
１． は じ め に

DNAが分解される．この現象を初めて知ったとき，私

の心中には意外だという思いが生じた．DNAから転写さ

れた RNA及び，RNAから翻訳されたタンパク質はいずれ

も機能を終えると分解される．これに対し，DNAは生命

の設計図の原本であるため，半保存的複製によって一旦合

成されると，修復や組換えなどの一部の変化を除き，代謝

されることなく存在し続ける．つまり，DNAは細胞中で

分解されることはないであろうに，というのが意外だと感

じた理由の正体である．しかし実際，生体内では，この大

事な DNAを積極的に分解している局面が存在する．細胞

の死，アポトーシスを起こした細胞では，その染色体

DNAが断片化，分解される．私達は，このアポトーシス

の時に起こる DNA分解に興味を抱き，研究を始めた．そ

して，研究が進展していく過程で，アポトーシスのみなら

ず，赤血球の脱核やレンズ細胞の最終分化のステップなど

でも自身の DNAが分解されることに着眼するに至った．

私達は一貫して，どのような機構で DNAは分解されるの

か？なぜ DNAは分解されなくてはならないのか？という

素朴な問いかけに対して研究を進め，これまでにいくつか

の意外な答を明らかにすることができた１）．すなわち私達

は，遺伝子改変マウスの解析などにより，生体内でのそれ

ぞれの局面において，DNA分解を担っている責任酵素を

明らかにした．そして，DNA分解が破綻すると，マウス

は貧血，関節炎，白内障などの疾患を発症することを示

し，DNA分解が生体にとって重要な生理反応であること

を証明した．予想外の発見の連続であった一連の研究を振

り返り，どのように研究が展開していったのか，当時の思

いを交えながら紹介したい．

２． CAD／ICADシステムによるアポトーシス細胞での

DNA断片化

まず，私達の研究のスタートとなったアポトーシスから

本稿を始めたい．アポトーシスは秩序だった細胞の死で，

生体の恒常性の維持に重要な役割を果たしている２）．細胞

膜上の Fas受容体などを介して細胞にアポトーシスを誘導

する刺激が加わると，細胞死のシグナルは，アダプター分

子 Fas-associated death domain（FADD）を経て，カスパー

ゼと呼ばれる一群のシステインプロテアーゼに伝達され
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る．FADDの下流で活性化されたカスパーゼ８は，続いて

カスパーゼ３を切断して活性化し，活性化カスパーゼ３が

様々な基質を切断することで細胞に死をもたらす３）．最終

的にアポトーシス細胞は，近傍の貪食細胞によって貪食さ

れ，速やかに除去される４）．アポトーシスの特徴として，

核の凝集や，細胞膜の表層と内層における構成脂質の非対

称性の崩壊などの変化が知られているが，これに加えて

DNAの断片化が挙げられる５）．アポトーシス細胞では，ヌ

クレオソームのリンカー部分で染色体 DNAが切断され，

実際，死細胞から抽出した DNAの電気泳動を行うと，ヌ

クレオソーム単位の整数倍の長さの DNAがはしご状に検

出される（図１B）．DNA断片化は，アポトーシスの概念

が初めて提唱された時から既に報告されていた現象で，以

来アポトーシスを判定する基準の一つとされるほどにその

重要性が認知されてきた．それにもかかわらず，DNA断

片化の分子機構及び生理的意義は依然として不明なままで

あった．

私が長田重一先生の研究室に修士課程の大学院生として

所属した時，ちょうどそこでは，アポトーシス細胞で働く

DNA分解酵素 caspase-activated DNase（CAD）とその抑制

タンパク質 inhibitor of CAD（ICAD）の同定がなされたと

ころであった．長田研究室の江成政人，坂平英樹らは，ア

ポトーシス細胞での DNA断片化が，カスパーゼ３の活性

化に依存して起こること，しかしタンパク質分解酵素であ

るカスパーゼ自体には直接 DNAを分解する能力はないこ

とに着目した．すなわちカスパーゼ３によって活性化され

る DNA分解酵素（deoxyribonuclease：DNase）の存在を想

定し，タンパク質精製によってこれを同定することを試み

た．彼らは，非アポトーシス細胞（生存細胞）抽出液を活

性化カスパーゼ３によって刺激し，基質として単離核を加

えることで，in vitro においてアポトーシス時の DNA断片

化を再構成することに成功した．そして，この DNA断片

化活性を指標に，７０gものマウスリンパ節を材料に用いた

大変な労力のタンパク精製の末，DNA分解酵素として

CADを単離した６）．同時に彼らは，生存細胞中には CAD

による DNA分解を抑制する活性が存在することも見出

し，抑制活性の責任分子として ICADを同定した７）．そし

て両分子の詳細な解析により，DNA分解の分子機構が明

らかとなった（図１A）．CADは生存細胞中においては，

ICADと複合体を形成し，その DNase活性は抑制されてい

る．ここにアポトーシス刺激が加わると，カスパーゼ３が

活性化され，ICADを切断し，フリーになった CADが

DNAの断片化を引き起こす．また，ICADは CADに結合

する単なる抑制因子であるだけでなく，分子シャペロンと

協調して，リボソームで翻訳された CADペプチド鎖を機

能的な構造に折り畳む働きも有していた８）．このことは，

活性を抑制する ICADが存在する状況でしか，CADは機

能タンパク質として決して産生されないことを意味し，細

胞は，CADが作用することを強く警戒していると解釈で

きる．染色体 DNAの分解は細胞にとって致命的なカタス

トロフィであり，生命は万全の安全装置とともに CAD／

ICADシステムを進化させたのであろう．では，そこまで

警戒すべき DNA分解を敢えて実行しなくてはならない必

然性とは，一体何なのであろうか？

３． マクロファージ内で働くもう一つの DNA分解機構

私達は，この問いに答を得ようと，CADノックアウト

（KO）マウスを作製し，解析を行った．CAD KOマウス

より調製した胸腺細胞に，ステロイドであるデキサメタゾ

ンでアポトーシスを誘導した後，細胞から抽出した DNA

の電気泳動を行って，DNAの断片化を調べた．すると，

CAD KO細胞では DNAの断片化が完全に抑制されていた

（図１B）．加えてパルスフィールド電気泳動を行い，断片

化の初期過程に起こると考えられている部分的切断につい

ても解析したが，高分子 DNA断片の形成も観察されな

かった（図１C）．さらに，アポトーシス細胞として肝細胞

や赤血球前駆細胞株を用いたり，アポトーシスの刺激とし

て Fasリガンド，エトポシド等の抗がん剤，紫外線などを

用いた場合でも同じ結果が得られた９）．すなわち，CADは

死細胞内で DNA断片化を担う唯一の酵素であり，この結

論は細胞や刺激の種類に依存せず，すべてのアポトーシス

に普遍的にあてはまると考えられた．

次に私達は，DNA断片化の生理的意義について解析を

進めた．生理的意義の一つの可能性として，生命の根幹た

る DNAを切断することで細胞に死を誘導していることが

考えられた．そこで，アポトーシスの刺激を加えた CAD

KO細胞は死を免れているかどうかについて，細胞死の指

標の一つであるホスファチジルセリンの細胞膜表層への露

出をアネキシン Vの結合によって定量した．すると，

DNAの断片化が起きない CAD KO細胞でも野生型細胞と

同様の効率で，細胞死が起きていることがわかった．従っ

て，DNA断片化は細胞を死にいたらしめるのに必要なわ

けではないことが判明し，何のために DNAを切断するの

かが，益々大きな疑問となった．私達は，CAD KOマウ

スが何らかの異常を示すことでその答えが得られるだろう

と期待したが，予想に反して CAD KOマウスは顕著な表

現型を示さなかった．

その理由として，CAD欠損条件下では完全に抑制され

ているはずの DNA分解が，実は体内で起きていたこと

が，長田研究室のMcIlroyらの解析により明らかとなっ

た１０）．彼らは，CADが機能しないマウスにガンマ線を照

射して胸線細胞にアポトーシスを誘導した後，摘出した胸

腺の組織切片を用いて in vivo での DNAの断片化を解析し

た．すると，CADの機能しない胸腺においても，DNAの
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断片化を検出する TUNEL染色のシグナルが観察され，

