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研究成果の概要（和文）：私たちは特定の組織でエンドサイトーシスがミクロオートファジーによって構成され
ることを見いだした。その生理的な意義を遺伝子欠失マウスを用い解析した。エンドソーム形成に関わるCORVET
を欠損する初期胚は、細胞基質のエネルギー状態に応じた代謝の再編成を制御するmTORシグナル経路が途切れて
いる。エンドソーム膜のエネルギー状態はH+ポンプ V-ATPaseによって支配される。V-ATPase欠損胚は細胞極性
が喪失し、エンドソーム機能が細胞極性の獲得と維持に関わることを明らかにした。新生仔マウス小腸ではミク
ロオートファジーを伴うエンドサイトーシスが栄養吸収に重要なことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Endocytosis drives material and informational exchanges between exterior and
 interior of the cells. In highly differentiated mammalian cells like enterocytes or embryonic 
epithelial cells, the microautophagy is involved in this endocytic pathway. We have shown that mouse
 mutant lacking a CORVET complex is failed to transmit the mTORC1 signalling pathway, which is the 
master regulator for metabolic/catabolic switching. The proton pump V-ATPase determines the energy 
state of the endosome. Loss of the V-ATPase function resulted in compromising the apicobasal 
polarity in the embryonic epithelium. We asked whether the microautopahgy is restricted to embryonic
 stages to find that the enterocytes of new born pups are highly active in this process. Genetic 
perturbation of the process causes a delay in thrive, demonstrating the significance of the 
microautophagy in post-natal development. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： オルガネラ　エンドソーム　リソソーム　シグナル伝達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウス初期胚のエンドサイトーシス経路の最終到達点が大きな「液胞」であることを見いだした。「液胞」は従
来、植物や菌類特有のオルガネラとされる。しかし、動物細胞でも「液胞」とよべる巨大なオルガネラが、ミク
ロオートファジーにより形成される。本研究では、このユニークなプロセスを駆動する分子装置の機能を失った
マウスを解析し、生理的な意義を明らかにした。初期発生における組織パターニングを支配するシグナル経路が
ミクロオートファジーによって制御されていること、また乳飲期の栄養吸収がミクロオートファジーに依存する
ことなどの発見は周産期直前・直後の発達生理の理解にあらたな知見をもたらすものである。

※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 
真核生物の細胞は多彩な膜オルガネラを発達させ、生命機能の維持に必要な物理化学反応の

