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研究成果の概要（和文）：	
 

低酸素-脳虚血(H-I)負荷後のオートファジー性細胞死のゲノム DNA 断片化に関わる核酸分解酵
素(DNase)として DNase	
 II に着目し、内在性の同酵素を検出できる抗体を作成した。さらに、
アポトーシスで働く DNase である CAD	
 (Caspase-activated	
 DNase)と DNase	
 II のダブルノック
アウトマウスを用いた H-I 負荷後の傷害側海馬組織では依然ゲノム DNA 断片化が認められた。	
 
研究成果の概要（英文）：	
 
We	
 focused	
 on	
 DNase	
 II	
 as	
 a	
 candidate	
 DNase	
 executing	
 autophagic	
 cell	
 death	
 after	
 
hypoxic-ischemic	
 (H-I)	
 brain	
 injury.	
 To	
 understand	
 the	
 molecular	
 properties	
 of	
 DNase	
 II,	
 
particularly	
 the	
 processing,	
 we	
 prepared	
 a	
 polyclonal	
 antibody	
 against	
 mouse	
 DNase	
 II.	
 
Furthermore	
 we	
 succeeded	
 in	
 generating	
 double	
 knockout	
 mice	
 lacking	
 both	
 CAD	
 
(Caspase-activated	
 DNase)	
 and	
 DNase	
 II	
 (CAD-/-DNase	
 II	
 mice).	
 Using	
 CAD-/-DNase	
 II	
 
neonatal	
 and	
 adult	
 mice,	
 we	
 examined	
 H-I	
 brain	
 injury	
 and	
 found	
 that	
 DNA	
 laddering	
 was	
 
detectable	
 in	
 the	
 ipsilateral	
 hippocampus,	
 indicating	
 nuclear	
 DNA	
 in	
 the	
 damaged	
 neurons	
 
was	
 fragmented	
 by	
 a	
 DNase	
 other	
 than	
 CAD.	
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研究分野：解剖学 
科研費の分科・細目：基礎医学・解剖学一般(含組織学・発生学) 
キーワード：	
 

	
 
１．研究開始当初の背景	
 
私たちは CAD	
 (Caspase-activated	
 DNase)と
いうアポトーシスの最終段階で働く核酸分
解酵素(DNase)を欠損させたマウスを用いて
も低酸素̶脳虚血負荷後の神経細胞死につい
て依然「DNA ラダー」が認められること、お
よびオートファジー不能マウスにおいて神
経細胞死が著明に抑制されること示した。こ
れは、オートファジー性細胞死において CAD
以外の DNase が神経細胞死で働いていること
を強く示唆している。	
 
	
 

２．研究の目的	
 
どのような DNase がオートファジー性細胞死
において関与しているのかを検討するため、
特にリソソームに存在する代表的な核酸分
解酵素である DNase	
 II の関与の有無に着目
し、遺伝学的検討を行うことを研究目的とす
る。DNase	
 II は貪食した細胞（アポトーシス
等で死んだ細胞）の DNA の分解に必須なヌク
レアーゼであるが、細胞内での分子特性につ
いては殆ど知られていなかった。また、in	
 
vivo の組織細胞で用いることができる DNase	
 
II の特異抗体も報告されてなかった。そこで

機関番号：32620	
 

研究種目：挑戦的萌芽研究	
 

研究期間：2011～2012	
 

課題番号：23659102	
 

研究課題名（和文）	
 オートファジー性細胞死のゲノム DNA 断片化に関わる新規 DNase の探索	
 

	
 

研究課題名（英文）	
 Searching	
 for	
 novel	
 DNase	
 executing	
 autophagic	
 cell	
 death.	
 

