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研究成果の概要（和文）：２０１６年にノーベル生理学・医学賞を受賞された大隅良良典先生が見つけられたオ
ートファジーは、細胞が飢餓など非常事態に陥った際に生き延びようとするための機構である。例えば、細胞が
飢餓に陥ると、その場を生き延びるために細胞質やオルガネラなどの一部を分解し再利用して必要なものを作り
出すことで生き延びる。その際に、直径１umのオートファゴソームというオルガネラにより行われる。オートフ
ァジーの本格的な研究が始まって２０年強経つが、未だに緊急事態にできるこのオルガネラがどうできてくるの
か詳細なメカニズムがわかっていない。本課題では細胞内でどのようにオートファゴソームが作り出されるの
か、多面的に解析をする。

研究成果の概要（英文）：Autophagy, found by Dr. Ohsumi who won the 2016 Nobel Prize in Physiology or
 Medicine, is a cellular degradation system that can be induced by stress such as starvation. When 
cells are starved, part of cytosol and organelles are degraded and recycles to survive by forming 
organelles called "autophagosomes". Autophagosomes have a diameter of 1um and do not always exist in
 the cell, they forms when degradation is required. It has been over 20 years since autophagy 
related genes were identified yet how the autophagosomes are formed is unclear. Aim of this research
 is to characterize how the autohpagosome forms in detail.
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内大規模分解系であるオートファジーは、
発生、癌、神経変性疾患や感染症の抑制など
様々な疾患に関与することが明らかになってき
た。オートファジー誘導時に分解ターゲットを包
み込む膜オルガネラ、オートファゴソーム、が形
成されるがその形成過程の詳細はまだ明らかに
なっていない。必要時に突如できるオートファゴ
ソームの膜形成機構は細胞生物学的にも非常
に興味深く、小胞体やミトコンドリア等他のオル
ガネラの関与が明らかとなってきたことで、多面
的なアプローチでなにが起こっているか解析が
進められる状況となった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、我々が明らかにしたオートフ
ァゴソーム形成場が小胞体・ミトコンドリア接触部
位であることを受け、なぜそこで起こるのか、どう
いう機構で膜形成が起こるのかを解明するため、
統合的な解析を展開することで、膜形成の詳細
を明らかにすることを目的とした。また、多様な
疾患との関わりがわかってきた今、オートファジ
ーを制御する薬剤の単離は急務であると考え遂
行した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）小胞体・ミトコンドリア接触部位は生化学的
に単離が可能なので、単離しマス解析にかけ、
形成場がなぜそこでできるのかの謎に迫るため
に新規関連因子の同定を行い、解析した。同様
に小胞体からの輸送がオートファゴソーム形成
に必要だということを以前報告しているので、輸
送に関わる因子からオートファジーに関係するも
のの同定を試みた。 
（２）形成場の詳細構造の解析のため、CLEM
（correlative light and electron microscopy）法を
用いて解析を試みた。 
（３）オートファジーを制御する薬剤のスクリーニ
ングから候補に挙がっているものが本当に効果
があるのか様々なオートファジーアッセイを用い
て解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）小胞体・ミトコンドリア接触部位から 
単離された候補因子はいくつも取れており、小
胞体に影響を及ぼすものや TFEB に影響を及
ぼすものなど様々であった。詳細な影響や作用
機序を現在解析中である。 
 小胞体からの輸送に必要な因子の中からオー
トファジーに影響をするものをスクリーニングした
結果、幾つかの候補が上がっているが、その中
の一つをノックダウンすると、上流のオートファジ
ー関連因子(Atg)がオートファゴソーム形成初期
構造に来られなくなることがわかった。Atg はほと
んどが細胞質に局在し、飢餓などオートファジー
が誘導された時に形成場にきて小さなドットにな
るが、どのように連れて来られるか謎であった。こ

