
鹿児島大学・農水産獣医学域獣医学系・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７７０１

基盤研究(B)（一般）

2019～2017

脂質分布ナノスケール解析技術確立による生体膜脂質トポロジー形成の生物学的意義解明

Understanding the biological significance of the topological distribution of 
biological membrane lipids by the nanoscale lipid distribution analyzing 
technique

６０２８２２３２研究者番号：

藤田　秋一（Fujita, Akikazu）

研究期間：

１７Ｈ０３９３５

年 月 日現在  ４ １０ ２８

円    12,300,000

研究成果の概要（和文）：オートファジーは、細胞内の物質代謝、特に飢餓時に重要な役割を担っている。オー
トファゴソームの形成と物質分解に関与するリソソームへの融合はオートファジーの中心的役割を持ち、その形
成および融合調節機序の解明はオートファジーの調節機構を明らかにする上で重要である。オートファゴソーム
の形成には、他の細胞内小器官と同様に脂質二重層が重要な働きをする。本研究では、オートファゴソームを形
成する膜にイノシトールリン脂質の一つであるイノシトール４リン酸 (PI4P)およびホスファチジルセリンが特
異的に局在し、オートファゴソームの形成にPI4P を産生するPI 4-キナーゼが強く関与することを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Autophagy has important roles to control the nutrient metabolisms in cell, 
especially while the cell starvation. The autophagosome formation and its fusion to the lysosome 
have essential roles for the autophagy and it must be important to interpretate their mechanisms for
 understanding the control mechanisms of the autophagy. The lipid bilayers are important for the 
formation of the autophagosome same as other intracellular organelles inside cell. In this study, we
 found that phosphatidylinositol 4-phosphate and phosphatidylserine were specifically localized in 
the membrane of the autophagosome in mammalian and yeast cells and phosphatidylinositol 4-kinases 
were involved in the formation of the autophagosome and the fusion to the lysosome/vacuole. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自食作用（オートファジー）は、アルツハイマー病、ハンチントン病、パーキンソン病など神経変性疾患や、
癌、老化などに強く関与することが知られる。オートファジーの中心的機序を担うオートファゴソーム形成と物
質分解に関与するリソソームへの融合機構の解明は、オートファジー活性の調節の理解に大きな役割を担う。オ
ートファゴソームの形成およびそれとリソソームへの融合機序には、脂質が特に重要な働きを担うと考えられて
いる。本研究では、各種脂質の微細局在を検討することにより、オートファジーにおける各種脂質の役割を明ら
かにする。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 細胞膜をはじめ、小胞体やゴルジ体などの細胞内小器官の構造の維持には、脂質二重層からな

る生体膜が重要な役割を果たす。生体膜には多種多様な脂質分子が存在し、数千種類あると言わ

れている。生体膜の膜脂質は、脂質二重層の内葉と外葉で異なる組成を示すこと、二次元的にも

不均一で偏った分布を示す場合があることが提唱されている。しかし、このような膜脂質の非対

称性分布や不均一分布は、ほとんどが生化学的手法あるいは人工膜を用いて解析されてきたも

のであり、実際生きた細胞において起こっているのかは不明な点が多く、その生物学的な意味は

わかっていない。その最大の原因は蛋白質に比較して脂質を解析するための方法が極めて限ら

れていることにある。 
 

２．研究の目的 
 申請者らは、生体膜での脂質の局在をナノスケールで明らかにすることが、膜脂質の非対称性

分布、不均一分布の生物学的意義を解明するために不可欠であると考え、そのための方法の開発

に努めてきた。その結果、急速凍結・凍結割断レプリカ標識法（Quick-freezing & freeze-fracture 

replica labeling method: QF-FRL）によって膜脂質を物理的に固定し、特異的に標識することが可

能であることを示してきた。本研究では QF-FRL 法の利点を最大限に生かし、生体膜、特に酵母

細胞での自食作用（オートファジー）に際し形成されるオートファゴソーム膜と、その結果、形

成される液胞内でのオートファジックボディー膜における各種リン脂質の微細局在を明らかに

することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 申請者らの研究成果を含め、現在までの検討により、細胞内の物質代謝に重要な役割を担う自