	
 

研究代表者	
 

内山	
 安男（UCHIYAMA	
 YASUO）	
 

順天堂大学・医学部・教授	
 

	
 研究者番号：10049091	
 

 
 



私たちは、マウス DNase	
 II に対する特異的
抗体を作製し、DNase	
 II の細胞内分子特性の
検討も併せて行う。	
 
３．研究の方法	
 
(1)DNase	
 II の細胞内分子特性の検討	
 
リコンビナントマウス DNase	
 II タンパク質
をウサギに接種し DNase	
 II に対する特異的
抗体を作成した。抗体の特異性は DNase	
 II
欠損マウス脾臓や骨髄組織を用いた免疫組
織化学とウエスタンブロットにて検討した。
さらに脾臓組織の凍結超薄切片を用いて免
疫電顕を行った。DNase	
 II-Flag-His を発現
させた Cos-1 細胞を作成し、細胞分画やプロ
セッシングの検討を行った。	
 
(2)CAD と DNase	
 II のダブルノックアウトマ
ウスの作成	
 
CAD 欠損マウスと胎生致死を免れることが知
られている DNase	
 II とインターフェロン
(IFN)βの受容体である TypeI-IFNR 遺伝子を
ともに欠損するダブルノックアウトマウス
を交配し、CAD と DNase	
 II を共に欠損するマ
ウス(CAD-/-DNase	
 II-/-マウス)を得た。	
 
(3)低酸素-脳虚血(H-I)負荷後の海馬組織に
おける DNA 断片化の検討	
 
生後 7日齢および 2 ヶ月齢の CAD-/-DNase	
 
II-/-マウスを用いて、左総頚動脈を結紮後、
8％酸素 92％窒素の環境下に 25-30 分暴露後
する H-I 負荷を行い、1 日後に採取した健常
側と傷害側由来の海馬組織よりゲノム DNA を
抽出した。DNA 断片化を効率良く検出するた
め、DNA に linker	
 を結合した後 PCR	
 を行う
Ligation-mediated	
 PCR 法にて DNA ラダーの
検出を行った。	
 
４．研究成果	
 
(1)DNase	
 II の細胞内分子特性の検討	
 
リコンビナント DNase	
 II を抗原として、マ
ウス DNase	
 II の抗体を作製した。野生型マ
ウスを用いて検討したところ DNase	
 II は脾
臓と骨髄に発現が比較的に高かった。一方
DNase	
 II欠損マウスの脾臓や骨髄を用いた免
疫組織化学では陽性反応が認められなかっ
たことから作成した抗体は DNase	
 II 特異的
であることが明らかとなった。次いで DNase	
 
II の細胞内局在を蛍光二重染色法、免疫電顕
にて検討した。DNase	
 II は脾臓と骨髄におけ
る、CD68 陽性のマクロファージ／単球に分布
して、lamp1 陽性のリソソームに局在が認め
られた（図 1）。細胞分画法とウエスタンブロ
ットによ検討を行ったところ、内在性の
DNase	
 II は cDNA から予想される分子量は 45	
 
kDa であるにもかかわらず、細胞内では 30	
 
kDa と 23	
 Da の分子型で存在することが明か
となった。細胞分画ではミクロソーム分画で
は 45	
 kDa、リソソームで 23	
 kDa と 30	
 kDa が
検出された。このことは、45	
 kDaの前駆体が、
リソソームで 30	
 kDa と 23	
 kDa にプロセッシ
ングされることを示唆する(図２)。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 1	
 (A-D)対照群欠損マウスでは抗 DNase	
 II
抗体に対する免疫陽性反応が認められるが、
DNase	
 II欠損マウスでは陽性反応が認められ
なかった。(E-T)マウス脾臓(E-L)、骨髄(M-T)
では DNase	
 II が CD68 陽性マクロファージの
リソソーム内のカテプシン Lと強局在するこ
とが明らかとなった。(U-W)免疫電顕ではマ
ウス脾臓におけるマクロファージの lamp-1
ないし CD68 陽性のリソソーム/ファゴリソソ
ームに DNase	
 II 陽性の反応が認められた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 2	
 DNase	
 II-Flag-His を発現させた Cos-1
細胞を用いた細胞分画よる内在性および
DNase	
 II-Flag-His の分布	
 



	
 プロセッシング酵素を同定するため DNase	
 
II-Flag-His 発現 Cos-1 細胞に様々なプロテ
アーゼの阻害剤を添加してプロセッシング
の阻害の有無を検討した結果、カテプシン B
や L の阻害剤である E-64 を添加すると、
23kDa のものは検出されず、30	
 kDa のみが認
められた。さらに肝臓と脾臓で ConA 分画を
採取して調べたところ、野生型マウス由来の
組織では 23	
 kDa と 30	
 kDa の分子型が検出さ
れたが、カテプシン Lを欠損した肝臓では 23	
 
kDa の分子は検出できなかったが、カテプシ
ン B や D の欠損マウスでは依然検出された。
この結果は、肝臓ではカテプシン Lは一本鎖
DNase	
 IIのプロセッシングに関与することを
示している（図 3）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 3	
 in	
 vitro	
 (DNase	
 II-Flag-His 発現 Cos-1
細胞)(A)および in	
 vivo(野生型およびカテプ
シン B、L、D 欠損マウス肝臓、脾臓)を用い
た DNase	
 II のプロセッシングの検討	
 