区画化（コンパートメンテーション）を行っている。オルガネラは相互に膜と内容を交換し合

う、ダイナミックなシステムを形成している。液胞・リソソームを終着点とするエンドサイト

ーシス経路は栄養の供給、細胞間情報伝達の制御の場として機能する。「液胞」は従来植物や

真菌に特徴的なオルガネラと認識されてきた。 
私たちはマウス初期胚のエンドサイトーシス経路の 終到達点が、apical vacuole = 頂端液胞

とよばれる大きな「液胞」であることを見いだした。「液胞」は従来、植物や菌類を特徴づけ

るオルガネラと考えられている。しかし、動物細胞でも「液胞」とよぶにふさわしい巨大なオ

ルガネラが形成されることを示した。大きな「液胞」の形成には、ミクロオートファジーとし

て知られる、ユニークな膜ダイナミクスが関わっている。通常のオルガネラ間の輸送において

は、異なるコンパートメントの膜同士が接触し、その後、融合して単一の連続的な膜が形成さ

れ、コンパートメント内腔が同一空間となる（図１：エンドソーム・リソソーム融合）。マク

ロオートファジーの場合にも、オートファゴソーム外膜とリソソーム膜の膜融合が起きてい

る。しかしミクロオートファジーの場合、エンドソームがリソソームに「食べられる」ことに

よってリソソームの内腔に送られ、その後、膜の消化が起きて内容物の混合が起きる（図１：

ミクロオートファジー）。膜融合によるオルガネラ相互作用とミクロオートファジーによるそ

れとでは膜のダイナミズムの位相がまったく異なる。したがってそれぞれ独自のメカニズムが

はたらくと予想される。 
しかしながら、動物におけるミクロオートファジーの分子機構はまったくわかっていない。

私たちは、エンドソーム・リソ

ソーム形成に必要な膜繋留因子

mVam2 や Rab7 低分子量 GTP 結

合タンパク質がミクロオートフ

ァジーに必須であることを示し

ている。しかし、これらの分子

はミクロオートファジーのみな

らず、通常の膜融合を担う因子

でもあることから、エンドサイ

トーシス経路の終着点が、「液

胞」という大きなコンパートメ

ントを構成するか、あるいはリ

ソソームのようなコンパクトな

形態をとるのか、を決定してい

る分子機構は現在のところ明ら

かではない。また、ミクロオートファジーが果たす生理的な役割に関しても、これまでに得ら

れた知見は十分ではない。 
 

２．研究の目的 
本研究では、大きな「液胞」を構築する膜ダイナミクスとしてのミクロオートファジーがいか

なる生理的な役割を果たすのか、を明らかにすることを目標とした。エンドソーム／リソソーム

間の膜ダイナミクスにおいて、膜融合とミクロオートファジーの使い分けの論理を解明し、高等

動物における多細胞体制の獲得における役割＝発生学の観点＝、および物質吸収における役割

＝恒常性維持の生理機能＝の両面から明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
私たちは胎生 6.5 日目マウス初期胚の単層上皮組織、臓側内胚葉(visceral endoderm：VE)でミ

クロオートファジーが起きることを見いだしている。マウス胚を実験材料として、エンドソー

ムと液胞の動態を観察した。エンドソーム・リソソームの相互作用には、SNARE 分子 syntaxin-
7, syntaxin-8, Vti1b、膜繋留因子 HOPS 複合体、H+ポンプ V-ATPase などが関わる。これらの機

能分子のうち V-ATPase, HOPS 複合体, CORVET 複合体を喪失した遺伝子改変マウスを用い

て、それぞれの機能がどのようにミクロオートファジーと関わるのかを観察した。また、活発

図１ 



にエンドサイトーシスをしている組織のエンドサイトーシスを観察して、ミクロオートファジ

ーが初期胚 VE のみで起きているのか、あるいは、より普遍的な膜ダイナミクスであるのか、

を検討した。 
 
４．研究成果 
(１) CORVET 複合体の初期胚における機能 
初期エンドソームから後期エンドソームへの成熟に関わる CORVET 複合体のサブユニット

mVam8 の欠損胚は受精後５日目(E5)、卵筒胚を形成した時点で発生が停止する(図 2A, B)。こ

の変異マウスの VE では大きな液胞が形成されず、断片化した小胞が多数蓄積する。mVam2 や

Rab7 変異の場合とは異なり、これらの小胞には電子密度のやや高い物質がたまっており、

mVam2 が機能する HOPS 複合体の作用点とは異なる段階で液胞形成に欠損をもつと考えられ

る(図 2C)。E5.5 の変異マウス胚は、組織形態からは胚体外外胚葉(ExE)の発達がきわめて悪

く、あたかもエピブラストと VE のみで構築されたような卵筒胚となる(図 2)。胚葉特異的な遺

伝子マーカーで観察したところ、変異胚では ExE を規定する転写因子 Cdx2 や Eomes の発現が

特異的に欠失する。一方、VE のマーカーGata6 やエピブラストマーカーOct3/4, Nanog の発現パ

ターンは正常に保たれている。 
このマウス初期胚の表現型は Fgf シグナルに異常を示すことを示唆する。しかしながら、Fgf

経路、Tgf-β経路,Bmp 経路などには顕著な異常は見いだせなかった。しかし、この表現型は

mTORC1 の欠損で引き起こされる表現型とよく似ていることに気づき、解析を進めたところ、

mVam8 欠失胚では mTORC1 が自身の基質(S6K, 4E-BP1)にシグナルを伝えていないことが示さ

れた mTOR シグナルが顕著に低下していることがわかった。 

 
(2) オルガネラ酸性化と巨大液胞形成 

mTOR は細胞内のメタボリック・カタボリック経路の切り替えにおけるマスタースイッチと

して機能する。細胞基質のエネルギー状態に応じて、オートファジーを介しての物質・代謝の

再編成や、あるいは内腔酸性化状態の調節などが行われている。エンドソーム膜のエネルギー

状態が初期胚でどのように機能しているかを解析した結果、エンドソームへ H+を運ぶ H+ポン

プ、V-ATPase を欠失したマウス初期胚では、組織の上皮構造が崩壊することをあきらかにし

図２ CORVET 複合体 mVam8 欠損胚の表現型 
E5.5 胚の子宮内での形態を組織切片 H&E 染色で示した。また、同時期の胚を電子顕
微鏡で観察した 
結果を示す。 