CADの作用が欠損しても DNAが分解されるという，先述

の結果と一見矛盾する像が得られた．しかしこのマウスの

胸腺切片を，免疫染色及び TUNEL染色の二重染色によっ

て詳細に解析したところ，すべての TUNELシグナルは，

貪食細胞であるマクロファージの内部に存在しており，

DNAの断片化はマクロファージ内でのみ起こっているこ

とがわかった．これに対し野生型ではマクロファージの内

部以外にも胸腺全体に渡って多くの TUNELシグナルが観

察された．このシグナルは貪食される前の死細胞由来であ

り，通常死細胞内では CADが盛んに DNAを分解してい

ることが確かめられた．すなわち CADが機能しないと，

死細胞内での DNA断片化は完全に抑制されているが，貪

食された後に，マクロファージのリソソーム内で依然とし

て DNAが分解されることが明らかとなった．

よって，アポトーシス時の DNA分解には異なる二つの

機構が存在することがわかった．死細胞内で働く CADに

加え，マクロファージ内に存在する別の DNaseの存在が

示唆された．そこで我々が候補として着目したのは，至適

pHを酸性側に持ち，リソソームに局在することが知られ

ていた DNaseIIと呼ばれる DNaseである．DNaseIIの線虫

ホモログ nuc-１に変異を持つ線虫では，アポトーシスを

起こした細胞の DNA分解が妨げられるという Horvitzら

の報告１１）も，DNaseIIが，私達が探し求めるもう一つの

DNaseである可能性を示唆していた．私達は，体内での

DNA分解を完全に阻害するためには，この二つの機構を

共に破壊する必要があると考えた．従って，最終的に

CAD及び DNaseIIのダブルノックアウトマウス（DKO）を

作製することを計画し，DNaseII KOマウスの作製に着手

した．

４． DNaseIIが担う，アポトーシス以外での

DNA分解の発見

すると DKO作製を待たずして，DNaseII KOマウスは

出生することなく胎生致死であった１２）．発生時期を追跡し

た解析により，ほとんどの DNaseII KO胎仔は胎生１４．５

日目（E１４．５）から E１７．５の間の胎生後期に死亡し，出生

後に生存しているマウスは１例も存在しないことがわかっ

た．胎生後期の DNaseII KO胎仔は体色が顕著に白く，重

篤な貧血所見を示した（図２A）．実際，末梢の全赤血球数

は野生型の１／１０にまで減少していた．アポトーシスの

DNA分解に関与すると考えられた DNase欠損の結果，貧

血を呈し胎生致死となるという予想外の結果が得られ私達

は戸惑ったが，赤血球造血に異常をきたしている可能性を

考え，解析を進めることにした．

胎生期の造血は，E８．０頃から開始される胎仔型造血と

E１２．０頃から胎仔肝臓で行われる成体型造血（成体での造

血も引き続きこのタイプであるのでこう呼ばれる）の二つ

が存在する．胎仔型造血では，形成される赤血球は胎生型

ヘモグロビンを持つが，成体型造血では成体型ヘモグロビ

ンを持つ．加えて，胎仔型造血で形成される赤血球は他の

体細胞と同様，核を有するのに対し，成体型造血で形成さ

れる赤血球に核は存在しない．成体型造血では，赤血球前

駆細胞から赤血球が最終分化する際に，脱核とよばれる現

象によって核が放出されるからである．DNaseII KOでの

貧血所見は E１２．５付近では明らかでなく，E１４．５以降から

発現し徐々に重篤化するので，胎仔肝臓での成体型造血に

異常を生じている可能性が考えられた．私達はまず，

DNaseII KO胎仔肝臓において酸性 DNaseの活性が消失し

ているかを調べた．胎仔肝臓の組織抽出液にプラスミド

DNAを加え，酸性条件化で反応させたところ，野生型か

らの抽出液は強い DNase活性を示した．これに対し，

DNaseII KO胎仔肝臓からの抽出液ではこの活性が消失し

ていた（図２B）．この結果より，DNaseII KOマウスでは

リソソームにおける DNA分解能力が著しく低下している

ことが予想され，私達は，このマウスで DNAの分解不全

が起きている可能性を期待した．そこで E１４．５における

胎仔肝臓の組織切片を作製し，組織学的解析を行ったとこ

ろ，KOの胎仔肝臓では，野生型では決してみられない巨

大な細胞が，組織一面に多数観察された．マクロファージ

のマーカーである F４／８０に対する免疫染色の結果，この

細胞は異常に肥大化したマクロファージであると判明し

た．そして，DNAを特異的に染色するフォイルゲン染色

を行ったところ，細胞内部が強く染色され，大量の DNA

が存在することが示された（図２C）．電子顕微鏡を用いて

この細胞を詳細に解析した結果，細胞内部には，DNAで

満たされたリソソームが多数観察された．成体型造血がさ

かんに行われている胎仔肝臓では夥しい数の脱核された核

が処理される必要がある．よって，DNaseII KOマウスで

観察される肥大化したマクロファージは，赤血球前駆細胞

から脱核された核を貪食したものの，核 DNAを分解する

ことができず，リソソームに蓄積したものと結論された．

赤血球造血において，赤血球前駆細胞及び赤血球に

DNaseIIが必要なわけではないことを確かめる目的で，造

血幹細胞を含む胎仔肝臓の細胞を，ガンマ線照射した野生

型マウスに移植する移植実験を行った．ホストマウスは，

移植なしでは造血幹細胞が死滅しているため，造血不全で

死亡する．しかし，野生型マウスの胎仔肝臓細胞を移植す

れば，幹細胞が生着して造血を行うため，ホストマウスは

生存する．ここで，DNaseII KOマウスからの胎仔肝臓細

胞を用いて移植を行っても，ホストマウスは生存した．さ

らにこのホストマウスの末梢血細胞のマーカー解析によ

り，DNaseII KOドナー細胞に由来する赤血球が確かに存

在することが確認された．これらより，DNaseIIを欠損す
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る赤血球前駆細胞でも正常な環境下では増殖及び赤血球へ

