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研究成果の概要（和文）：我々は凍結割断レプリカ電顕法を駆使することにより、静止期に入った出芽酵母の液
胞膜にステロールに富んだラフト様のドメインが形成され、脂肪滴がこの液胞膜ドメインに包まれながら液胞内
に陥入し取り込まれることを明らかにした。また液胞膜へのステロール供給機構としてニーマンピック病C型タ
ンパク質に注目し、出芽酵母オルソログであるNcr1/Npc2が液胞膜のラフト様ドメイン形成、ミクロオートファ
ジー小胞の形成に必須の役割を担うことを見出した。さらに短時間の窒素飢餓時にもMVBの内部小胞をステロー
ルの供給源としてNcr1/Npc2依存的にラフト様ドメインが形成され、脂肪滴が取り込まれることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：In budding yeast in the stationary phase, the vacuole forms sterol-rich 
raft-like membrane domains and degrades lipid droplets (LDs) in its lumen (lipophagy). To reveal the
 relationship between the domain formation and lipophagy, we examined the membrane dynamics in the 
lipophagic process by using the quick-freezing and freeze-fracture replica electron microscopy. We 
found that LDs are engulfed by invagination of raft-like domains toward the vacuolar lumen. 
Sterol needs to be supplied to the vacuolar membrane for the raft-like domain formation. In yeast 
lacking Ncr1 and Npc2, sterol accumulated in the vacuolar lumen, formation of raft-like domains was 
significantly reduced, and lipophagy was suppressed. We also found that Ncr1 and Npc2 are essential 
for formation of the vacuolar membrane domains in acute nitrogen starvation, and that sterol is 
derived from the intralumenal vesicles of MVB.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類ニーマンピック病C型タンパク質はリソソーム内腔のコレステロールをリソソーム膜に供給し、その変異
がリソソーム内のコレステロール異常蓄積、神経細胞の脱落に至ることが知られている。今回の結果より、ニー
マンピック病C型タンパク質は細胞全体のステロール代謝に必須であるばかりでなく、液胞（リソソーム）膜の
ドメイン形成を介してリポファジーを制御する役割も担うことが明らかになった。また、マクロオートファジー
よりも研究の遅れているミクロオートファジーについて新たな知見を得ることができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脂肪滴に貯蔵された脂質の分解は、おもに細胞質中の酵素（リパーゼ）の働きによるものと理
解されてきたが、近年、オートファジーが脂肪滴の分解に関与すること（リポファジー）が明
らかにされ、注目を集めている。ラット肝細胞や出芽酵母などにおいてリポファジーが報告さ
れているが、それらが共通のメカニズムによって起こるのか、また他のオートファジーと同じ
分子機構によるものかなど、不明な点が多く残されている。これまでに、静止期酵母の液胞膜
（哺乳類細胞のリソソームに相当する）に形成されるステロールリッチなラフト様ドメインが
リポファジーに必須であることが明らかにされている。しかしながらリポファジーの具体的な
メカニズムはほとんど明らかになっておらず、ラフト様ドメインがどのように重要なのかも不
明であった。 
リポファジーがどのようなメカニズムで進行するのかを明らかにする上で、ラフト様ドメイン
を可視化することは必須条件である。これまでは、このドメインに集積するタンパク質（Ivy1、
Gtr2）に蛍光タグを付与した融合タンパク質がマーカーとして利用されてきた。しかし、蛍光
観察では標的分子以外の情報を得ることが出来ず、脂肪滴が液胞内にどのようなメカニズムで
運び込まれるのかを解明することは難しい。加えて、蛍光タグの付加により標的分子本来の機
能が損なわれることが懸念される。また、従来の超薄切片電子顕微鏡法では、本来「面」であ
る膜を「線」としてしか観察することができず、立体再構築したとしても、膜の微細な起伏を
正確に捉えることは困難を極める。我々はこの課題を克服するために急速凍結・凍結割断レプ
リカ（QF-FR）電顕法が有効であると考えた。本法では瞬時（ミリ秒オーダー）に細胞内すべて
の分子の動きを止めるため、生きたままの生体膜の形態、膜分子の分布を保持することができ、
さらに免疫標識によりこれらを可視化することができる。我々は本法により静止期の出芽酵母
を観察し、静止期の液胞は球ではなく、多くが六角形の面をもつ多面体であり、興味深いこと
に、膜内粒子（＝膜貫通タンパク質）は六角形の面から排除され、六角形の辺に集積している
ことを確認した。非ラフト領域のマーカーである Vph1-mRFP を RFP 抗体と金コロイドで標識す
ると、六角形の辺に特異的にシグナルが得られた。すなわち、液胞膜のステロールリッチなラ
フト様ドメインは、膜内粒子が疎な領域として観察されることが分かった。 
ではこのミクロドメインはどのように形成されるのだろうか？液胞膜は本来ステロールに乏
しい膜である。ラフト様ドメインを形成するためのステロールはどこからやってきて、どのよ
うに液胞膜に付加されるのか？液胞膜にステロールを供給するタンパク質として、我々はリソ
ソーム内にコレステロールが異常蓄積する神経変性疾患、ニーマンピック病 C型（NPC）タンパ
ク質に着目した。NPC タンパク質は哺乳類リソソーム内腔のコレステロールをリソソーム膜に
差し込む。我々はすでに蛍光観察により NPC タンパク質の出芽酵母オルソログ Ncr1、Npc2 がリ
ポファジーに関与することを示唆する所見を得ている。しかしながらリポファジーにおける
Ncr1、Npc2 の具体的な役割はわかっていない。本研究では、【１】ラフト様ドメインの形成機
構を明らかにするとともに、【２】リポファジーの分子機構を解明し、さらに【３】ラフト様ド
メインと NPC の関係を追究する。 
 
