図）。 
 

PBS添加1h後
Ab:NB600
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(3) 病原体による誘導 
病原体由来成分の CpGDNA, LPS, PGN で角化
細胞を刺激後、オートファジーが誘導される
かどうか検討した。その結果、いずれの刺激
でもオートファジーが誘導され、病原体刺激
により角化細胞はオートファジーを誘導す
ることが明かとなった。 

 

 

２ Atg5 KOマウスの作成 
Atg5flox/floxマウスと K5-Cre マウスを交配

することにより、K5-Cre/Atg5flox/+マウスを得
た。このマウスを再度 Atg5 flox/floxマウスと
交配し K5-Cre/ Atg5flox/ floxマウスを作成した。
Geno-typeは PCRで確認した。 
 出生時には臨床的には大きな変化はなく、
発毛も正常であった。出生後も明かな皮膚異

常はなく発育した。 
 免疫組織学的にオートファジーを検討し
た。正常マウスとほぼ同等に LC3の発現が認
められた。また、Involucrin, K1, K5の分化
マーカーの発現も正常マウスとほぼ同等に
認められ、分化には明かな異常はないと考え
られた(図)。 
 

 
まとめ 
 以上の結果から角化細胞においては、分化、
飢餓状態でオートファジーが誘導され、さら
に感染状態ではグラム陰性、グラム陽性菌に
よってオートファジーが誘導され、表皮の病
原体防御に関わっていると考えられた。 
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