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研究成果の概要（和文）：細胞内分解機構マクロオートファジーを担う膜小胞オートファゴソームの形成は、扁
平に伸長した一重膜小胞が球状に湾曲したのちに閉じ、最後には膜分裂が起こり二重膜となって完成することが
知られている。本研究では、ESCRTタンパク質複合体がオートファゴソーム形成における膜分裂を担っているこ
とを明らかにした。また、三次元光－電子相関顕微鏡法（3D-CLEM）によりオートファゴソームの開閉を精度よ
く評価する方法を確立した。さらにオートファゴソーム形成中の膜変形過程について、数理モデルを参考にして
理解を進めた。

研究成果の概要（英文）：In the formation of autophagosome, which is responsible for macroautophagy, 
it is known that a flat-extended single membrane vesicle closes into a spherical shape and undergoes
 membrane fission. In this study, we demonstrated that the ESCRT protein complex is required for 
membrane fission in autophagosome formation. We have also established a method to accurately 
evaluate the opening and closing of the autophagosome using the 3-Dimensional Correlative Light and 
Electron Microscopy (3D-CLEM). Furthermore, the process of membrane deformation during autophagosome
 formation was further understood with the support of a mathematical model.

研究分野： 細胞生物学、生物物理学

キーワード： オートファジー　オートファゴソーム　ESCRT複合体タンパク質　membrane fission　リソソーム　3D-C
LEM　数理モデル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、オートファジー研究において遅れていたオートファゴソーム形成後期の分子機構解析を進展させ
た。また、物理モデルと実験データの融合研究を生み出した。さらに、本研究にて試みた3D-CLEM法のオルガネ
ラ解析への適用は、生命科学分野で広く応用が可能となるだろう。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

マクロオートファジー（以下、オートファジー）は主な細胞内分解系として知られている。オ

ートファジーでは、オートファゴソームと呼ばれる膜小胞が伸長しながら細胞質を取り囲み、

消化酵素を含むリソソームと融合することで、細胞質分解が起こる。オートファゴソーム形成

機構の解明は、オートファジーのしくみを理解するうえで大変重要な課題である。  

細胞質哺乳類細胞におけるオートファゴソーム形成に必須なオートファジー関連 （ATG） タ

ンパク質は、約２０種類が知られている。形成初期については、多くの必要因子や局在因子が

分かっており研究が進んでいるが、後期過程については既知の関連因子が少なく、研究が遅れ

ている。オートファゴソーム形成後期では、伸長した一重膜小胞膜が球状に湾曲して閉じたの

ち、膜分裂が起こり、内膜と外膜からなる二重膜小胞になることがわかっている。しかし、そ

の膜変過程の機構やそれを担う因子についてはいまだ明らかでない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、オートファゴソーム形成後期の機構とそれを担う因子の解析をおこなう。特に、

オートファジー分解にはオートファゴソームの内膜と外膜の分化が必要であること、その分化

は内膜と外膜の分離をきっかけとして起こり、その分離の機構は ESCRT (endosome sorting 

complexes required for transport) タンパク質に依存していることを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) 膜分裂の機械因子として知られる ESCRT タンパク質が、オートファゴソーム形成中にリ

クルートされるかどうかを生細胞観察する。特に、膜閉鎖部位とそのタイミングにリクルート

されるかについて注意深く観察する。また、オートファゴソーム膜分裂に必要な ESCRT タン

パク質のスクリーニングを行う。 

(2) 三次元光－電子相関顕微鏡法（3D-CLEM）を導入し、オートファゴソーム膜の閉鎖と内

膜・外膜の差を精度よく評価する。 

(3)オートファゴソーム形成中の膜変形過程を生細胞観察で抽出し、観察データと数理モデル

（共同研究を含む）を利用して説明する。 

 

