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研究成果の概要（和文）：オートファジーは、自己の構成成分を分解し、分解産物をリサイクル

して利用する細胞内分解系の一つである。酵母細胞において、オートファジーが欠損した変異

株が遺伝学的解析によって取得された。オートファジーが誘導されると、分解する過程で新た

な膜構造体が形成される。この膜構造体がどうやって形成されるかを調べるために、酵母の変

異株の細胞内形態を電子顕微鏡を用いて観察した。その結果、形成初期の膜構造体を見つけた。 
 
研究成果の概要（英文）：Autophagy is one of the intracellular degradative process. In this 
process, cells sequester their own cytoplasmic components into a novel double-membrane 
structure which is newly formed in cytoplasm, and then transport it into the lytic 
compartment for the reuse. Autophagy defective yeast mutants were isolated by genetic 
screening. To investigate how these membrane structures are generated during autophagy, 
I observed intracellular structure of autophagy defective mutants by using an electron 
microscope. As a result, I found the initial stage of this membrane structure. 
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーは、ほとんどの真核細胞に

おいて自己の細胞質構成成分をリソソーム
（動物細胞）・液胞（酵母細胞）に取り込ん
で分解する大規模な、あるいは選択的な蛋白
分解機構である。その細胞内での膜動態は、
酵母細胞と動物細胞で類似しており、最も重

要な過程は、オートファゴソ－ムと呼ばれる
新たな二重膜構造体が形成される素過程で
ある。この膜形成時に分解するべき細胞内成
分を、確実に二重膜構造体の中へ囲い込む。
酵母の系におけるオートファジーの膜動態
は、研究代表者により急速凍結置換固定法を
用いた電子顕微鏡法を多角的に駆使して証
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明された。膜動態研究の基盤が築かれた。 
オートファジーに関わる必須遺伝子（ATG）

が同定され、その遺伝子群は機能的にグルー
プ化された。これらの遺伝子群のほとんどが
オートファゴソームの二重膜構造の形成過
程に関与することが、分子レベルでの解析に
より進みつつあるが、まだ充分な解釈には至
っていない。特に膜形成の極めて初期の過程
において、ファゴフォーアと呼ばれる膜が形
成されるが、その形成機序、脂質とたんぱく
質の挙動、この膜がどこからくるのかその由
来など、現時点でも生物学的に解明されるべ
き課題は多い。 

 
 

２．研究の目的 
オートファジーは、神経変性疾患、自然免

疫、細胞内浄化作用など多くの病態及び生理
機能の維持になど関与するという知見が急
速に展開してきた。オートファジーの基本的
な膜動態の解明が進むことは、哺乳動物細胞
における、代謝機能の解明、疾患の解明、新
規創薬への進展などに直結する問題である。 
本研究では、膜の由来が問題となっている

オートファゴソーム形成初期過程について
の理解を進めるために、オートファジー不能
変異株について、細胞内膜構造を超微細形態
レベルで詳細に観察し、変異株に特有な構造
体およびその周辺の構造体の立体的関係を
把握し、そこで機能する蛋白質の局在を明ら
かにすることを目的とした。 
 
 

３．研究の方法 
（１） 酵母細胞と動物細胞では、オートフ
ァゴソーム形成の膜動態は類似しているた
め、形態学的手法を選択するにあたり、細胞
内膜系が比較的単純な酵母細胞
Saccharomyces cerevisiae の系を用いた。 
 
（２） オートファジー必須遺伝子(ATG)の
多くが、オートファゴソーム構造体の形成に
関与している。その中で Atg8 はオートファ
ゴソーム形成の過程において、二重膜上に検
出されるタンパク質で、膜脂質（ホスファチ
ジルエターノールアミン）結合型になる。こ
のことによりオートファゴソーム形成時の
マーカーとして、動物細胞(Atg8 のホモログ
は LC3)においても、酵母細胞においても広
く使用されている。オートファジー不能変異
株の中から、生化学的解析において、オート
ファゴソーム膜のマーカーとなる Atg8 が膜
脂質結合型になる変異株を複数個選択し、細
胞内構造の詳細な解析を行った。 
 