の新規候補因子により、オートファゴソーム形成
の最初に必要な Atg を連れてくる可能性がでて
きた。その因子のノックダウンではオートファジー
は抑制され、その後に必要になる Atg も来られ
なくなっていた。新規候補因子は酵素活性を持
っており、その酵素活性を潰すとノックダウンと同
様の結果が得られたことから、その酵素活性が
大事であることが明らかとなった。 
現在、詳細をつめているところである。 
 また、どういう小胞体がオートファゴソーム形成
に必要かも調べた。オートファゴソームは曲率を
好むようで、小胞体の中でもトライポッドを作って
いるジャンクションで形成が行われていることが
明らかとなった。そのジャンクションが保たれな
いと、正常なサイズのオートファゴソーム形成も
行われないことがわかってきている。詳細をつめ
報告できる状態にする予定である。 
（２）オートファゴソームは細胞質やオルガネラを
包み込み分解する経路だと紹介をしたが、形成
される数としてはそれほど多くない。また、オート
ファゴソーム自身は直径 1um ほどで、細胞質を
やみくもに探すのは困難である。蛍光タンパク質
を Atg につけることで、形成場の観察はできるが、
蛍光顕微鏡の分解能が 100-200um なので、他
のオルガネラとの詳細な関係など、オートファゴ
ソーム膜が形成される詳細の観察は難しい。膜
自身を観察するには、電子顕微鏡の分解能が
必要である。そこで、この二つの利点を組み合
わせたのが、CLEM 法になる。蛍光顕微鏡で観
察した場所を電子顕微鏡で観察することができ
る。 
 まずは CLEM 法を確立する必要があったので、
オートファゴソーム膜上に局在する LC3 で観察
を行った。結果として、LC３がドットになっている
箇所を電子顕微鏡で捉えられ、脂質２重膜を２
つもつオートファゴソームを観察できたが、問題
点も出てきた。それは、オートファゴソームは最
終的に分解酵素をもつリソソームと融合するので、
リソソームライクな構造体もみえてしまった。他の
Atg で試しても同じだった。運ばれる量が少ない
であろうと思われる以前に報告した小胞体・ミトコ
ンドリア接触部位に局在するAtg14と Syntaxin17
で行った結果、オートファゴソーム、オートリソソ
ームを捉えることができた。ただ、少しリソソーム
にも運ばれるのか、１００％観察したところがオー
トファゴソームという確立には至らず、改善が必
要となる。電子顕微鏡の切片を作った後の染色
などのステップで、どうも消失していた蛍光が戻
る、というのが問題なので、GFP などで一度消失
したら蛍光が PH が戻っても戻らないような蛍光
タンパク質が必要となりそうだと考えている。
CLEM 法自身は分解コンパートメントでなければ
きちんと相関できているので問題ないかと思う。
オートファゴソーム形成初期の膜構造体を観察
したいので、脂質２重膜が２層ある構造体、のよ
うなわかりやすいものではなくなるため、相関効
率が上がらないとどの構造体が本物かがわから
ないので、早急に解決したいと考えている。この
方法は非常に有用なので、初期構造、小胞体と
の関係を明らかにするために今後も続ける。 



（３）オートファジー活性を促進するもの、抑制す
るものを我々のもつオートファジー活性を測定す
る方法で大阪大学の薬剤ライブラリーを用いて
スクリーニングを行った。 
これまでに使われている促進剤 Torin や抑制剤
バフィロマイシンを指標にした。その結果、それ
らと同等かそれ以上に効果がありそうな薬剤の
候補がいくつか取れてきた。現在オートファゴソ
ーム初期形成に必要なAtgらの局在をみて解析
を進めている。 
 それとは別に、理研の長田先生との共同研究
で、Atg16 に特異的にくっつく薬剤のスクリーニ
ングを以前行い、その候補が取れてきていた。
その薬剤をかけると、LC3-II が異常に溜まること
がわかった。それは、オートファゴソームの分解
が阻害されて溜まっているのではなく、LC3-IIが
オーバープロダクションされていることがわかっ
た。薬剤を使っても通常のオートファゴソーム形
成は阻害されるわけではなく、LC3-II だけが異
常に溜まる。興味深いことに、溜まっている場所
はゴルジと綺麗に共局在した。薬剤をかけた後
に wash-out した結果、ゴルジの溜まりは解消さ
れオートファゴソームが形成されたことから、溜ま
った LC3-II はデッドエンド構造ではなくファンク
ショナルであると考えている。LC3-IIは細胞質局
在型である LC3-I が脂質修飾をうけて膜結合型
の LC3-II になるのだが、どこでその修飾が行わ
れるのか明らかにされていなかった。薬剤を用
いた研究からその修飾サイトが明らかになった
かもしれない。現在論文投稿準備中である。 
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