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研究成果の概要（和文）：エンドサイトーシスはシグナルの受容、栄養供給を通じて、様々な生理機能に必須な役割を
果たす。初期胚では「ミクロオートファジー」とよばれるユニークなメカニズムでエンドサイトーシスが進行する。初
期胚と似た性質をもつ空腸上皮細胞での膜ダイナミクスを明らかにするため、GFP融合エンドソームタンパク質を発現
するマウスを作成し、オルガネラダイナミクスを検討した。腸管特異的に膜融合装置を欠損するマウスでは、細胞微細
構造が異常になり、出生後、成長の遅延が見られた。増殖因子の受容と応答の制御は疾病に直接間接に関与することか
ら、加齢に伴う腸上皮の増殖など、興味深い研究を展開する基盤を構築することができた。

研究成果の概要（英文）：Endocytic pathway plays essential roles in signal transduction, although its 
significance in a multi-cellular context remains largely unknown. In rodent perigastrulation embryos, 
signalling molecules as well as maternal nutrients must cross a tightly sealed epithelium, visceral 
endoderm, to reach the embryo proper, implicating importance of endocytosis. We found that the endocytic 
delivery in VE proceeds by microautophagy: large vacuoles engulf incoming pre-vacuolar endosomes without 
forming a continuous membrane. This unique membrane dynamics is quite different from the canonical 
endosome-lysosome traffic that involves the fusion of two distinct membranes. Microautophagic delivery is 
also implicated in food absorption in illium. Loss of the autophagic machinery resulted in mild 
retardation in weight-gain of newborn animals. We are also interested in proliferation profiles of gut 
epithelium at later stages, which are highly dependent on proper regulation of multiple signaling.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 

 真核生物の細胞は、細胞内に多彩な膜系オ

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。私たちはエンドソー

ム・リソソームの膜ダイナミクスに注目し、

生理的な意義を多細胞生物の高次機能発現

との関連で明らかにする研究を展開してき

た。 

 最近、私たちはリソソームがエンドソーム

を「飲み込む」現象を見出した。通例の膜オ

ルガネラの相互作用では、オルガネラ同士の

膜が接触したのち、膜の融合がおき、連続し

た膜を成すことでオルガネラの融合が起き

る。私たちの見出した「飲み込む」反応では、

エンドソームが大きなリソソームに接触し

たあと、リソソームの膜が内腔へ陥入しなが

らエンドソームをリソソーム内へ取り込ん

でいき、リソソーム内で膜ごと分解すること

によってオルガネラの合体が起きる。この反

応は「ミクロオートファジー」として知られ

ていたが、動物細胞での記載がほとんどなく、

メカニズム、生理的な意義ともまったくわか

っていない。 

 

２．研究の目的 

 

 私たちは、マウス初期胚の臓側内胚葉(VE)

とよばれる吸収上皮細胞でのエンドサイト

ーシスを観察してミクロオートファジーを

見出している。本研究では、消化管、腎、毛

様体などの吸収上皮細胞に着目し、これらの

組織でのミクロオートファジーの有無を検

討する。VE でのミクロオートファジーに

mVam2, rab7 などの機能が必須であること

を見出している。細胞表層と細胞内膜を結ぶ

エンドサイトーシス経路が活性化されると、

表層の膜が中へ運び込まれ、分布が偏ること

になる。特に活発にエンドサイトーシスを行

う吸収上皮細胞の場合には偏りが顕著にな

ることが予想される。ミクロオートファジー

によるオルガネラ融合ではリソソーム膜も

同時にリソソームに運び込まれることから、

過大な細胞内膜の効率的な消化に寄与する

と考えている。 

 そこで、活発なエンドサイトーシスが起き

ている消化管に着目し、消化管吸収上皮細胞

の膜ダイナミクスを解析し、ミクロオートフ

ァジーの生理的な意義を検証する 

 

３．研究の方法 

 