分化する能力を有することがわかった．赤血球造血は造血

島と呼ばれる構造で行われることが知られている．造血島

では，中央に一つのマクロファージが位置し，多くの赤血

球前駆細胞がマクロファージと接着を保った状態で増殖，

分化する．このことからもマクロファージが造血を制御す

る可能性は十分あり得ると考えられた．よって，移植実験

の結果は，このマウスでの造血異常が，赤血球自体の異常

によるものではなく，DNaseII欠損の結果，未分解 DNA

を蓄積したマクロファージに起因するという考えを強く示

唆した．

以上より，赤血球が成熟する際に脱核された核はマクロ

ファージに貪食され，その核 DNAは DNaseIIの働きに

よって分解されることがわかった（図２D）．脱核過程は細

胞死ではないため，CADは活性化されず DNaseIIが一手

にその分解を担う．DNaseIIが欠損すると，マクロファー

ジのリソソームに未分解 DNAが蓄積し，赤血球前駆細胞

の分化，増殖が妨げられて赤血球の発生不全が起きると結

論した．この結果は，DNAの分解が血球細胞，ひいては

個体の発生に必須な役割を果たしていることを明らかにし

た初めての報告となった．それでは，なぜマクロファージ

に DNAが蓄積すると造血が妨げられるのか？ その理由

が明らかになったのはさらに解析の進んだ後のことであ

り，本稿でも，もう少し後の部分で詳しく述べたい．

５． 再びアポトーシスにおける DNA分解

赤血球分化過程での脱核についての発見は，私達にとっ

てまったく予期し得ぬものであり，逆遺伝学の威力と醍醐

味を十分享受する結果となったと言える．私達はここで再

び当初の目的に立ち返って，アポトーシス時の DNA分解

について研究を進めることにした．アポトーシス時の

DNA分解は CAD及び DNaseII双方によって担われている

という私達の仮説を検証するため，マクロファージに死細

胞を貪食させて，マクロファージ内の DNAの蓄積を調べ

る，in vitro の貪食―DNA分解実験を行った．図１Bの

DNA分解を調べた実験では，培養系には死に行く細胞し

か存在しないが，この実験では貪食細胞を役者として加え

ることで，生体内での DNA分解がより忠実に再現される

（死細胞内でも貪食細胞内でも DNA分解が行われる）系

を構築した．具体的には，野生型もしくは CAD KOマウ

スより調製した胸線細胞にアポトーシスを誘導し，野生型

もしくは DNaseII KO胎仔の胸腺から調製したマクロ

ファージと共培養して貪食及び DNA分解を行わせた１３）．

その後，マクロファージをフォイルゲン染色により染色

し，細胞内の DNAの蓄積を調べた（図３A）．野生型マク

ロファージでは，貪食した死細胞由来の DNAは速やかに

分解されるため，死細胞が野生型，CAD KOいずれの場

合でも DNAの残存はほとんどみられない．一方，

DNaseII KOマクロファージに貪食させた場合，死細胞が

野生型であってもマクロファージ内に DNAの残存がみら

れた．この時，さらに死細胞に CAD KO細胞を用いると

DNAの蓄積は一層顕著となり，DNaseII KOマクロファー

ジ内部は未分解 DNAで満たされてしまった．この結果は

私達の仮説を強く支持した．

そこで，生体内においても CADと DNaseIIがアポトー

シス時の DNA分解を担っていることを証明するため，交

配により CAD／DNaseII DKOマウスを作製し，解析を行っ

た１３）．すると T細胞のセレクションの過程で大量のアポ

トーシスが起こる胸線において，DNaseII KO（DNaseII sin-

gle KOを表す），CAD／DNaseII DKOのいずれにおいても

DNAをリソソームに蓄積して肥大化したマクロファージ

が多数観察された．続いて，電子顕微鏡を用いて詳細に観

察を行ったところ，DNaseII KO，DKOのマクロファージ

では，蓄積された DNAの形状に相違があることがわかっ

た（図３B）．DKOではリソソーム内に繊維状の構造物が

観察され，未分解の高分子 DNAが蓄積していると考えら

れるのに対し，DNaseII KOでは蓄積物は粒子状であり，

切断を受けた DNAが蓄積していることを表していた．

DNaseII KOでは，死細胞が貪食される前に CADの作用で

DNAはヌクレオソーム単位にまで分解されるが，マクロ

ファージに貪食された後はそれ以上分解が進まず，断片化

された状態でリソソームに蓄積するためと結論した．以上

の結果より，生体内においてアポトーシス時の DNA分解

は死細胞内の CADと貪食細胞内の DNaseIIが協調的に

担っていることが証明できた（図３C）．

では，胸線においてアポトーシス由来の DNAが蓄積す

ると，生体に何らかの不都合が生じるのだろうか？ 野生

型，CAD KO，DNaseII KO，CAD／DNaseII DKOの四者

で，E１７．５の胸線の大きさを比較すると，CAD KOでは野

生型と差はないが，DNaseII KOの胸線は野生型より小さ

く，DKOではさらに矮小化していた（図３D）．実際，含

まれる胸線細胞の数も，DNaseII KOでは野生型の３０％，

DKOでは１２％にまで大きく減少していた．この表現型は

４者における DNAの蓄積の度合いによく相関しており，

アポトーシス由来の DNA蓄積によって T細胞の発生が妨

げられたと考えられた．これによって私達は，アポトーシ

スでの DNA分解の不全が生体の恒常性を乱すことを遂に

明らかにし，アポトーシスでの DNA分解が生体にとって

重要な生理反応であることを証明できたわけである．加え

てこの結果は，アポトーシスでは，ただ細胞が死ぬだけで

は不十分で，死後に適切に処理される過程も同等に重要で

あるとの考えをもたらし，細胞死の理解に新たな側面を加

えることとなった．
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図１ CAD／ICADシステムによる DNA断片化
（A）CAD／ICADシステムの模式図．（B）（C）野生型また
は CAD KO胸腺細胞にデキサメタゾンでアポトーシス
を誘導した後，経時的に DNAを抽出し，電気泳動に
よって DNAの断片化を調べた．（B）ではコンベンショ
ナルなアガロース電気泳動により，ヌクレオソームユ
ニットへの断片化を検出．（C）ではパルスフィールド
電気泳動を用い，ラージスケールでの DNA断片化を
検出．

図２ DNaseIIは赤血球前駆細胞より脱
核された核 DNAの分解を担う

（A）E１７．５における野生型，DNaseII KO
胎仔の写真．写真の下には末梢の全赤
血球数を示す．（B）胎仔肝臓の組織抽出
液に含まれる酸性 DNase活性の測定．
DNaseII＋／＋，＋／－，－／－マウスの
胎仔肝臓抽出液もしくはウシ DNaseIタ
ンパク質もしくはブタ DNaseIIタンパ
ク質（それぞれについて３点のタンパ
ク質濃度で測定）に，プラスミド DNA
を加え，EDTA存在化の酸性条件で反
応させた後，DNAを電気泳動した．こ
の実験条件下では，中性 DNaseである
DNaseIの活性は検出されず，酸性
DNaseの DNaseIIの活性を強く検出す
ることがわかる．M：DNAサイズマー
カー，C：未分解プラスミドをコント
ロールとして泳動（C）E１４．５における
野生型，DNaseII KO胎仔肝臓切片を
フォイルゲン染色した．DNAが特異的
に紫に染色される．KOでは肥大化した
マクロファージ内部に大量の DNAが存
在する．（D）脱核された核 DNA分解の
模式図．脱核された核はマクロファー
ジによって貪食され，DNaseIIの働きで
完全分解される．
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図３

図４
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図５ 成体での DNaseII欠損は関節炎を引き起こす
（A）１０カ月齢以上を経過した各遺伝子型マウスの前後肢の写真．（B）１０カ月齢以降の各遺伝子型マウスの関節部組織切片を HE染色
した．健常状態（コントロールマウス）では，２本の骨の間には関節腔が存在し，数層の細胞からなる滑膜が関節を囲んでいる．
DNaseII欠損では pannus（炎症性肉芽組織）が形成され激しい炎症が起きている．B；骨，BM；骨髄，C；軟骨，JC；関節腔，P；pan-
nus, Sy；滑膜（C）DNaseII欠損マウスでの関節炎発症のモデル図．図の一部に文献４５）の図を改変したものを転載．

図６ レンズ線維細胞での DNA分解は DLADが
担う

（A）レンズにおける線維細胞の終末分化と細胞内
小器官の分解の模式図．図の一部に文献４６）の
図を改変したものを転載．（B）野生型，DLAD
KOマウスにおけるレンズ切片のフォイルゲン染
色像．AS；前方，Ep；上皮組織，PS；後方，
OFZ；オルガネラフリーゾーン

図４ マクロファージの産生する IFN-βが血球細胞の発生阻害を引き起こす
（A）E１４．５胎仔肝臓から調製した RNAを用いた gene-array解析の結果．
DNaseII KOでは，IFNによって遺伝子発現が誘導される遺伝子群が強く発
現していた．代表的ないくつかの遺伝子において，野生型マウスでのシグナ
ルを１とした時の DNaseII KOマウスでのシグナルの増加を表に示した．
（B）各遺伝子型の E１７．５胸腺における IFN-β遺伝子の発現．野生型マウスで
の発現量を１とした時の相対値を示し，胸腺での DNA蓄積の状態，胸腺に
含まれる細胞数（野生型を１００とした時の相対値）を，表に並べて比較した．
IFN-β遺伝子の発現パターンは DNA蓄積の程度，T細胞発生阻害の程度と
よく相関する．（C）E１４．５ DNaseII KO胎仔肝臓切片に対し，IFN-βアンチセ
ンスプローブを用いて in situ ハイブリダイゼーションを行った．茶色が IFN-
βのシグナルを示している．DNAを蓄積して肥大化したマクロファージが
IFN-βを発現していることがわかる（矢印）．（D）E１７．５におけるコントロー
ルマウス，DNaseII KOマウス，DNaseII／IFN-IR DKOマウスの写真．パネル
内部にはヘマトクリット値（血液中の赤血球容積を表す）を示す．（E）生後
のコントロールマウスと DNaseII／IFN-IR DKOマウスにおける胸腺の写真．
胸腺の重量を下に示す．

