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研究成果の概要（和文）：プログラム細胞死は、多細胞生物において形態形成や組織の恒常性維持などに関わっており
アポトーシスに加え、我々が提唱しているように非アポトーシス型細胞死(NAPD)機構も重要な役割を演じている。我々
は蛍光色素PIを利用したNAPDのin vivoイメージング法を開発し、それを用いこれまで網羅的・定量的解析が可能でな
かったマウスの個体発生期でのNAPD機構の役割について解析を行った。アポトーシス欠損マウスにおいてもPIシグナル
が消失しない細胞死系を見出し、特に骨形成領域で起きるプログラム細胞死は、ATG9aに依存した非アポトーシス型プ
ログラム細胞死機構によることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Programmed cell death (PCD) plays a crucial role in developmental morphogenesis 
and maintenance of tissue homeostasis in metazoans. PCD is mediated by not only apoptosis but also, as we 
have been proposing, non-apoptotic programmed death (NAPD) mechanism. We have developed an in vivo 
imaging method using propidium iodide for NAPD in mice. Using this method, we have performed quantitative 
and extensive study of developmental PCD in mice and identified PI-stained PCD, which was not affected by 
apoptosis-deficiency, indicating the occurrence of NAPD in vivo. One of them is PCD occurring during bone 
formation. We found that this NAPD is mediated by a process dependent on ATG9 which is involved in 
autophagy.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

細胞死研究はアポトーシス研究を中心に進展し、

我々のグループも大きく貢献してきたが、そのフ

レームワークの大筋は解明され現在成熟期にあ

る。ただ、以下に述べるように、哺乳動物の個体

発生期の形態形成、成体組織での新旧細胞の

交代や有害細胞の除去などに関わる生理的な

細胞死（プログラム細胞死）におけるアポトーシ

スの重要性は過大評価されており、「プログラム

細胞死の大半はアポトーシス機構に依る」という

考え方がドグマ化しているのが現状である。しか

し、このドグマには確固たる証拠もなく、一方で、

アポトーシス機構欠損マウスが正常発生する事

実や C. elegans において生物学的意義を示す

プログラム細胞死は非アポトーシス機構で担わ

れていることなどを考慮すると、プログラム細胞

死にアポトーシス以外の機構も重要な役割を演

じていると考えられる。そのような観点から、我々

は上記のドグマに挑戦すべく研究を続け、実際

にマウスの複数のプログラム細胞死系で（小腸

絨毛上皮細胞のプログラム細胞死や脚芽の骨

形成時のプログラム細胞死などに）、非アポトー

シス型細胞死機構が主要な役割を演じているこ

とを見出した。この事は、上記のドグマに重大な

欠陥があることを示しており、同時に研究のパラ

ダイムシフトの必要性を喚起している。 

また細胞死分野で長年成功していなかった非ア

ポトーシス型細胞死の in vivo イメージングに、

我々は最近成功した。このような経緯から、哺乳

動物におけるプログラム細胞死の真の理解のた

めに、今まで特に網羅的・経時的解析が不可能

であった非アポトーシス型細胞死に焦点を合わ

せ、新たな発展につながるプログラム細胞死の

解析を行なうことを提案するに至った。 

 

２．研究の目的 

本研究では我々が開発した非アポトーシス型細

胞死の in vivo イメージング法と細胞死関連の幾

つかのノックアウトマウスを用い、これまで網羅

的・定量的解析が可能でなかった非アポトーシ

ス型細胞死機構について解析を行い、特にマウ

スの個体発生中での非アポトーシス型細胞死の

時空間的マップを作製し、その細胞死の役割に

ついて解析を行い、プログラム細胞死の真の理

解に貢献しようというものである。 

 

３．研究の方法 

非アポトーシス型細胞死（ネクローシスを含む）

を起こした細胞を in vivo イメージングするために

蛍光色素 propidium iodide (PI)を、一方アポトー

シス細胞をin vivoイメージングするために、汎用

されているアクリジンオレンジ（AO）用いる。PI は、

マウスの胎盤を通過しないため、色素はマウス

胚の血管にマイクロインジェクション法により投

与する。種々のステージにある妊娠マウスのマウ

ス胚にその静脈よりPIとAOを投与する。一定時

間（約３０分）の後、マウス胚を摘出し凍結の後、

切片を作製する。これら切片を蛍光顕微鏡下に

観察し、PI と AOの蛍光シグナルを取得すること

により、マウス胚における細胞死の時空間的マッ

プを作製する。また、そこに関わる細胞死機構

については、以下のノックアウトマウスを利用して

情報を得る。 

（１） Atg9a ノックアウトマウス（Atg9 は、オートフ

ァジーに関与する因子の一つである） 

（２） Bax/Bak ダブルノックアウトマウスおよび

Caspase-9 ノ ッ クアウ トマウス （ Bax/Bak と

caspase-9 はともに、アポトーシスに関与する重

要な因子であり、これらを欠損するとアポトーシ

スは起きない） 

 

４．研究成果 

PI と AO を用い、野生型マウスの個体発生期

(E9.5〜E16.5)のプログラム細胞死の時空間的

観察を行った。その結果、公汎な時空間領域に

AOおよびPIシグナルが観察されることが分かっ

た。特に、PI 陽性死細胞の発生機序つまり関与

する細胞死機構を知るために、まずアポトーシス

因子欠損マウス（Bax/Bak ダブルKOマウスおよ

びCaspase-9 KOマウス）で同様の観察を行った



結果、アポトーシス因子欠損により消失する PI

陽性死細胞と消失しない PI 陽性死細胞が存在

することが判明した。前者はアポトーシスによる２

次的ネクローシスに相当するものと考えられるが、

後者は、非アポトーシス型プログラム細胞死機

構が intrinsic に関与する系と考えられた。特に

骨形成領域に観察されたPI陽性を示すプログラ

ム細胞死は電子顕微鏡観察においても、非アポ

トーシス型細胞死の形態を示していることを確認

した（PI 陽性細胞そのものの電子顕微鏡像を取

得する技術を確立した）。この細胞死に関与する

因子を同定するために、細胞死関連の複数のノ

ックアウトマウスを検討したが、オートファジーに

関与する ATG9a 遺伝子を欠損したマウスでは、

in vivoイメージングでこのPI陽性のプログラム細

胞死が消失していることが判明した。このことか

ら、骨形成領域で起きるプログラム細胞死は、

ATG9a に依存した新規の非アポトーシス型プロ

グラム細胞死機構によると結論した。この骨形成

における非アポトーシス型プログラム細胞死に

関する成果は、現在、論文発表に向けて準備中

である。 
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