４．研究成果 

(1) ESCRT タンパク質複合体-III の一つ CHMP4b とオートファゴソームタンパク質 LC3 を異

なる蛍光タンパク質で標識し、リソソームマーカー LysoTracker Red と合わせて３色タイム

ラプス生細胞観察をおこなった（図１）。その結果、CHIMP4b が閉鎖直前の隔離膜辺縁部に一

過的に局在することが観察された。同時期に所属研究室内の大学院生によって、CRISPR-Cas9 

システムと新規オートファジー活性評価プローブである GFP-LC3-RFP を利用した全遺伝子網

羅的スクリーニングが行われ、新規オートファジー関連遺伝子として ESCRT タンパク質複合

体-I の一つ VPS37A が同定された。VPS37A 欠損細胞や他の ESCRT タンパク質のノックダウ

ン細胞では、オートファゴソーム外から加えたプロテアーゼ K によってオートファゴソーム内

部が分解されたため、これらの細胞のオートファゴソームは完全に閉鎖していないことがわか

った。ESCRT タンパク質はエンドソームの成熟やリソソームの機能にも必要であることが知

られているが、今回の結果から、リソソーム融合より前に起こる隔離膜閉鎖時の膜分裂にも

ESCRT が必要であることが示唆された。 

 



図１ ESCRTタンパク質複合体 III CHMP4B は形成中オートファゴソームの膜閉鎖直前に閉
鎖部位へ一過的にリクルートされる。 
ESCRT タンパク質複合体 III Venus-CHMP4B (V-CHMP4b)、オートファゴソームマーカー
SECFP-LC3 (C-LC3) を安定発現したマウス線維芽細胞に、リソソーム内腔マーカー
Lysotracker-Red (LTR) を添加した。アミノ酸血清飢餓条件でオートファジーを誘導後、蛍光
顕微鏡 で 30 秒毎 30 分間タイムラプス観察を行った。矢印は Venus-CHMP4b がリクルートさ
れた部位を指す。 
 

(2) オートファゴソーム膜の閉鎖を評価する方法として、Array Tomography に蛍光顕微鏡像を

重ね合わせた、三次元光－電子相関顕微鏡法（3D-CLEM）を実施した。一細胞全体で 100 個

近くのオートファジー関連小胞について、分子局在情報を蛍光顕微鏡像から取得し、同時に 3

次元構造情報を 25~50nm 間隔の連続切片の電子顕微鏡像から取得し、ひとつひとつの小胞の

開閉状態を評価することができた。 

(3) オートファゴソーム形成過程の形態変化説明する物理モデルを裏付ける実験に取り組ん

だ。形成過程のオートファゴソームの形態変化は、膜面積と膜曲率安定化因子の量およびその

分布をパラメータとした物理モデル （東京大学医学系研究科境祐二博士、京都大学ウイルス・

再生医科学研究所立川正志博士によって構築された）で説明できる。そこで、オートファゴソ

ーム形成過程の生細胞観察を行い、オートファゴソームの形と高曲率領域の面積および膜面積

の時間変化を測定したところ、物理モデルとよく一致した。これらの結果は、オートファゴソ

ーム膜が湾曲して口を閉じるまでは ATP などのエネルギーを必要としない自発的な形態変化で

あることを示唆する。したがって、オートファゴソーム形成中の膜形態変化において ATP 加水

分解エネルギーが必要なのは、内膜と外膜を分離するときのみであることが見えてきた（投稿

中）。 

研究期間を通して、オートファゴソーム形成後期では ESCRT タンパク質複合体が必要であ

ること、また、ESCRT タンパク質複合体はオートファゴソームの内膜と外膜の分離を担って

いることを明らかにした。オートファゴソーム内膜と外膜の違いを検出する方法確立は今後の

課題として残されたが、本研究期間に重点的に試みた 3D-CLEM をさらに工夫することで適用

できる可能性がある。 

 



 
図 2 本研究の成果を含めたオートファゴソーム形成機構の仮説 
オートファゴソーム前駆体の隔離膜は一重膜小胞で、膜面積と膜曲率因子の増加により扁平に
伸長したのち、膜曲率因子が減少すると自発的に球状に湾曲する。膜曲率因子の高密度領域を
緑色で示す。穴が閉じる部分に ESCRT タンパク質複合体（青色丸）がリクルートされると、
ESCRT タンパク質複合体のもつ ATP 加水分解エネルギーを利用して隔離膜の膜分裂が起こ
り、外膜と内膜の二重膜小胞のオートファゴソームとなる。オートファゴソーム外膜とリソソ
ームが融合し、リソソームの消化酵素（ピンク色）によって内膜とともに取り囲んだ細胞質が
分解され、一重膜のオートリソソームができる。 
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