図３ CADと DNaseIIが協調的に，アポトーシス細胞の DNA分解を担う
（A）in vitro 貪食―DNA分解アッセイ．アポトーシスを誘導した胸腺細胞とマ
クロファージを３時間共培養後フォイルゲン染色した．用いた死細胞とマク
ロファージの遺伝子型を示し，それぞれのパネルに，代表的な一つのマクロ
ファージの像を示す．細胞中央の大きなシグナルはマクロファージの核
DNA．小さなシグナルは貪食した死細胞由来の DNA．（B）DNaseII KO,
CAD／DNaseII DKOの E１６．５胸腺における，DNAを蓄積したマクロファー
ジの電子顕微鏡写真．データは大阪大学医学部第一解剖学教室 内山安男先
生（現 順天堂大学）の研究室との共同研究によって得られたものである．
茶色の線で囲まれるのが肥大化した一つのマクロファージ．青の線で囲んだ
一つのリソソームの拡大像を右のパネルに示した．拡大像では，両遺伝子型
における蓄積された DNAの形状の違いがわかる．MN；マクロファージの
核，N；貪食した死細胞由来の核 DNA（C）アポトーシス時の DNA分解の模
式図．（D）E１７．５各遺伝子型胎仔の胸腺の写真．パネル内部には，含まれる
胸腺細胞の数を示す．
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６． 未分解 DNA蓄積と血球細胞発生異常をつなぐもの

ここまでで，赤血球分化時の脱核由来 DNA分解は

DNaseIIが，アポトーシス由来の DNA分解は CADと

DNaseIIの双方がそれぞれ担っていることがわかった（図

２D，図３C）．二つの異なる局面での DNA分解に共通項と

して見出せることは，分解が妨げられると，未分解 DNA

がマクロファージ内に蓄積するということである．そし

て，胎仔肝臓では赤血球，胸腺では T細胞と，細胞種は

異なるものの，いずれも DNAを蓄積したマクロファージ

近傍に存在する血球細胞の発生が妨げられるということで

ある．私達は，この赤血球，T細胞の発生不全はともに

DNAを蓄積したマクロファージを起因とし，同一の機構

を介して起こっている可能性を考えた．では，なぜ自己由

来の DNAの蓄積が血球細胞の発生を妨げるのだろうか？

その機構が次に明らかにすべき私達の疑問となり，研究は

新たなステップへと展開した．

その機構について，私達は二つの可能性を考えた．一つ

は，通常マクロファージは血球細胞の増殖，分化，生存な

どを促進する働きを有しているが，DNAを蓄積したマク

ロファージは機能不全に陥り，このサポート能力が失われ

たという仮説である．もう一つの可能性は，DNAの蓄積

が何らかの刺激となり，マクロファージにストレス反応も

しくは活性化を惹起した結果，血球細胞を傷害する作用を

もたらしたという仮説である．この二つの可能性を検証

し，血球細胞の発生が妨げられた機序にヒントを得るた

め，私達は DNAの蓄積した臓器における遺伝子発現の変

化を網羅的に解析した．すなわち，赤血球発生が抑制され

ている DNaseII KOの胎仔肝臓を用いて gene-array解析を

行った１４）．すると，DNaseII KO胎仔肝臓では，インター

フェロン（IFN）によって誘導される一群の遺伝子が強く

発現している結果が得られ，私達は驚いた．例えば，

DNaseII KOにおいて，IFN- γ -inducible GTPaseは野生型と

比較して３１倍に，IFN誘導性ケモカインである IP１０は

２７．７倍にも発現上昇していた（図４A）．そこで，IFN自

身の遺伝子発現が誘導されているかどうかを，ノーザンハ

イブリダイゼーションによって調べたところ，DNaseII

KOでは IFN-β，IFN- γの発現が上昇していた．IFNは抗ウ

イルス作用を持つ，自然免疫の代表的なサイトカインであ

り，DNaseII KOの胎仔肝臓では自然免疫が活性化されて

いるという予期せぬ事実が明らかとなった．IFNは臨床で

投与された場合，しばしば貧血の副作用を伴うことが報告

されている．IFNが赤血球造血に及ぼす影響を調べるた

め，マウス胎仔肝臓より調製した赤血球前駆細胞に，IFN-

βもしくは IFN- γを添加し，４８時間培養後の生細胞数を
測定した．その結果，IFN- γでは増殖抑制効果はそれ程顕
著ではなかったが，IFN-βを添加した場合，濃度依存的に

増殖抑制効果がみられた．これらより，DNaseII KOマウ

スでの造血異常に IFN-βが関与していることが示唆され，
二つの仮説のうちの後者が正しいのではないかと考えられ

た．

次に，胸腺での T細胞の発生抑制にも IFN-βが関与し
ている可能性を検討した．IFN-βは T細胞に対しても，発

生過程の細胞増殖を CD２５＋CD４４―プレ Tステージで抑制す

ることが報告されている．DNaseII／CAD DKOマウスの E

１７．５胸腺に含まれる T細胞の分化段階をフローサイトメ

トリーで解析したところ，プレ Tステージ付近で発生が

抑制されている結果が得られた１３）．さらに，胸線における

IFN遺伝子の発現をリアルタイム PCRによって定量し，

野生型，CAD KO，DNaseII KO，CAD／DNaseII DKOの四

者で比較した１３）（図４B）．IFN-αの発現は四者において有
意な差は認められなかった．IFN- γは，DNaseII KO及び

CAD／DNaseII DKOで野生型の約１０倍の発現上昇がみら

れたが，両者の間に差は認められなかった．これに対し，

IFN-βの遺伝子発現は，CAD KOでは野生型と差はないが，

DNaseII KOでは野生型の８倍，さらに DKOでは８０倍も

の大きな上昇がみられた．四つの遺伝子型における IFN-β
の遺伝子発現のパターンは，それぞれにおける DNAの蓄

積及び，T細胞発生抑制のパターンとよく相関していた．

以上の結果より，赤血球及び T細胞の発生を抑制して

いる原因は，共に IFN-βの過剰産生であることが強く示唆
された．そこで，IFN-βを産生している細胞を同定するた
め，DNAの蓄積した胎仔肝臓で，in situ ハイブリダイ

ゼーションを行ったところ，DNAを蓄積したマクロ

ファージが IFN-βを発現していることがわかった１４）（図４

C）．さらに先述の in vitro 貪食―DNA分解の系（図３A）に

おいても検討を行ったところ，CAD KO死細胞を貪食し

て未分解 DNAを蓄積した DNaseII KOマクロファージで

は，IFN-βの遺伝子発現が上昇することが確認できた１５）．

この結果は，DNaseII KOマクロファージによる IFN-βの
産生が，他の細胞を介すなどいくつかの反応を経た後の二

次的反応ではなく，未分解 DNAの蓄積によってマクロ

ファージに直接誘導される反応である可能性を強く示唆し

た．

産生された IFN-βの作用が血球細胞発生抑制の原因であ
ることを遺伝学的に証明するため，IFNのレセプターと

DNaseIIの DKOマウスの作製を行った１４）．IFN-βのレセプ
ターである type-I IFN receptor（IFN-IR）が野生型である

場合，DNaseII KOマウスは決して誕生しないが，

DNaseII／IFN-IR DKOマウスは，何とほぼメンデルの法則

に従って誕生した．E１７．５の DNaseII／IFN-IR DKOマウス

は，野生型と比較しても，体色，ヘマトクリット値ともに

差はなく，赤血球造血が正常レベルにまで回復していた

（図４D）．また，生後の胸線の大きさも DNaseII／IFN-IR
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DKOと野生型との間に差は認められず，T細胞発生抑制