食作用（オートファジー）に、ホスホイノシチドの PtdIns(3)P および PtdIns(4)P が必須であるこ

とが示されている。そこで、本研究では、PtdIns(3)P、 PtdIns(4)P および Phosphatidylserine (PtdSer)

の酵母細胞での役割について検討を行った。 

 酵母には野生株 SEY6210 を用い、YPD 培養溶液内、30 ˚C で培養した。オートファジーの誘

導は、窒素源を取り除いた培養溶液（SC(-N)）で５ hr 培養を行なった。PtdSer の標識には QF-

FRL 法を用いた。加圧凍結装置（HPM010）および金属圧着法を用いることにより、培養した酵

母細胞のペレットを急速凍結した。凍結した酵母細胞は、凍結割断装置（BAF400）を使用する

ことにより、酵母細胞のレプリカ標本を作成し、PtdIns(3)P、 PtdIns(4)P および PtdSer の標識を

行なった。 

 

４．研究成果 

（１）PtdSer を標識するためのプローブの樹立 

 PtdSer に特異的に結合することが知られている Evectin-2 の PH ドメイン（Evectin-2-PH）を利

用した。Evectin-2-PH とグルタチオン-s-トランスフェラーゼ（GST）の融合蛋白質（GST-Evectin-

2-PH）を E.coli内に発現させ、常法により GST-Evectin-2-PH を精製し、その特異性を各種リン脂

質を含むリポソームのレプリカを用いて確認した。その結果、PtdSer を含むリポソームのレプリ

カのみに特異的な標識が見られたが、他のリン脂質を含むリポソームのレプリカにはほとんど



 

 

標識は確認できなかった（図１）1。ま

た、wild-type の出芽酵母細胞では、細

胞膜、小胞体膜、核膜、液胞膜、ミト

コンドリア膜の細胞質側の leaflet（内

葉）に GST-Evectin-2-PH の標識が確認

できたが、PtdSer 合成酵素の Cho1p を

欠損させた酵母細胞においては、GST-

Evectin-2-PH の標識は確認できなかっ

た 1。以上のことから、GST-Evectin-2-

PH をプローブとして利用することにより、生体膜の PtdSer を特異的に標識できることが確認で

きた。 

（２）酵母細胞のオートファジー誘導時のオートファゴソームにおける PtdIns(3)P、PtdIns(4)P お

よび PtdSer の微細局在 

 SC(-N)培養溶液で 5 hr 培養した酵母のレプリカ標本で

は、細胞質内に多くのオートファゴソームと液胞内にオ

ートファジックボディーが観察された。これらの構造は

オートファジーを誘導していないコントロールの酵母で

は観察されなかった。以前の報告の通り、PtdIns(3)P およ

び PtdIns(4)P はオートファゴソームの内膜と外膜の両方

において、主に外葉に局在することが確認できた（図２）。

一方、オートファジー誘導細胞のレプリカを GST-

Evectin-2-PH で標識すると、オートファゴソームの二重

膜の内膜と外膜共に，PtdSer の標識は内葉と共に外葉に

も局在することがわかった（図２）。 

 

（３）酵母細胞の液胞内のオートファジックボディーに

おける PtdIns(3)P、PtdIns(4)P および PtdSer の微細局在 

オートファゴソームの外膜は液胞膜と融合し、内

膜は液胞の管腔側に移動し、オートファジックボ

ディーになる。以前の報告の通り、PtdIns(3)P はオ

ートファジクボディーの外葉に主に局在した。一

方、PtdIns(4)P はオートファジックボディーの内

葉、外葉のどちらにも局在は見られなかった。ま

た、 PtdSer の標識はオートファジックボディーの

内葉と外葉の両方に局在した（図３）。このことは

オートファゴソームの内膜の内葉と外葉の両方に

PtdSer が局在することとよく一致する。 

 一般的に、PtdSer は生体膜の内葉に局在すること

がわかっており、実際に本研究においても、wild-

type の酵母細胞での PtdSer は、細胞膜、ゴルジ体、

ミトコンドリア、液胞、小胞体を構成する生体膜で



 

 

は内葉に局在した。今回の実験で、PtdSer がオートファゴソームおよびオートファジックボディ

ーでは内葉に加えて外葉にも局在することが初めて明らかとなった。今後、外葉に局在する

PtdSer の生理的意義を検討する計画である。 
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