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研究成果の概要（和文）：マウス線維芽細胞におけるオートファジー隔離膜の形成過程につい

て、電子顕微鏡用の新たな固定法を用いて詳細に解析した。アミノ酸飢餓によりオートフ

ァジーを誘導した結果、粗面小胞体膜と隔離膜の間に存在する、極細管からなるクラスター

構造を見出し、それが光学顕微鏡レベルで同定されているオメガソームに相当することを明ら

かにした。この知見により、隔離膜形成に伴う新たな膜動態およびその基盤となる分子機構の

研究を促進することができる。 
 
研究成果の概要（英文）：Fine structures of autophagic isolation membrane induced by amino 
acid deprivation in mouse embryonic fibroblasts were investigated. By using newly 
developed fixation protocol, we found a cluster of narrow tubular structures between the 
endoplasmic reticulum and isolation membranes. Moreover, they corresponded to 
“omegasome” that has been identified only at light microscopic levels. These findings could 
promote research of membrane dynamics and associated molecular mechanisms in the 
biogenesis of autophagic isolation membrane. 
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１．研究開始当初の背景 

 
オートファジー（自食作用；self-eating）は

古くから栄養飢餓の危機対応機構と捉えら
れていた。すなわち、アミノ酸等が枯渇する
と細胞質の一部が隔離膜で非選択的に囲ま
れ（オートファゴソーム）、これがリソソー
ムと融合することにより内容物を低分子（ア

ミノ酸等）まで分解し、再利用する。近年、
Atg (autophagy-related) タンパク質の機能解
析が進んだことでこの分野の進展は著しい。
しかし 40 年来「オートファジーの謎」とし
て色褪せない疑問がある。それが「隔離膜の
由来はどこか？」である。 
ごく最近、Axe ら (J. Cell Biol., 2008) は
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3-phosphate (PI3P) が集積するリング状領
域が形成され、ここからオートファゴソーム
隔離膜が形成されると報告した。そして、こ
のリング構造を「オメガソーム」と命名した。
しかし、その電子顕微鏡レベルの構造基盤は
明らかとなっていない。 
本研究代表者は様々な組織・細胞における

オートファジー現象を電子顕微鏡により観
察してきた (Komatsu and Waguri et al., J Cell 
Biol, 2005; Nature, 2006; Cell, 2007; Sou and 
Waguri et al., Mol Biol Cell, 2008)。そこで常に
悩んできた問題が、固定によるアーティファ
クトの存在とそれによる隔離膜追跡の困難
さである。しかし最近、脂質膜固定に優れる
オスミウム酸を初期の固定液に混合するこ
とにより、極めて明瞭なオートファゴソーム
隔離膜およびその周囲に存在する多数の小
管小胞構造を見いだした。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では通常の初期固定液としてはほ

とんど使用されていないオスミウム酸混合
固定液を応用し、電子顕微鏡レベルにおける
隔離膜の由来構造物を同定し、同分野でのブ
レイクスルーを目指す。そのため、目的を以
下の項目に細分化して進める。 
(1) 野生型およびAtg3欠損マウス線維芽細胞

（MEF）における、隔離膜、小胞体、隔
離膜近傍の小管小胞構造の位置関係、お
よび蓄積の程度を光学顕微鏡により明ら
かにする。 

(2) GFP-DFCP1 を用いて野生型および Atg3
欠損 MEF におけるオメガソームの動態
を明らかにする。 

(3) Atg3 欠損 MEF で誘導されたオメガソー
ムの微細構造を免疫電子顕微鏡解析によ
り明らかにする。 

(4) オスミウム初期固定液による固定法を確
立し、野生型および Atg3 欠損 MEF で観
察される隔離膜構造の微細構造を明らか
にする。 

(5) 同様に、電子線トモグラフィーを用いて
立体的な位置関係を明確にする。 

(6) Atg3 欠損 MEF だけでなく、Atg5、Atg7、
Atg16L、FIP200 欠損 MEF において隔離
膜近傍の小管小胞構造が誘導されるかど
うかを明らかにする。 