２．研究の目的 
【１】ラフト様ドメインの形成機構：ラフト様ドメインを形成するためのステロールはどこか
らやってきて、どのように液胞膜に供給されるのかを明らかにする。ドメイン形態の分類、リ
ン脂質局在解析、ステロール供給源の探索、また Ncr1/Npc2 の機能解析などを通してラフト様
ドメインの形成機構を理解する。まずは Ncr1、Npc2 に注目して解析を行う。また、ステロール
供給源として脂肪滴と MVB の内部小胞について検討する。 
【２】リポファジーの分子機構：ラフト様ドメインを介して進行するリポファジーについて、
これまでに報告されている幾つかのリポファジー不能株で一体何が起きているのかを QF-FR 法
を用いて解析し、リポファジー分子機構を解明する。 
【３】哺乳類ラフト様ドメインとニーマンピック病 C型との関係：哺乳類の NPC タンパク質が
局在するリソソーム膜にラフト様ドメインがあるのかどうか、もし存在するならば、どのよう
な役割を持つのかを明らかにする。さらに、ニーマンピック病 C型との関係について追求する。 
 
３．研究の方法 
実験材料としては出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）を用いた。加圧凍結装置で急速凍結
した細胞を極低温下、高真空中で割断し、割断面に白金・炭素を蒸着し凍結割断レプリカを作
製した。また膜分子の局在を解析するために、レプリカを Zymolyase、SDS で処理し、余分な細
胞細分を除去した。これらのレプリカをリコンビナントタンパク質や抗体、金コロイド付き二
次抗体で標識し、透過型電子顕微鏡で観察した。 
 
４．研究成果 
まず我々は QF-FR 電顕法を用いて、野生型酵母リポファジーの過程を調べた。その結果、液胞
膜にラフト様ドメインが形成され、このドメインに脂肪滴が密着し、脂肪滴を包み込むように
ラフト様ドメインが液胞内腔にむかって拡張し、非ラフト様ドメインは巾着を閉じるように動
き、最終的に液胞膜から解離することがわかった。つまり、脂肪滴はラフト様ドメインを介し
たミクロオートファジーの様式で液胞内に取り込まれることが明らかになった（図１）。 
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（左）図１：静止期出芽酵母の QF-FR 像。脂肪滴と接する液胞膜が液胞内腔に向かって落ち込
んでいる。 
（右）図２：静止期出芽酵母のリポファジー。Bodipy（緑）により脂肪滴を染色している。上：
野生型出芽酵母。液胞内（内側の丸線）に多数の脂肪滴がみられる。下：ncr1Δnpc2Δ細胞。
液胞内にはほとんど脂肪滴はない。 
 
次に我々は、液胞膜へのステロール供給機構としてニーマンピック病 C型（NPC）タンパク質に
注目し、NPC1/NPC2 の出芽酵母オルソログである Ncr1/Npc2 の欠損株を解析した。図２に示す
ように ncr1Δnpc2Δ細胞では静止期でも液胞内に脂肪滴はほとんど取り込まれておらず、リポ
ファジーが抑制されていた。また、Filipin 染色により液胞内にステロールが蓄積しているこ
とがわかった。この細胞の液胞膜ドメイン形成率を QF-FR 電顕法を用いて計測したところ、野
生型と比べて有意に形成率が低下していた。また我々は PtdIns3P が液胞内のミクロオートファ
ジー小胞のマーカーとなることを見出し、NPC1/NPC2 欠損株のミクロオートファジー小胞は野
生型に比べて有意に小さいということを明らかにした（図３）。同様の異常は NPC 患者の変異を
元にした Npc2 発現細胞でも見られた。これらの結果から、Ncr1/Npc2 が液胞膜のラフト様ドメ
イン形成、ミクロオートファジー小胞の形成に必須の役割を担うことが明らかになった。 

図３：静止期出芽酵母の液胞内の QF-FR 像。黒点は PtdIns3P を標識している金コロイド。ncr1
Δnpc2Δ細胞（右）では野生型（左）に比べてミクロオートファジー小胞（PtdIns3P 陽性の小
胞）が小さい。 
 
ATG 遺伝子群の欠損細胞ではリポファジーが抑制されることが報告されていたが、その理由は
不明であった。我々はこれらの欠損株で Ncr1/Npc2 が液胞に局在せず細胞質中に凝集している
ことを見出した。 
さらに短時間の窒素飢餓時にも Ncr1/Npc2 依存的にラフト様ドメインが形成され、そのドメイ
ンを介してリポファジーが起こること、この際に必要なステロールが MVB の内部小胞に由来す
ることを明らかにした。今回の結果より、NPC タンパク質は細胞全体のステロール代謝に必須
であるばかりでなく、液胞（リソソーム）膜のドメイン形成を介してリポファジーを制御する
役割も担うことが示唆された。 
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