	
 さらに、DNase	
 II-Flag-His 発現 Cos-1 細
胞の培養上清は、45	
 kDa の前駆体が分泌され
ているが、この前駆体 DNase	
 II は、pH の低
い所では活性を有するが、中性領域では活性
がないことが明らかになった。このことはプ
ロセッシングを受けずとも、pH が下がるだけ
で、活性部位が開いて DNA 分解能が生じるこ
とを示唆している。	
 	
 
(2)CAD および DNase	
 II ダブルノックアウト
マウスを用いた検討	
 
CAD 欠損マウスと胎生致死を免れることが知
られている DNase	
 II とインターフェロン
(IFN)βの受容体である TypeI-IFNR 遺伝子を
ともに欠損するダブルノックアウトマウス
を交配し、CAD と DNase	
 II を共に欠損するマ
ウス(CAD-/-DNase	
 II-/-マウス)を得た。
CAD-/-DNase	
 II-/-マウスは出生時より他の
遺伝子型のマウスより体のサイズが小さい
が、少なくとも生後 10 週まで生存すること
が分かった。低酸素-脳虚血(H-I)負荷を行う
生後 10 日前後までは生存した。生後 7 日齢
の CAD-/-DNase	
 II-/-、CAD+/+DNase	
 II-/-、
CAD+/+DNase	
 II+/+マウスを用いて H-I 負荷

を行い、1 日後に採取した健常側と傷害側由
来の海馬組織より抽出したゲノム DNA を用い
て Ligation-mediated	
 PCR(LMPCR)法によって
DNA 断片化を検討した。新生仔マウスにおい
ては CAD+/+DNase	
 II+/+マウスでは、健常側
と傷害側ともに DNA ラダーが観察されたが、
そ の 程 度 は 後 者 の 方 が 強 か っ た 。
CAD+/+DNase	
 II-/- マ ウ ス に お い て も
CAD+/+DNase	
 II+/+マウスと同様の傾向を示
した（図 4）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 4	
 生後 7日齢の CAD+/+DNase	
 II+/+および
同腹仔の CAD+/+DNase	
 II-/-マウスにおける
DNA ラダーの検討(c;健常側、i;障害側)	
 
	
 一方、CAD-/-DNase	
 II-/-マウスでは健常
側の DNA ラダーは全く認めなかったが、傷害
側においては DNA ラダーが依然認められた。
健常側で見られる DNA ラダーは海馬錐体細胞
のプログラム細胞死を反映しており、海馬錐
体細胞のプログラム細胞死は CAD に依存する
が DNase	
 II に依存しないことが示唆された。
一方、患側の H-I 負荷に伴う海馬錐体細胞の
細胞死は DNase	
 II、CAD のいずれにも依存せ
ず、未知の DNase が関与していることが示唆
された（図 5）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 5	
 生後 7日齢の CAD-/-DNase	
 II+/+および
同腹仔の CAD-/-DNase	
 II-/-マウスにおける
DNA ラダーの検討(c;健常側、i;障害側)	
 
	
 成獣マウスを用いた H-I 負荷後の海馬組織
を 用 い て 同 様 に 検 討 し た と こ ろ 、
CAD-/-DNase	
 II+/-および CAD-/-DNase	
 II-/-
マウスの健常側では DNA ラダーが認められな
かったが、傷害側において DNA ラダーが認め
られた。上記結果は成獣マウスにおける H-I



負荷に伴う海馬錐体細胞の細胞死も新生仔
のそれと同様に DNase	
 II、CAD のいずれにも
依存せず、未知の DNase が働く可能性が示唆
している(図 7)。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図７	
 生後 8週齢の CAD-/-DNase	
 II+/-および
同腹仔の CAD-/-DNase	
 II+/+マウスにおける
DNA ラダーの検討(c;健常側、i;障害側)	
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