の異常も同時に解除されていた（図４E）．一方，IFN- γの
レセプターである type-II IFNRと DNaseIIの DKOマウス

は誕生することはなかった．以上の結果により，DNA分

解不全によって起こる病態の機序が次のように明らかと

なった．赤血球の脱核由来の DNAが分解されずにマクロ

ファージに蓄積すると，マクロファージは活性化され，

IFN-βを産生する．産生された IFN-βは赤血球前駆細胞に
細胞傷害性を示し，貧血の結果マウスは死亡する．アポ

トーシス細胞の DNAがマクロファージに蓄積すると，こ

こでも IFN-βが産生され，T細胞の発生を抑制する．従っ

て，この DNAは完全に自己の分子でありながら，分解さ

れるべき局面で分解されないと自然免疫を活性化して血球

細胞の発生を妨げることが明らかとなった．自己 DNAが

自然免疫を活性化させる分子機構については現在も不明な

点が多く残されているが，後の章でいくらか議論したい．

７． 成体では，DNaseIIが欠損すると関節炎を発症する

IFN-βがキーファクターであることを示し，DNA分解

不全によって起こる異常の機序が明らかとなることで，私

達の疑問に対する答は得られた．しかし一方で，DNaseII

遺伝子の欠損はマウスに胎生致死をもたらすため，成体

（adult stage）での解析を不可能にしていた．私達は，成体

での DNaseIIの働きも知りたいと考え，二つの系統の遺伝

子改変マウスを用いることにした．一つは先述の

DNaseII／IFN-IR DKOマウスである（図４D）．このマウス

では致死性貧血が解除されており成体での解析が可能と

なった．これに加え，Mx１-Cre／loxPシステムを用いた，

薬剤誘導型の DNaseIIコンディショナル KOマウス（CKO）

を作製した．このマウスは poly（I）：poly（C）を腹腔内投

与すると，Creリコンビナーゼが発現し，不可逆的に

DNaseII遺伝子を破壊する．生後１カ月の時点で poly（I）：

poly（C）を投与することにより，多くの組織で DNaseIIを

欠損する成体マウスを得た．

私達は，DKO及び CKOではいずれも観察を続けるにつ

れて前肢と後肢の末端が腫脹してくることに気づいた１６）

（図５A）．腫脹は加齢とともに増悪化し，指が変形すると

ともに，関節部の可動性が著しく低下した．この所見は，

DKOでは生後２カ月前後から観察され，６カ月までには

全例で腫脹が認められた．CKOにおいても poly（I）：poly

（C）投与後，同様のタイムコースでこの異常が観察され

たので，この腫脹は DNase II遺伝子単独欠損の効果によ

るものと結論した．この２系統のマウスは同一の表現型を

示したことより，以降，本稿では二つを併せて DNase II

欠損マウスと表記する．私達は，このマウスがヒト関節リ

ウマチ（rheumatoid arthritis：RA）に類似した関節炎を発

症しているのではないかと考えた．RAは，人口の約１％

近くが罹患する社会的に重大な慢性炎症性疾患である１７）．

RAでは，関節を覆う滑膜組織の滑膜細胞が過増殖し，

pannusとよばれる肉芽様の炎症組織を形成する．炎症は

慢性的に進行し，軟骨，骨が破壊され，関節部において可

動性低下や強い痛みなどがもたらされる．RAの原因につ

いては不明の点が多いが，T細胞や B細胞，炎症性サイ

トカインなどが関与する自己免疫疾患と考えられている．

そこで私達は，DNase II欠損マウスの関節部の組織切片

を用い，組織学的解析を行った（図５B）．DNase II欠損マ

ウスでは滑膜細胞が過増殖し，そこにリンパ球，マクロ

ファージ，好中球などの免疫細胞も浸潤しており，pannus

が形成されていた．pannusは関節腔を埋め尽くし，浸食

の結果，軟骨は消失していた．骨も激しく破壊され，骨髄

と骨外部が貫通している部位も認められた．これら組織像

はヒト RAの病理像によく類似していた．

RAでは関節の炎症部位で，大量の炎症性サイトカイン

が産生されることが報告されている．そこで，DNase II欠

損マウスの関節組織における炎症性サイトカインの遺伝子

発現を，リアルタイム PCRによって定量した．すると欠

損マウスでは，正常マウスに比べ，TNF-αが１０倍，IL-１β
が２０倍，IL-６が１００倍にも大きく発現上昇しており，激

しい炎症が起きていることを裏付けると共に，このマウス

でみられる関節炎がヒト RAに類似していることをさらに

支持した．

次に，なぜ DNase II遺伝子の欠損で関節炎が起こるの

か，その原因を探った．未分解 DNAを蓄積した器官が発

症に関与している可能性を考え，様々な組織の検索を行っ

たところ，脾臓や骨髄などの造血器官において DNAを蓄

積したマクロファージが多数観察された．赤血球前駆細胞

由来の DNAが蓄積していると考えられ，胎生期のみなら

ず成体においても，DNaseIIが脱核由来の DNA分解を

担っていることがわかった．そして，DNase II欠損マウス

の骨髄，脾臓では TNF-α遺伝子の発現が，野生型マウス
に比べ約２倍に上昇していることを見出した．この上昇

は，四肢の腫脹が観察され始める時期である２．５カ月齢以

前から既に観察された．加えて血清中に含まれる TNF-α
の濃度を ELISAにより測定したところ，野生型マウスで

は検出限界（２０pg／ml）以下なのに対し，欠損マウスでは，

やはり２．５カ月齢以前から約１００pg／mlに達する TNF-α
が検出された．さらに，骨髄切片を用いた免疫染色を行っ

た結果，DNAを蓄積したマクロファージが TNF-αを産生
していると結論した．

TNF-αは RA発症において重要な役割を果たしている代

表的な炎症性サイトカインであり，TNF-αトランスジェ
ニックマウスが関節炎を発症する１８）ことからも，RA発症

のトリガーとなりうると考えられている．DNaseII欠損マ

ウスにおいて，TNF-αが関節炎発症に関与しているかを
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明らかにするため，TNF-αに対する中和抗体を，まだ腫
脹が観察されない１カ月齢の時点から欠損マウスに投与

し，発症に与える影響を調べた．PBS投与 DNaseII欠損マ

ウスでは２カ月から３．５カ月齢の間に四肢の腫脹が観察さ

れたが，中和抗体を投与した DNaseII欠損マウスでは明確

な腫脹は観察されなかった．また，炎症の重篤度の指標と

なる，血清中のMMP-３（matrix metalloprotease-３）濃度を

測定したところ，PBS投与群では野生型の４倍に上昇し

ているのに対し，抗体投与群では上昇はみられなかった．

すなわち，抗 TNF-α中和抗体の投与は，このマウスでの
関節炎発症を抑制することがわかった．抗体投与の実験が

一過的な効果をみているにすぎない可能性を否定するた

め，DNaseII／IFN-IR／TNF-α三重欠損（triple KO：TKO）マ

ウスを作製し，長期的な経過観察を行ったところ，生後

１２カ月齢の時点でも関節炎の発症はほとんど観察されず，

TNF-αが発症に必須な役割を果たしていることを証明し
た（未発表）．

RAでは，B細胞，T細胞といった獲得免疫が発症に関

与していると考えられている．そこで，機能的な B細胞

及び T細胞を共に欠損する Rag２欠損マウスとの交配を行

い，DNaseII／IFN-IR／Rag２三重欠損マウスを作製したとこ

ろ，Rag２欠損下においても関節炎は発症した（未発表）．

すなわち，このマウスでの関節炎は獲得免疫非依存性であ

ることがわかった．この結果は同時に，最近 RAへの関与

が注目されている Th１７細胞及び IL-１７も発症に必須では

ないことを意味している．

以上より，DNaseII欠損マウスで関節炎が発症する機構

は次のように考えられる１９）（図５C）．赤血球造血時の脱核

由来 DNAが分解されずに脾臓や骨髄のマクロファージに

蓄積した結果，マクロファージは活性化されて IFN-βのみ
ならず，TNF-αを産生する．TNF-αは現時点における発
症のトリガーの有力候補である．TNF-αは血流にのって
体内を循環し，炎症刺激に対して感受性が高いと考えられ