（３） オートファゴソーム膜形成部位のマ
ーカーとして、免疫染色なしで局在を同定で

きるミノペプチダーゼＩを利用した。この酵
素は液胞内加水分解酵素であるが、細胞質に
おいて前駆体として合成され、特異的な小胞
構造に含まれた後に、液胞へ輸送される。栄
養飢餓が誘導されたときには、細胞質からオ
ートファゴソームに選択的に取り込まれ、最
終的に液胞内へ輸送されて活性型となる。電
子顕微鏡レベルにおいて、形態学的に非常に
検出しやすい特異的な形態をしている。 
 
（４） オートファゴソーム膜形成の初期過
程に重要な役割を果たす Atg9 の細胞内の形
態解析を行った。 
 
（５） 形態解析は電子顕微鏡を用いて行い、
試料作製方法には、急速凍結置換固定法、加
圧凍結置換固定法、免疫電子顕微鏡法、３次
元再構成法および３次元トモグラフィ法を
用いた。 
 
（６） 窒素源の栄養飢餓によって、オート
ファジーを誘導した。 
  
（７） Atg8 蛋白質のの検出には、Atg8-PE
型（膜脂質結合型）を認識する抗体を用いた。 
 
 

４．研究成果 
（１） オートファゴソーム膜のマーカーと
なる Atg8 が生化学的に膜脂質型として検出
される変異株は、オートファゴソーム膜形成
部位のマーカーであるアミノペプチダーゼ
Ｉの周囲に、小さな膜様構造体が検出される
変異株と膜構造体が顕著に認識されない株
の二つのグループに形態学的に分けられた。 
 
（２） 膜構造体が顕著に認識されない変異
株においても、オートファゴソーム形成部位
であるアミノペプチダーゼＩの周囲に検出
された Atg8 は膜脂質結合型として形態的に
同定された。生化学的解析においても Atg8
は膜脂質結合型を示唆しているにもかかわ
らず、膜として認識される構造体は確認され
なかった。膜蛋白として同定された ATG9 は
コピー数を適度に増加させることで初めて
形態学的に検出可能となる。そこで、この変
異株に膜蛋白質である ATG9 のコピー数を適
度に増幅させて観察した結果、オートファゴ
ソーム形成部位であるアミノペプチダーゼ
Ｉの周囲に膜様構造体が出現し、Atg9 はその
膜上に検出された。しかし、まだ断定的では
ないが Atg8 の反応は膜上には検出されなか
った。Atg9 が検出される構造体は、小さなチ
ューブルのような膜断片で、アミノペプチダ
ーゼＩを取り囲むように存在していた。結果
として、この変異株では、膜の伸長に関与す
るAtg8 と膜蛋白であるAtg9の反応は共存し



 

 

て検出されなかった。 
 
（３） 上記の変異株を除いて、生化学的に
Atg8 が膜脂質結合型となる変異株は数個存
在する。これらの変異株について形態観察し
た結果、いずれもアミノペプチダーゼＩ周辺
に、非常に興味深い、小さな膜構造体を見つ
けた。これらの構造体は、すべて Atg8 の抗
体で認識された。すなわち、膜脂質結合型で
ある。その詳細な形態を把握するために、電
子顕微鏡において連続傾斜画像を取得し、３
次元再構成法を用いて、立体構造解析を行っ
た。３次元トモグラフィによる画像解析では、
これらの膜構造体は閉じた袋状の形態を示
すことが証明された。   

これらの変異株の蛋白質はいずれも、膜の
形成初期過程で機能していることが、生化学
的および分子レベルでの解析により示され
ている。従って、その変異株に見出された小
さな膜構造体は、蛋白質の欠損により伸長す
ることができない、すなわちオートファゴソ
ーム形成初期に位置する中間体構造である
と解釈している。 
 
（４） これらの解析の過程において、Atg9
が膜形成の最初の過程に必須であり、リザー
バーと呼ばれる部位に存在し、そこからオー
トファゴソーム形成部位に運ばれるという
ことが示唆されているが、その初期に SNARE
複合体の一つである、Sso1 が関与することを
証明することに寄与した。 
 
（５） 酵母細胞のオ－トファジー不能変異
株において、この様な膜構造体は報告されて
おらず、膜形成の初期過程を示唆する初めて
形態的に示された構造体である。 
 
（６） この構造体に関して、生化学的分野
や脂質解析分野などに解析方法を広げてい
くことで、膜の問題に関わる理解が進むと予
測される。 
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