 バルクのエンドサイトーシス活性として

FITC-dextran, TRITC-dextranをpulse labelで取

り込ませ、chase 期の挙動を蛍光顕微鏡で観

察する。受容体依存エンドサイトーシスは

FITC-transferin 用いる。 

 固定標本によるスチルイメージのコンフ

ォーカル顕微鏡観察、デコンボリューション

顕微鏡下でのライブイメージングによって

エンドサイトーシス経路の可視化をする。さ

らに電子顕微鏡による微細構造観察を行う。

「運ばれるもの」を追跡するに加えて、「運

ぶ膜」の動態を観察する。リソソーム膜に局

在する Lamp1 に monomeric RFP、エンドソ

ーム膜に局在する syntaxin に GFPを連結し、

トランスジェニックマウス、あるいはトラン

スジェニック ES 細胞を確立する。胚培養、

細胞培養により「運ばれるもの」と「運ぶ膜」

を実時間で追跡することにより、オルガネラ

膜がどのようなダイナミクスで変容してい

くのかを明らかにする。 

 

４．研究成果 

 

 マウス空腸上皮組織におけるエンドサイ

トーシス経路の解析を進めた。空腸上皮組織



を構成する細胞は明確な細胞極性をもち、頂

端面から活発なエンドサイトーシスを行う。

エンドソームマーカーで確認したところ、頂

端面の形質膜直下の膜系は EEA1をはじめと

するタンパク質をもっており、初期エンドソ

ームの性質を、核周辺のオルガネラはリソソ

ームの性質をもつことが確認できた。 

 エンドソーム間の膜輸送を担う分子である

syntaxin のダイナミクスを可視化するため

GFP との融合タンパク質として発現させる

こととした。空腸上皮細胞や、VE のように

高度に分化した細胞でトランスジーンを発

現させるため、syntaxin の構造遺伝子 200-kb

を BAC 上で改変し、トランスジェニックマ

ウスを得たところ、真正の syntaxin と同様の

遺伝子発現プロファイルを示す個体が得ら

れた。 

 しかしながら腸管での GFP-syntaxin の発現

量はそれほど多くはなく、現有の顕微鏡でト

レースすることは感度の問題で困難であり、

エンドサイトーシスの実態をライブイメー

ジングすることには未だに成功していない。 

 そこで、機能に関する側面からの研究を推

進している。syntaxin の遺伝子破壊マウスを

作成し、その表現型を解析したところ、null  

allele をホモに持つ個体でも出生すること、出

生後の成長にも野生型と差が見られないこ

とがわかった。さらには腸管の細胞形態は変

化せず、この組織において syntaxin の機能は

必須ではないと考えられる。 

 一方、腸上皮で低分子量 GTPase rab の機能

を喪失させたところ、エンドソームの形態が

異常となり、ミクロオートファジー経路に異

常が生じていることが考えられた。rab の欠

失は胎生致死となるため、腸管のみで遺伝子

欠損が起きるように、flox allele と Villin-Cre

を組み合わせることによって消化管上皮特

異的な遺伝子欠損を導入した。このような遺

伝学的な操作の上で得られた遺伝子改変マ

ウスを解析したところ、空腸上皮での膜ダイ

ナミクスの異常は新生仔の発育に影響して

おり、出生後の体重増加が野生型に比べて低

下する。糞便に明らかな異常は見られていな

い。 

 空腸の細胞は、成体になっても増殖と死を

繰り返す、ダイナミックな組織である。この

増殖制御には Wnt や BMP をはじめとする増

殖因子のバランスが重要である。ミクロオー

トファジーを伴うエンドサイトーシス経路

は初期胚 VE において Wnt、Bmp の制御に関

わる。したがって、加齢に伴うシステミック

な生理との関連に関してさらなる観察が必

要である。今後のこのような研究は、消化管

腫瘍の発生機序の解明とあらたな治療戦略

の開発などにつながると期待できる。 
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