(7) MEF だけでなく、他の培養細胞系でも隔
離膜近傍の小管小胞構造が観察されるか
どうかを明らかにする。 

 
３．研究の方法  
 
(1) 各種 Atg 関連遺伝子を欠損した MEF に

おけるオメガソームの解析 
野生型および Atg3, Atg5, Atg7, Atg16L 欠損

MEF に GFP-DFCP1 (double FYVE 
domain-containing protein 1) を安定に遺伝子
導入し、その発現をドキシサイクリンにより
誘導可能な系を作製した。飢餓誘導を行い、
4%パラホルムアルデヒド／PBS にて固定後、
抗 Atg16L で免疫染色を行った。共焦点レー
ザー顕微鏡を用いてオメガソームを示す
GFP シグナルと隔離膜を示す Atg16L シグナ
ルの数と共局在の程度を定量した。 

 
(2) 免疫電顕による GFP-DFCP1 の分布解析 

GFP-DFCP1を発現させたAtg16L欠損MEF
を飢餓誘導し、4%パラホルムアルデヒド
-0.1%グルタールアルデヒド／PB 固定液で
固 定 し た 。 1.84 M シ ョ 糖 -20% 
polyvinylpyrrolidone 溶液に浸漬し氷晶防止
した後、凍結し、凍結超薄切片を作製した。
抗 GFP 抗体を反応させ、これを 12 nm 金コ
ロイド標識した抗ウサギ抗体で検出した。透
過型電子顕微鏡 JEM1200EX (JEOL) で観察
した。陽性所見を示す隔離膜を 30 個程度探
索、画像取得し、シグナルの分布状態を定量
した。 

 
(3) 透過型電子顕微鏡解析 
野生型および Atg3, Atg5, Atg7, Atg16L を欠

損したマウス胎児由来の MEF、および ARPE
細胞, HeLa 細胞, Huh1 細胞, NRK 細胞を
Hanks 液にて２時間培養し、アミノ酸飢餓に
よるオートファジー誘導実験を行った。オス
ミウムを含む初期固定液で固定後、エポン樹
脂に包埋し、ミクロト－ムにて連続超薄切片
を作製した。隔離膜構造を探索し、その前後
切片の同一部位を撮影し、粗面小胞体、小胞、
小管構造の位置関係を詳細に解析した。 
電子線トモグラフィーは 200nm の切片を

JEM1400 電子顕微鏡（JEOL）でマイナス 60
度からプラス 60 度まで 1 度ずつ傾斜させな
がら 120 枚の連続画像情報を取得し、専用ソ
フトウエア（TEMography, システムインフロ
ンティア社）を用いて３次元立体構築、及び
解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) Atg3欠損MEFにおけるDFCP1の動態解析 
 

GFP-DFCP1を安定に発現した野生型および
Atg3欠損MEFを作製した。この細胞を飢餓誘
導すると、野生型MEFでは細胞質にDFCP1陽
性顆粒が増加したが、Atg3欠損MEFでは栄養
条件下において既に多くのDFCP1陽性顆粒が
蓄積した（図１）。また、Atg16Lに対する抗
体で免疫染色したところ、DFCP1陽性シグナ
ルは点状あるいはリング状を呈し、それら多
くはAtg16L陽性シグナルと部分的に一致して
いた（図２）。 



 

 

 
 
GFP-DFCP1およびAtg16L陽性シグナル数

を定量したところ（図３）、野生型MEFにお
いてGFP-DFCP1陽性シグナルは飢餓誘導によ
り有意に増加し、栄養条件下においてAtg3欠
損MEFよりも多かった。また、Atg3欠損MEF
においても飢餓誘導により増加した。興味深
いことにGFP-DFCP1陽性シグナル中Atg16L
共陽性となるもの（図３グラフ中の黄色バー）
は野生型MEFの飢餓誘導時が約40％であるの
に対し、Atg3欠損MEFでは約80％と増加して
いた。 

 
以上の結果から、①Atg3欠損MEFではオー

トファジー隔離膜がのみならず、オメガソー
ム構造も蓄積すること、②それら多くは隔離
膜とハイブリッド構造を形成していること、
が示された。おそらくAtg3欠損によりオメガ
ソームから隔離膜への移行過程が遅延してい
ることを示唆していると考えられる。 