ている関節の滑膜細胞を刺激する．この結果，滑膜細胞の

増殖が促されると共に炎症性サイトカインやケモカインの

産生が誘導され，滑膜炎の引き金が引かれる．あるいは

TNF-αの作用は滑膜細胞に直接的なものだけではなく，
単核球，好中球などを活性化させ，滑膜組織に浸潤させる

ことでも炎症に寄与しているかもしれない．いずれにせ

よ，こうして TNF-α，IL-１β，IL-６などの炎症性サイトカ

インが互いに互いの産生を増幅しあう，サイトカインス

トームと呼ばれる状態が関節に形成されて炎症は増悪化

し，最終的に骨破壊に至る重篤な関節炎を導くと結論し

た．TNF-αのみならず IL-６，IL-１βなどの炎症性サイトカ
インも病態に深く関わっている可能性が十分考えられる．

DNAを蓄積したマクロファージにおいて IL-６，IL-１βの産
生が亢進していないか，及びこれらサイトカインのブロッ

クが発症を抑制する効果を持つか，現在解析を続けている．

DNaseII欠損マウスの解析の結果より，成体においても

DNA分解が恒常性の維持に重要な役割を果たしているこ

とを明らかにできた．また，根本原因が未だ明らかでない

関節炎において，DNAの分解異常という思いもよらない

現象が，発症の原因となり得る可能性を示した．DNaseII

欠損マウスは，C５７BL／６，C５７BL／６及び１２９の混在，

BALB／cなど複数の遺伝背景（系統）で発症が観察される．

これまでに報告されている関節炎モデルマウスでは，発症

が遺伝背景に依存する事例が多いことを考えると，

DNaseIIの欠損は，発症に対する強いリスクファクターと

いうことができる．最近，ドイツのグループが，ヒト

DNaseII遺伝子近傍の一塩基多型（single nucleotide polymor-

phism：SNP）を解析したところ，RA患者では，DNaseII

遺伝子の５′領域に存在する SNPを両アレルに持つ確率

が，非 RA対照群の２倍高頻度でみられるという結果を報

告したこと２０）は注目に値する．RA患者において，DNAの

分解異常やマクロファージの恒常的な活性化が発症のリス

クファクターの一つであるかどうか，今後慎重に検討する

必要があるだろう．そして，DNaseII欠損マウスでの関節

炎は獲得免疫非依存的で，サイトカイン依存的であること

がわかった．このことは T細胞，B細胞の関与が重要と

考えられている RAにおいて，実はマクロファージや自然

免疫の活性化のみでも発症を成立させ得るという可能性を

示唆する．近年，自己抗原が存在せず，自然免疫やサイト

カイン産生の異常により発症する免疫疾患がクローズアッ

プされ，自己炎症性疾患という枠組みが提唱されてい

る２１）．RAは，多様な原因及び機序により発症する，ヘテ

ロな疾患の集合体と考えられている．RAの一部の群が，

自己炎症性疾患の基準をみたす可能性があるのではないだ

ろうか．RAの原因や発症機序については未だに不明な点

が多く残されている．DNaseII欠損マウスは，ヒトの RA

と類似した特徴を持つ優れた疾患モデル動物として，発症

機構の解明や新規治療法の開発に貢献することが期待され

る．

８． 未分解 DNA蓄積からのシグナル伝達機構

致死性貧血及び胸腺発達阻害，または関節炎において，

発症のキーファクターである IFN-β，TNF-αはいずれも
DNAを蓄積したマクロファージが産生していると考えら

れるが，自己 DNAの蓄積がサイトカイン産生を誘導する

機構は一体何であろうか？ 自己 DNA蓄積によるシグナ

ル伝達経路の分子機構を明らかにするため，DNaseII KO

マウスと，サイトカイン誘導に関与する可能性のある候補

分子との多重欠損マウスを作製して，貧血を免れて誕生す

るかどうか解析した．IFN-βは微生物感染時に遺伝子発現
が強く誘導されるが，この誘導には転写因子 IFN regula-
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tory factor（IRF）-３及び IRF-７が重要な役割を果たしてい

る２２）．そこで，IRF-３及び IRF-７と DNaseIIとの三重欠損

マウスを作製した．すると，IRF-３／IRF-７／DNaseII TKOマ

ウスでは，胎仔肝臓での IFN-βの誘導が著しく抑制されて
おり，DNaseII／IFN-IR DKOマウスとほぼ同等の確率で貧

血を免れて誕生した２３）．よって，DNaseII欠損状況下での

自己 DNAからの IFN-β誘導には，IRF-３及び IRF-７が関

与しており，微生物感染時と同一の転写因子が用いられて

いることがわかった．それでは転写因子の上流で未分解

DNAを認識する分子は何であろうか？ Toll様受容体

（Toll-like receptor：TLR）のシステムは，細菌やウイルス

の構成成分を認識し，自然免疫を活性化させることが知ら

れており２４），IRF-３／IRF-７を介して IFN-βを誘導する．
TLRファミリーには二本鎖 RNAを認識する TLR３など，

核酸を認識するレセプターが存在する．中でも TLR９は細

菌の DNAに高頻度に含まれる非メチル化 CpG配列をリ

ソソームにおいて認識し，シグナル伝達の起点となる２５）．

私達は，自己の DNAであっても未分解のまま大量に蓄積

した場合，核酸を認識する TLRを誤作動させてしまい自

然免疫を活性化する可能性を考えた．そこで DNaseIIと

TLRシステムの構成分子との多重 KOマウスを作製し，

解析を行った．TLR３または TLR９と DNaseIIの DKO，す

べての TLRからのシグナル伝達に必須なアダプター分子

であるMyD８８及び TRIFと DNaseIIとの TKOマウスを作

製したが，いずれの場合もマウスは１匹も誕生することは

なかった１５）．加えて，これら多重欠損マウスの胎仔肝臓に

おける IFN-βの遺伝子発現を定量したが，DNaseII単独

KOと同程度の強い IFN-βの発現が依然として観察され
た．ところで，TLRは NF-κBの活性化を介して TNF-α等
の炎症性サイトカインの産生も誘導する．関節炎発症に重

要なサイトカイン産生についても TLR９の関与を検討する

ため，DNaseII／IFN-IR／TLR９三重欠損マウスを作製した

が，関節炎の発症は抑制されなかった（未発表）．これら

の結果より，TLRのシステムは，未分解自己 DNAによっ

てサイトカインを誘導する際のシグナル伝達に必須ではな

く，TLR以外に DNAを感知する経路が存在すると考えら

れた．長田研究室の岡部と佐野はこのシグナル伝達を担う

分子を同定する目的で発現スクリーニングを行い，Eyes

absent（EYA）が自身の有するセリン／スレオニン脱リン

酸化酵素活性を介して，未分解 DNAの蓄積によるサイト

カイン産生に関与していることを見出した２６）．この発見

は，自然免疫を活性化させるシグナル伝達経路において，

今まで報告のなかった脱リン酸化反応の関与を示し当該分

野にインパクトを与えた．EYAは，二本鎖 RNA刺激など

の，自然免疫を誘導する他のリガンドからのシグナル伝達

にも関与するため，未分解 DNAを認識する分子ではない

が，EYAの同定，解析を突破口に未分解 DNAからのシグ

ナル伝達機構の全容が明らかとなることが期待される．

一方最近，リステリアやウイルスなどの感染時に，これ

ら微生物由来の DNAが刺激となり IFN産生を誘導するシ

グナル伝達経路の存在が示され，哺乳類（自己）DNAを

細胞にトランスフェクションすることでもこの反応を模倣

できることが報告された．続いて，細胞質で DNAを認識

するレセプターとして DNA-dependent activator of IRFs／Z-

DNA binding protein １（DAI／ZBP１）が２７），DNAからのシ

グナル伝達に関与するアダプター分子として，小胞体に存

在する stimulator of interferon genes（STING）２８）などが報告

された．さらに，細胞質に DNAが存在すると，IFN-βの
誘導のみならず inflammasomeシステムを活性化させ，IL-

１βの成熟，分泌を促すことが報告され，この時 DNAを認

識するセンサーとして，absent in melanoma２（AIM２）が

複数のグループにより相次いで報告された２９～３２）．これらの

機構は，感染微生物由来の DNAを細胞質で感知する生体

防御機構と考えられているのに対し，DNaseII欠損マウス

では自己 DNAはリソソームに蓄積している．蓄積した未

分解 DNAの一部が何らかの機構によってリソソーム外に

輸送，もしくは漏洩しているかは明らかでないが，これら

報告された分子を介したシグナル伝達が貧血や関節炎の発

症に関与しているかを検討することは興味深いと考えられ

る．また，DNaseII欠損マウスの DNAを蓄積したマクロ

ファージにおいて，TNF-αのみならず IL-１βの産生が上昇
して関節炎発症に関与している可能性も検討する必要があ

ろう．

９． レンズ細胞での DNA分解

赤血球のみならず，目のレンズ細胞も終末分化の過程で

核を消失し，この時，核 DNAも分解される．私達はレン

ズ細胞における DNA分解の分子機構，生理作用にも興味

を持ち，解析を行った．まず，CADまたは DNaseIIがこ

こでも DNA分解を担っている可能性を考え，CAD及び

DNaseIIの遺伝子発現を定量したが，レンズにおける発現

は検出できないか，他の組織と比較しても低いレベルで

あった．実際，CAD／DNaseII DKOマウスにおいて，レン

ズ細胞に DNAが蓄積する像は観察されなかった．ところ

で，DNaseIIに類似した DNaseとして，DNaseIIとのアミ

ノ酸配列の相同性を３７．９％有する DNaseII-like acid DNase

（DLAD）の存在が報告されていた３３）．DLADのマウス各

組織における遺伝子発現を調べたところ，レンズにおいて

強い発現がみられ，かつその発現は他の組織ではほとんど

みられないことがわかった．そこで，DLAD KOマウスを

作製し，レンズに着目して解析を行った．レンズは，外面

を一層の上皮細胞が覆っているが，レンズ赤道面におい

て，この上皮細胞がレンズ内部へと移動を開始する（図６

A）．この移動過程で，上皮細胞は線維細胞へと徐々に分
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化を行い，伸長して細長い形態に変化するとともに，レン