た。単層上皮の形成においては細胞は apical 面と basolateral 面といった異なる細胞表層を確立

することが必須である。apical 面と basolateral 面では、細胞膜の構成タンパク質やリン脂質が異

なることが古くより知られている。V-ATPase を欠失したマウス初期胚の VE は単層上皮の構造

が異常となり、baslateral 面に局在すべき E-Cadherin が細胞全体に分布するようになる(図 3a-d, 
e-h)。また、apical 面のマーカーである ezrin や atypical protein kinase C (aPKC)ζが本来は

basolateral であるべき細胞表層の近傍にも局在するようになる(図 3i-l, m-p)。細胞膜成分の生合

成からあるべき場所への局在には小胞輸送が大きな役割を果たしている。この過程に積極的に

はたらくことにより、酸性化が細胞極性の獲得と維持に機能するものと考えられる。 
 
(3) 小腸上皮細胞でのミクロオートファジー 

VE 細胞はきわめて活発にエンドサイトーシスをおこなっており、細胞表層から細胞内へ大

量に膜が運ばれる。このとき、エンドソームとリソソームの間の輸送が膜融合で起きるとすれ

ば、形質膜由来の膜成分がどんどんリソソームに運ばれ、結果的にリソソーム自体が肥大化す

ることになると考えられる。一方、ミクロオートファジーでは、形質膜から運ばれた膜がリソ

ソーム内で分解されるため、膜の蓄積を解消することができる。すなわちミクロオートファジ

ーによる膜輸送は、活発にエンドサイトーシスをしている細胞において膜成分の局在バランス

を調整する機構として考えられる。そこで VE と同じように活発なエンドサイトーシスをして

いる細胞では、ミクロオートファジーが起きているのではないかと予想した。新生仔の小腸吸

収上皮細胞では活発なエンドサイトーシスが起きており、母体から与えられたミルクの栄養を

摂取するのに重要なはたらきをしている。乳飲期のマウス小腸では、VE と同様に大きな液胞

が発達しており、形態学的にミクロオートファジーによってミルク構成成分が分解コンパート

メントに送られている証左を得た。Rab7 は VE で大きな液胞が構築されるのに必須なタンパク

質である。小腸特異的に Rab7 機能を喪失する Tg:Villin-Cre Rab7flox/floxマウスを作出し、乳飲期

で小腸上皮を観察したところ、予想とは異なり、超巨大化した液胞が出現した。詳細に観察す

ると上皮細胞が増殖分化する Villi の基部に位置する細胞では、Rab7 の欠失に伴い、小胞の蓄

積が見られる。液胞は、出産前には小さな小胞として存在し、出産後、急激に大きな液胞へと

変化する。Rab7 を欠失した小腸上皮細胞では出産前には、リソソーム様オルガネラはむしろ断

片化していた。これらの結果は、Rab7 の機能喪失は小腸でも VE でも、大きな液胞を構築する

のに必須であることを意味している。 
小腸で Rab7 を欠いたマウスは正常に胎児として発生し、出産後、離乳期以降まで生育でき

る。しかしながら変異マウスは、わずかではあるが有意に低体重であり、胎仔の生育において

図 3 V-ATPase 欠失胚におけ

る細胞極性の喪失 
E5.5 のマウス胚を

basolateral のマーカである

E-cadherin, apical のマーカー

である PKCζ, ezrin の局在

を蛍光抗体法により観察し

た。VE 特異的な転写因子

Gata6 より、異常となる上皮

組織が VE であること、す

なわち VE への分化は正常

に起きていることを確認し

ている。 
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ミクロオートファジーを伴うエンドサイトーシスが重要な役割を果たしていることがわかった

(図４)。 
 

 
 

図４ Rab7 欠失による胎仔の成長遅延 
Rab7fl/fl のマウス胎仔および新生仔の体重を計測した。Ctrl: Vil-Cre をもたない個体

(Ctrl)、Vil-Cre トランスジーンをもち腸上皮細胞で Rab7 機能を喪失した個体(cKO; 
conditional KO)において、出生直前(19.5 dpc)に両者の体重は同等であった。しかし

３週間の乳飲期で cKO 個体が有意に低体重となる。 
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