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研究成果の概要（和文）： 

オートファジーは細胞内の主要な分解システムである。本研究では、オートファジー必須遺

伝子 Atg5 を欠損させたマウスを用い、オートファジーの栄養学的役割を解析した。その結果、

Atg5 ノックアウト肝では絶食時の解糖系およびβ酸化の亢進が見られないことが分かった。ま

た、絶食時の肝臓内アミノ酸濃度およびタンパク質合成が低下していたことから、オートファ

ジーが絶食時のタンパク質合成に重要であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 Autophagy is a major intracellular degradation system. In this study, we analyzed the 

role of autophagy in nutrient metabolism by using autophagy-deficient mice. In 

Atg5-deleted liver, gluconeogenesis and beta-oxidation were not induced by starvation. 

Amino acid concentration and protein synthesis rate were reduced in the knockout liver. 

These results suggest that autophagy is important for amino acid supply and protein 

synthesis during starvation in the liver. 
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１．研究開始当初の背景 

オートファジーは真核生物に普遍的に備

わる細胞内分解系である。近年の研究により、

オートファジーは飢餓応答・細胞内浄化・胚

発生・免疫応答など様々な生理現象に深く関

与することが明らかにされてきた。これまで

申請者は、オートファジーの生理機能を明ら

かにするため、オートファジー不全マウス

（Atg5 ノックアウトマウス）を世界に先駆け

て作製し解析してきた。しかし、申請者らの
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作製した Atg5ノックアウトマウスは生後 1

日で死亡するため、アダルトマウスの全身解

析ができなかった。その後、申請者の所属研

究室を始め、世界中で組織特異的ノックアウ

トマウスが解析されているが、それらはあく

まで解析ツールが入手可能な組織に限定さ

れ、全身網羅的な解析は行われていない。こ

のため申請者は、既存の組織特異的 Cre マウ

スを用いた決め打ち的なノックアウトマウ

ス解析ではなく、オートファジーがどのよう

な組織や局面で重要であるかを、バイアスを

かけずに全身網羅的に調べることが必要で

あると考えた。そこで、新しいモデルマウス

として全身性オートファジー不全アダルト

マウスを作成した。全身性オートファジー不

全アダルトマウスは世界でまだ報告がなく、

このモデルマウスを解析することで組織特

異的ノックアウトマウスや従来の Atg5 ノッ

クアウトマウスでは分からなかったオート

ファジーの新しい生理的役割が明らかにな

ることが期待される。 

 

２．研究の目的 

オートファジーは細胞内分解システムで

ある。栄養飢餓で著しく活性化することから

飢餓時の栄養供給に重要であると考えられ

ているが、その意義は哺乳動物ではほとんど

解析されていない。オートファジーは様々な

細胞質成分を分解し、その分解産物としてグ

ルコース、脂肪酸、アミノ酸、核酸などの栄

養素を細胞に供給できることから、飢餓時の

栄養代謝に広く関与している可能性がある。

そこで本研究では、オートファジー不全マウ

ス（神経特異的 Atg5 レスキューマウス、肝

臓特異的 Atg5ノックアウトマウス、Tet-off 

Atg5 マウス）を用い、メタボローム解析など

の手法を取り入れ、オートファジーの栄養学

的意義を明らかにすることを目的とする。ま

た、神経特異的 Atg5 レスキューマウスの全

身解析により、栄養学的役割のみならず、ま

だ報告されていないオートファジーの新し

い生理機能が明らかになることが十分期待

される。 
 
３．研究の方法 

(1)神経特異的Atg5レスキューマウスの解析 

オートファジー必須遺伝子 Atg5 を全身で

欠損したマウスは外見は正常に生まれてく

るが、生後１日で死亡するため、アダルトマ

ウスにおけるオートファジーの役割を全身

で解析することができなかった。Atg5 ノック

アウトマウスはミルクを飲まないため、神経

変性による吸綴障害が死因の１つであると

考えられた。そこで、全身性 Atg5 ノックア

ウトマウスの神経でのみ Atg5 を発現させた

神経特異的 Atg5 レスキューマウスを作製し

た。このマウスは、神経症状の回復により新

生仔致死を回避し、少なくとも 16 週齢まで

生存することができた。よって、アダルトマ

ウスの全身生理機能解析が可能となった。こ

のマウスを用いて、組織観察・血液検査・生

化学的解析などの表現型解析を行い、アダル

トマウスにおけるオートファジーの生理機

能を全身網羅的に解析する。 

 

(2) Tet-Off Atg5 マウスの作成 

アダルトマウスの全身性Atg5ノックアウト

マウスを解析する目的で、Tet-Off システム

を利用した時期特異的 Atg5ノックアウトマ

ウスの作製を試みる。Tet-Offシステムは、

テトラサイクリンによって制御されるトラ

ンス活性化因子（tTA）とテトラサイクリン

応答因子（TRE）を利用した方法である。tTA

はドキシサイクリン（Dox）非存在下で TRE

と結合し、下流の遺伝子発現を誘導すること

ができる。よって、Atg5 ノックアウトマウス

に tTA と TRE を導入することにより、Atg5 の

発現を Dox の投与で調節することができる。

すなわち Atg5-/-:Tre-Atg5:tTA マウスは、

Dox投与によりAtg5の発現がシャットダウン

されオートファジー不能となり、薬剤の投与

をやめることでオートファジーを再誘導す

ることができる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



この系がうまく動けば、短期間にオートファ

ジー不能を誘導できるため、ノックアウトの

影響をよりダイレクトに観察できると考え

られる。また、Atg5 の発現が可逆的であり、

ノックアウト後にオートファジーを再誘導

することでオートファジーの機能を確認す

ることができる。このマウスを用いて、アダ

ルトマウスにおけるオートファジーの生理

機能および栄養学的役割を解析する。 

 