ズの透明性に重要なクリスタリンが盛んに合成される．さ

らに細胞がレンズ内部に到達するにつれ，核，ミトコンド

リア，リボソームなどの細胞内小器官が分解されて終末分

化を遂げる．この結果，レンズ中央部には細胞内小器官が

存在しない細胞集団からなる領域が形成され，オルガネラ

フリーゾーンと呼ばれる．終末分化した細胞は新陳代謝す

ることなく，個体の生涯を通じてオルガネラフリーゾーン

の構成細胞であり続ける．私達は，DLAD KOマウスのレ

ンズ組織切片をフォイルゲン染色したところ，オルガネラ

フリーゾーンにおいても未分解 DNAが存在していること

を見出した３４）（図６B）．さらに免疫染色，電子顕微鏡を用

いた解析により，DLAD KOレンズでは，ミトコンドリア

や核膜などの分解は正常に起こっているが，DNAだけが

未分解のまま残存していることがわかった．レンズにおけ

るクリスタリンの産生や，細胞内小器官の大規模分解は，

レンズの光散乱性を小さくし，光透過の機能を保証してい

ると想像できる．そこで，DLAD KOマウスに光を照射

し，網膜電図測定によって光を正常に感受しているかどう

かを調べた．その結果，このマウスでは，野生型に比べて

光の感受性が著しく低下していることがわかり，ヒトの白

内障に相当する障害を発症していると結論された．よっ

て，レンズでの DNA分解は光透過性を保証するために必

須な反応であり，DLADがこの分解を担っていることが

明らかとなった．

しかしレンズ内部にはマクロファージなどの貪食細胞は

存在しない．また，DLAD KOレンズでは，オルガネラフ

リーゾーンの線維細胞のほとんどに未分解 DNAの存在が

観察された．このことは，造血時の脱核のケースとは異な

り，線維細胞は自らの細胞内で自身の核 DNAを分解して

いることを意味する．自身の核 DNAの分解は自己崩壊の

高いリスクを伴うので，CADの例でも明らかなように厳

密な制御系の存在が必要である．DLADの生化学的性状

と細胞内局在を調べたところ，DLADは至適 pHを酸性側

に持つ酸性 DNaseであり，HeLa細胞に強制発現させた場

合，リソソームへの局在が観察された３５）．次いで DLADに

対するモノクローナル抗体を作出し，レンズ切片を用いて

免疫染色を行ったところ，DLADタンパク質は上皮細胞

には発現しておらず，核 DNAが消失する少し前の分化段

階の線維細胞において強く発現が誘導されることがわかっ

た．さらに免疫電子顕微鏡を用いた解析により，誘導され

た DLADは，始めリソソームに局在しているが，さらに

分化が進んで細胞がオルガネラフリーゾーンの直前に到達

する頃には，核内に局在が移行している様子が観察され

た．よって，DLADは厳密な発現制御と，リソソームへ

の局在による核 DNAとの隔離により，不適切な分解事故

を防いでいると考えられる．しかし，DLADを強制発現

させた HeLa細胞の核 DNAは分解されることはない．レ

ンズでは，最終分化のある時期に，DLADの発現誘導に

加え DNA分解を開始するための何らかの引き金が引かれ

る必要があると考えられるが，そのシグナルが何であるの

か，及びリソソームに局在した DLADがいかにして核内

の DNAを分解するのかはわかっていない．リソソーム，

核膜が共に膜構造を消失し，DLADタンパク質の拡散に

より DNAにアクセスすることが可能となるのか，リソ

ソームが核膜と融合することで DLADが核内に送りこま

れるのか，いくつかの可能性について今後の詳細な検討が

必要である．また，核 DNAのみならず，他の細胞内器官

が消失する機構についてもまったく理解が進んでいない．

リソソーム酵素が核 DNAの分解を担っていることを明ら

かにした私達の知見は，核 DNAに限らず，他の細胞内小

器官の分解にもリソソーム系が関与する可能性を指摘し

た．リソソームを介した細胞内小器官の分解機構として，

オートファジーがよく知られているが，既存のオートファ

ジー分子の KOマウスではレンズや赤血球（赤血球も最終

分化の際，核に加えて細胞内小器官を消失する）での細胞

内小器官の消失に異常はみられないことが報告されてい

る３６）．どのような機構が細胞内小器官の分解を担っている

のか，今後の報告が待たれる．

１０． 他にも興味深い DNA分解の局面が存在する

上記以外にも生体内で DNAが分解される局面が存在す

る．そのいくつかに関して現在までの知見を，私達以外の

グループからの報告も含めてここで紹介したい．

DNaseIは二価イオン要求性を持つ，至適 pHが中性の

DNaseで，主に膵臓，肝臓などから分泌され，消化液や血

清中に存在する．DNaseI KOマウスは，加齢後，自己抗

体が検出され systemic lupus erythematosus（SLE）型自己

免疫疾患を発症する３７）．体液中に含まれる微量 DNAの分

解が妨げられ，DNA―自己抗原の複合体もしくは DNA―抗

DNA抗体の免疫複合体が血清中に増加し，自己免疫反応

が惹起される可能性が想定されるが，それをサポートする

データはまだ不十分で，詳しい発症機構は不明である．

皮膚表皮のケラチノサイトは基底層の幹細胞分裂によっ

て生まれ，体表面に向かって移動しながら分化し，角質層

に到達するまでに，レンズ線維細胞同様，細胞内小器官を

消失する．ここでも，核 DNAの分解が起こる．オースト

リアのグループは，DNaseIのファミリーである DNase１L２

が，ケラチノサイトの最終分化過程で発現が強く誘導され

ること，及び in vitro でこの細胞分化を再現する培養系に

おいて DNase１L２をノックダウンすると，形成された角質

層の細胞に DNAが残存することを報告した３８）．皮膚の角

質層は，レンズの線維細胞とは異なり，短期間の内に体外

へ脱落するため，DNAが残存したところで生体に何らか
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の障害が生じる可能性が容易には想像しづらい．DNase１L２