一方、DFCP1の動態を調べるためにGFP- 
DFCP1を高発現するAtg3欠損線維芽細胞を用
いてライブセルイメージング解析を行った。
その結果、過去の報告にあるようなリング構
造から隔離膜が形成される過程だけでなく、
GFP-DFCP1の輝点から小管状構造が伸び縮み

するなど極めて動的な動きをしつつ隔離膜形
成に関与していることを見出した。 

 
(2) DFCP1の微細局在解析 

 
上述のようにAtg3欠損MEFではオメガソー

ム／隔離膜ハイブリッド構造が蓄積している
ため、電顕切片における同構造の検出頻度が
増し、免疫電顕法に適していると考えた。そ
こでGFP-DFCP1陽性シグナルを電子顕微鏡レ
ベルで解析した。抗GFP抗体を用いて免疫電
顕法を行ったところ、隔離膜近傍の小管小胞
状構造にシグナルの集積が認められた（図
４）。 

 
総金コロイド数のうち、約２／３が同小管

小胞状構造にあり、残りは隔離膜と小胞体に
存在していた。この結果は、隔離膜近傍の小
管小胞構造が光学顕微鏡で観察されるGFP- 
DFCP1陽性のオメガソームであることを強く
示唆する。 
 
(3) 小管小胞構造の純形態学的解析 

 
これまで、このような小管小胞構造は電子

顕微鏡レベルで観察されことはないため、本
研究により新たに開発したオスミウムを含む
初期固定液で細胞を固定した。その結果、野



 

 

生型およびAtg3欠損MEFにおいて、隔離膜近
傍に多数の小管小胞からなる構造が認められ
た（図５）。 

 

野生型とAtg3欠損MEFを比較したところ、
Atg3欠損MEFでは、同一部位に２つ以上の隔
離膜構造が存在する場合が多いことが特徴で
あったが、小管小胞構造のプロファイル数に
有意な差は認められなかった。 
さらに、全体像を把握するために連続切片

を作製したところ、それら構造の一部は粗面
小胞体、あるいは隔離膜と連続していた（図
６）。 
 

また、これら小胞小管構造の存在について、
Atg5, Atg7, Atg16L, FIP200欠損線維芽細胞に
ついても解析を行った。その結果、Atg5, 7, 16L
欠損細胞では隔離膜構造の誘導と同小胞小管
構造が認められたが、FIP200欠損線維芽細胞
では認められなかった。このことは隔離膜お
よび小胞小管構造の形成はAtg結合反応に依
存せず、より上流のシグナル因子群に依存す
ることを示唆する。 
さらに、これら小胞小管状構造は、ヒト網

膜色素上皮由来のARPE細胞、ヒト子宮頚癌由
来HeLa細胞、ヒト肝細胞癌由来Huh1細胞およ

びラット腎臓由来NRK細胞においても存在が
確認された。よってマウス線維芽細胞のみの
現象ではなく、多くの細胞株で普遍的に起き
ている現象であることが示唆された。 
 
(4) 電子線トモグラフィー解析 

 
小管小胞構造に関して、３次元空間におけ

る構造を理解するために電子線トモグラフィ
ー解析を行った。その結果、小胞構造の多く
は実際は小管の断面であることが示唆された
（図７）。さらに同方法によっても、隔離膜
近傍の小管構造が隔離膜および小胞体に連続
していることが分かった。 

 
(5) 結論と今後の取り組み 

 
本研究では野生型およびAtg3欠損MEFを用

い、隔離膜近傍に存在する小管小胞状構造に
関して形態学的解析を展開した。この小管小
胞構造は光学顕微鏡で観察されるGFP-DFCP1
陽性のオメガソームに相当すること、実際は
小管から形成されること、その一部は隔離膜
および小胞体と連続していることが明らかと
なった。このことは、アミノ酸飢餓によるオ
ートファジー誘導現象では、小管構造が隔離
膜形成の前駆体となることを強く示唆する。
同知見は隔離膜形成のより初期段階における
膜動態を解析する上で有用である。 
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