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【緒言】 

 オートファジーは、ユビキチン-プロテアソーム系と並ぶ細胞内の主要な大規

模分解系である。この 10 年の間に、酵母の遺伝的スクリーニングによりオート

ファジー関連遺伝子（Atg）が次々と同定され、それらの多くが哺乳類にも保存

されていることが分かってきた。最近の研究により、中枢神経系でオートファ

ジーを抑制すると神経変性が起こることが明らかにされたが、その細胞死の機

構の詳細については殆どわかっていない。一方、様々な神経変性疾患において、

細胞死に先行して軸索の障害がみられることが報告され、注目されている。興

味深いことに、興奮毒性モデルマウスである lurcher では、細胞死に先行して小

脳プルキエンエ細胞の軸索が腫大し、同時に腫大した軸索内部に無数のオート

ファゴゾームが認められることが最近報告されている。 

本研究では、神経細胞におけるオートファジーの役割をより詳細に明らかに

するために、Cre-loxP システムを利用して生後プルキンエ細胞特異的にオートフ

ァジーに必須な Atg5 遺伝子が欠損したマウスを作成し解析を行った。 

 



【材料および方法】 

プルキンエ細胞特異的 Atg5 遺伝子欠損マウスを作成するために、Atg5flox/flox

マウスと Pcp2-Cre マウスを交配した。作成したマウスの遺伝子型を確認するた

めに各組織（尾、嗅球、小脳、大脳）から HotSHOT 法を用いて DNA を抽出し、

Taq DNA ポリメラーゼを用いて PCR 法を行った。協調運動機能の評価のために、

フットプリントテスト、ロータロッドテストを施行した。次に、組織学的検討

を行うため、各マウスを PBS に溶解した 4%パラホルムアルデヒド溶液にて灌流

固定後、小脳切片を作成した。各種抗体にて免疫染色後、共焦点顕微鏡にて切

片を観察した。尚、電子顕微鏡による観察には２％パラホルムアルデヒド、２％

グルタルアルデヒド含有リン酸緩衝液にて固定後に観察を行った。細胞死の定

量には、プルキンエ細胞のマーカーである抗カルビンジン抗体にて免疫染色し

た小脳切片の第 3,4,8,9 葉において、プルキンエ細胞体の中心間の距離を測定し、

単位距離間におけるプルキンエ細胞の数を定量した。 

 

【結果】 

マウスの交配により出生したAtg5flox/flox; Pcp2-Creマウスの各組織のDNAを用

いた PCR の結果、Cre-loxP システムによる遺伝子の再編成は小脳特異的に起こ

り、またこの遺伝子の再編成は出生 6 日頃より徐々にはじまり、出生 21 日でほ

ぼ完成されることが明らかになった。 

次に、行動レベルの変化を観察したが、このマウスでは出生 115 日では明ら

かな異常を認めなかった。しかし出生 294 日にて、歩幅の狭い歩行、ロータロ

ッドテストにて対象群（Atg5flox/floxマウス）と比較して落下時間が有意に早い傾

向がみられるなど、遅発性の運動失調が認められた。 

蛍光ニッスル染色と抗カルビンジン抗体を用いた免疫組織学的検討において、 

Atg5flox/flox; Pcp2-Cre マウスでは生後 56 日頃よりプルキンエ細胞の脱落が認めら

れた。プルキンエ細胞の軸索は深部小脳核（DCN）に投射しており、同部位に

おいてカルビンジン陽性の構造体はプルキンエ細胞の軸索であるため、プルキ

ンエ細胞の軸索を容易に観察できる。そこで DCN を観察したところ、Atg5flox/flox; 

Pcp2-Cre マウスでは顕著な軸索の腫大が認められた。さらに、経時的に軸索の

形態変化を観察したところ、出生 28 日で既に顕著な軸索腫大がみられており、

Atg5flox/flox; Pcp2-Cre マウスではプルキンエ細胞の脱落よりずっと早期に軸索腫

大が起こることが明らかになった。 

この腫大したカルビンジン陽性の軸索の大部分は、GABA 作動性神経終末のマ

ーカーである VGAT と共局在したが、顆粒細胞層や白質内の近位軸索において

は免疫組織学的に明らかな腫大は認められなかった。電子顕微鏡による観察で

は、DCN 内の遠位軸索において、ミエリン鞘を持たない軸索末端の大部分は腫

大していたが、ミエリン鞘を持った軸索の腫大は一部であった。これらのこと



から、腫大部は主に軸索終末付近であることが推測された。 

 電子顕微鏡による微細構造の観察では、出生 35 日の Atg5flox/flox; Pcp2-Cre マウ

スにおいて腫大した軸索内部に異常な膜構造体が蓄積している像が観察された。

異常な膜構造は、主としてシート状あるいは渦巻き状の滑面小胞体と、二重膜

構造体であった。二重膜構造は内部に未消化のミトコンドリアをはじめとする

細胞内構造物を含んでおり、分解機能を喪失した未成熟なオートファゴゾーム

である可能性も考えられたが、連続電子顕微鏡像による観察ではこれらの二重

膜構造体に明らかな間隙は認められず、ほぼ完全に閉じた構造を取っているこ

とが推測され、その由来は不明であった。 

 

【まとめ】 

１．Cre-loxP システムを用いて、小脳プルキンエ細胞特異的 atg5 欠損マウスを

作成した。 

２．Atg5flox/flox; Pcp2-Cre マウスは遅発性の運動失調を示した。 

３．免疫組織学的には、進行性のプルキンエ細胞の脱落とそれに先行する軸索

の顕著な腫大が認められた。更に電子顕微鏡による観察などから、軸索腫

大は主として軸索終末優位に起こり、オートファジーの抑制は、神経細胞

自律的に終末部を主とした軸索障害を引き起こすことが示唆された。 

４．電子顕微鏡による観察では、腫大した軸索内部には滑面小胞体や二重膜構

造体など異常な膜構造体が蓄積している像が観察された。 

５．以上の結果より、オートファジーは神経細胞において特に軸索の形態維持

に重要な役割を果たし、軸索障害を伴う様々な神経変性疾患の病態、治療

に関与する可能性が考えられた。 

 

 