KOマウスにおいて皮膚表皮での DNA分解が妨げられる

かどうか，そして DNAが残存した場合，生体に何らかの

不都合が生じるかどうか，解析が待たれる．

細胞内には，核 DNAに加えて，ミトコンドリア及び葉

緑体が有する独自の DNAであるオルガネラ DNAが存在

する．これら細胞内小器官のオルガネラ DNAが分解され

る興味深い現象として，細胞内小器官の母性遺伝とオート

ファジーを挙げたい．まず，細胞内小器官の母性遺伝と

は，卵と精子が受精した際，精子由来のミトコンドリアも

しくは葉緑体は受精卵に伝達されず，卵由来のもののみが

新しい生命に受け継がれる現象である．精子由来のこれら

オルガネラ及びオルガネラ DNAはそもそも卵内部に侵入

しないと長年信じられていた．ところが近年の解析によ

り，オルガネラの卵への侵入自体は起こるが，その後速や

かに分解されることが明らかとなり，この分解こそが母性

遺伝の基盤であるとのパラダイム転換が起こった．西村，

黒岩らのグループは，緑藻類に属する単細胞生物クラミド

モナスにおいて，接合型 mt（＋）：（mating-type plus）と接

合型 mt（－）の二つの細胞が接合した際，接合型 mt（－）

由来の葉緑体 DNAのみが選択的に分解される現象を明ら

かにした．次いで，接合型 mt（＋）のクラミドモナスに含

まれる未同定の Ca依存性 DNaseが，接合型 mt（－）由来

の葉緑体 DNA分解に関与することを示唆した３９）．また，

彼らはメダカの受精時において，精子由来のミトコンドリ

アは卵内に侵入後崩壊するが，ミトコンドリア DNAはミ

トコンドリアの崩壊に先立って積極的に分解されることを

報告し，受精時のオルガネラ DNAの分解現象が動物でも

みられることを示した４０）．いずれも分解をつかさどる

DNaseの同定には至っていないが，この分解が妨げられた

時，母性遺伝という奇妙な現象が成立しなくなるのか，も

しくは受精卵に残存した DNAが何らかの細胞傷害反応を

起こすのか，極めて興味深い．

もう一つの，オルガネラ DNA分解が起こる局面はオー

トファジーであり，オートファゴソームにとりこまれたミ

トコンドリアはリソソームに運ばれ分解される．ミトコン

ドリア DNAもリソソームで分解されると考えられ，ほと

んどの組織のリソソームには DNaseIIが存在するので，

オートファジーでも DNaseIIが分解を担っていると私達は

予想しているが，それを示すデータはまだない．DNaseII

を欠損した細胞やマウスにオートファジーを誘導し，リソ

ソームにミトコンドリア DNAが蓄積するかどうかを調べ

る必要があろう．しかし，ミトコンドリア DNAは複数コ

ピーが一つのミトコンドリア内に存在するとはいえ，ゲノ

ムサイズは１６．５kb（マウス）と，核 DNAのサイズに比べ

ると桁外れに小さいため，未分解 DNAの蓄積があって

も，これを検出するのは困難かもしれない．

ここまでは自己 DNAの分解に関して述べたが，生体内

には外来 DNAを分解する局面も存在する．私達は，

DNaseII欠損マウスに細菌を投与した際，マクロファージ

や好中球内部に，細菌 DNAと思われる，核 DNAより小

さい DNA染色のシグナルが多数観察されることを見出し

ており，とりこんだ細菌やウイルスの DNAを分解するの

もやはり DNaseIIであると考えられる（未発表）．また，

補食した生物由来の非自己 DNAも食物消化の過程で分解

されると考えられる．nuc-１（DNaseIIホモログ）変異体

の線虫では，腸管内に，補食した大腸菌由来の DNAが検

出される４１）．哺乳類において消化管内で DNA分解を担っ

ている酵素が DNaseIIであるかは明らかではないが，膵臓

で分泌された DNaseIもその候補と考えられる．また，

DLADはレンズ以外に唾液腺でも発現しており，一部が

唾液に分泌されて，補食由来の DNA分解に関与している

かもしれない．捕食者由来の DNAを分解する意義として

は，外来 DNAが免疫系を過剰活性化するのを防ぐため，

外来 DNAが核 DNAにとりこまれてゲノムの安定性を乱

すのを防ぐため，分解産物を吸収し利用する栄養学的意

義，などが考えられるが，答えは明らかではない．

１１． DNA分解の起源と進化についての考察

最後に，少し想像力を逞しくすることをお許し頂き，こ

れまでの知見をもとに，DNA分解の起源と進化について

考察してみたい．ここでは，自己 DNAの複製，組換え，

修復時などに限定領域のみを分解する DNA分解ではな

く，配列非特異的に DNAをヌクレオチドにまで分解す

る，DNaseIIが行うような完全分解タイプの分解に焦点を

絞って議論したい．DNaseIIのホモログは広く生物界に保

存されており，植物，細菌にもその分布は及ぶ４２）．すなわ

ち DNaseII及び完全分解タイプの DNA分解の起源は，単

細胞生物に既にみることができるが，なぜ単細胞生物にこ

のような DNaseが必要なのか？ 考えうる答えは二つで

ある．一つは，ウイルス等の望まざる侵入者の DNAを分

解する生体防御機構としての意義，もう一つは体外にある

遊離 DNAもしくは DNAを有する生物を積極的に取り込

んだ時（補食）にこれを分解し，分解産物を利用する栄養

学的意味合いである．そして生物が多細胞化すると，個体

全体の利益のために個体を構成する細胞が死ぬアポトーシ

スが進化した．nuc-１変異体の線虫ではアポトーシス細胞

を貪食した細胞の内部に未分解 DNAが蓄積する．また，

前述のように，腸管内において，補食した大腸菌由来の

DNAが検出される．しかし，nuc-１変異体は致死ではな

く，少なくとも通常飼育環境では目立った表現型も報告さ

れていない．単細胞時代に獲得した DNA分解機構を死細

胞由来の自己 DNAの分解にも転用したが，この時点で自

己 DNAの分解の生理的意義は乏しい（恒常性の維持に必
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須ではない）のかもしれない．むしろ，外来 DNAの分解

の方がより重要であり，nuc-１変異体を食餌が潤沢ではな

い環境下や，あるいは微生物感染などのストレスに曝した

ならば，何らかの表現型を示す可能性があるのではないか

と想像を働かせている．ショウジョウバエでは，自然免疫

のシステムが発達し，外来微生物由来の DNAを分解する

だけでなく感知し，生体防御反応を誘導する機構が形成さ

れる．こうなると，死細胞由来の DNAが未分解のままで

は望まざる作用を発揮してしまう．CADホモログは線虫

では確かな報告がまだないが，ショウジョウバエでは

CADホモログが存在する４３）ことは，昆虫では死細胞の

DNA分解の重要性が増したことを示唆しているとも解釈

できる．実際，DNaseII及び CADのホモログの機能しな

い二重変異ショウジョウバエでは，自然免疫が活性化され

大量の抗菌ペプチドが産生されることがわかっている４４）．

そして哺乳類においては，自然免疫系がさらに進化し，外

来 DNAの侵入が感知されると IFN，TNF-α，IL-１，IL-６

などのサイトカインが分泌される．このため，DNaseIIを

欠損するマウスでは，サイトカインが構成的に発現され，

炎症性疾患を引き起こしたり，血球細胞に細胞傷害作用を

示し個体に死をもたらす事態まで生じたということであろ

う．哺乳類では赤血球造血において脱核のステップが加

わったため（魚類，鳥類などでは脱核はみられず，赤血球

は有核である），他の生物に比して処理すべき核 DNAの

量が飛躍的に上昇したことも，さらに DNA分解の重要性

が増した一つの要因と考えられる．

まとめると，もともと侵入者または捕食者由来の非自己

DNAを分解するために進化した完全分解タイプの DNA

分解システムは，やがてアポトーシスの進化，赤血球分化

過程における脱核過程の誕生とともに，不要な自己 DNA

を分解することにも転用された．これと並行して，生命が

外来 DNAを認識（分解だけではなく）して強力な自然免

疫を活性化させる機構を獲得するにつれ，自己 DNAがこ

の機構を誤作動させないための安全装置として，生体の恒

常性の維持，及びついには生命の維持においても必須な役

割を担うに至ったのではないか．これが，DNaseIIを中心

に考察した DNA分解の変遷，進化についての私見である．

１２． 結 語

アポトーシスでの DNA分解に対する素朴な疑問に端を

発した私達の研究は，広く生体内での DNA分解を対象と

する研究に発展した．DNA分解酵素は，そのいくつかが

同定され，生化学的性状に関する研究が先行していたが，

生体内での機能についてはほとんど不明であった．私達

は，生体内において DNAはいくつかの局面で積極的に分

解されており，局面ごとにそれぞれの DNaseが他では代

替できない形で DNA分解を担っていることを明らかにし

た（表１）．そしてこれら DNA分解が妨げられると，生体

にとって様々な不都合が生じることを示し，DNA分解が

重要な生理反応であることを証明した．DNAは自己の遺

伝情報を担う重要な分子であることは言うまでもない．し

かし一方で，“DNAは分解されるべき時に分解されないと

生体に害を及ぼす危険な一面を合わせ持つ”．この逆説的

で新規の概念に，今私達は到達している．
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