(3)肝臓特異的Atg5ノックアウトマウスにお

けるメタボローム解析 

肝臓特異的 Atg5 ノックアウトマウス

(Atg5flox; Mx1-Cre)マウスを２日間絶食さ

せ、この間の肝臓および血漿の栄養代謝産物

をメタボローム解析により測定する。メタボ

ローム解析結果から、どの代謝経路にオート

ファジーの関与がありそうかを見極め、その

経路について代謝関連遺伝子の発現や代謝

産物の定量などを行う。さらに、なぜオート

ファジーの欠損がそれらの変化を引き起こ

すかを、初代培養系なども導入して詳細に解

析する。 

 

４．研究成果 

 神経特異的 Atg5 レスキューマウスは、成

長不全・重篤な貧血・生殖器の萎縮・肝脾の

肥大など様々な異常を示した。特に貧血が重

篤であったため、まず貧血に注目した解析を

行った。ノックアウトマウスの赤血球の形態

異常から、鉄欠乏性貧血が疑われた。ノック

アウトマウスでは血清鉄濃度が著しく低か

った。また、鉄を腹腔内投与したところ貧血

が改善したことから、ノックアウトマウスが

鉄欠乏状態にあり、貧血の一部は鉄欠乏が原

因であることが分かった。肝・脾・骨髄など

の主な鉄貯蔵臓器の鉄定量および染色を行

ったところ、いずれの臓器においても鉄濃度

が著しく低かった。また、出血による鉄の消

失は観察されなかった。これらの解析から、

Atg5 ノックアウトマウスでは腸管における

鉄吸収が低下していることが疑われた。 

次に、異常が認められた精巣および卵巣の解

析を行った。精巣の組織観察を行ったところ、

ノックアウトマウスでは精細管内腔の成熟

精子の数が著しく少なかった。TUNEL 染色を

行ったところノックアウトマウスの精巣基

底膜付近の細胞で高頻度に細胞死が認めら

れた。さらに電子顕微鏡によって詳細な観察

を行ったところ、精母細胞・精原細胞・精子

細胞ではほとんど異常は認められず、それら

の分化・成熟を支えるセルトリ細胞およびラ

イディッヒ細胞に、凝集体蓄積や ER の形態

異常などが認められた。これらの結果から、

セルトリ細胞やライディッヒ細胞の異常に

より、精子形成が阻害されている可能性が考

えられた。 

 

神経特異的 Atg5 レスキューマウスの全身

解析により、オートファジーの鉄吸収への関

与という新しい知見が得られたが、このマウ

スは様々な異常を示すため、このモデルのみ

では栄養代謝学的解析が難しいことが予想

された。また、本研究で作製を試みた Tet-Off 

Atg5 マウスは、TRE-Atg5 トンランスジェニ

ックマウスを作製したものの、Atg5 の十分な

タンパク質発現が得られず、Tet-Off Atg5 マ

ウス樹立までには至らなかった。現在、改良

を進めている。そのため本研究では、栄養学

的解析を進めるために栄養代謝に重要な肝

臓特異的 Atg5 ノックアウトマウスを導入し

た。オートファジーは様々な細胞質成分を分

解し、その分解産物としてグルコース、脂肪

酸、アミノ酸、核酸などの栄養素を細胞に供

給できることから、飢餓時の栄養代謝に広く

関与している可能性がある。そこで、2 日間

の絶食における代謝産物の変動をメタボロ

ーム解析により網羅的に調べた。その結果、

ノックアウト肝では多数の代謝産物に差が

見られ、特にアセチルCoAの濃度が低かった。

絶食時のアセチルCoAはトリグリセリドのβ

酸化により供給されるため、β酸化関連遺伝

子の発現を qPCR で調べたところ、ノックア

ウトマウスにおいてこれらの mRNA の発現が

抑制されていた。長期的なオートファジー欠

損ではミトコンドリア損傷が報告されてい

るが、ミトコンドリアの形態異常は認められ

なかったため、ミトコンドリア損傷以外の理

由でβ酸化が低下していると考えられた。 

次に、アミノ酸関連代謝産物の変化が大きか

ったため、アミノ酸について調べた。肝臓内

アミノ酸濃度を調べたところ、絶食６時間で

ノックアウトマウスの肝臓内アミノ酸濃度

が著しく低下しており、オートファジー由来

のアミノ酸が絶食時のアミノ酸プールの維

持に重要であることが示唆された。このとき

の Atg5 ノックアウト肝ではタンパク質合成

が低下していたことから、肝臓のオートファ



ジーによるアミノ酸供給は、絶食時のタンパ

ク質合成に重要であることが示唆された。 
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