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研究成果の概要（和文）：オートファジーは細胞内大規模分解系で、飢餓時の生存維持や、細胞内浄化による発がん、
神経変性疾患、生活習慣病などの疾患発症の抑制など多岐に亘る機能を有し注目を集めている。その際に形成される膜
オルガネラ、オートファゴソームの形成は小胞体・ミトコンドリア接触場で行われることを解明した。オートファゴソ
ーム形成に関わる因子は多数同定されているが、更なる詳細を解析するために、光学顕微鏡、電子顕微鏡等のイメージ
ング技術を駆使することで小胞体・ミトコンドリア接触場でも小胞体側でオートファゴソームの形成が起こる事が分か
った。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is an one of the major degradation system in the cell, triggered under 
starved condition to survive and also involved in many different type of diseases such as cancer, 
neurodegenerative disease, life style disease and so on. When autophagy is induced, membrane structure 
called autopahgosomes are formed and their formation takes place at ER-mitochondria contact sites. Many 
autophagy related genes are identified, however, still detail mechanism on how the membrane formation 
takes place is unknown. By using up-to-date imaging tools including light and electron microscopy, 
further characterization was performed.
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１．研究開始当初の背景 
  細胞内には大きく分けて二つの分解シス
テムが存在する。その一つがオートファジー
で、直径約１マイクロメートルの膜構造であ
るオートファゴソームを必要な時に形成す
る。その際に、オルガネラを含む細胞質を包
み込み、アミノ酸や脂質をリサイクルする。
オートファジーは飢餓に誘導されることが
有名であるが、最近では様々な疾患（癌、神
経変性疾患、バクテリア感染等）に関わって
いる事が報告され注目を集めている。オート
ファゴソーム形成は、既存のオルガネラと違
い必要時に形成されるため、その膜形成機構
に関心が高い。これまでに、我々を始めとし、
小胞体、ミトコンドリア、ゴルジ・エンドソ
ームからの膜輸送の関与が報告された。現所
属ラボでは、小胞体に局在を示す Atg14L た
んぱく質のオートファゴソーム形成への関
与が発見され(JCB, 190(4):511, 2009)、同年に
電子顕微鏡トモグラフィー法により小胞体
の隔離膜形成への関与が示された（NCB, 
11:385, 2009）。翌年、他のグループがミトコ
ンドリア外膜が AP膜形成に関与していると
報告している（Cell, 141(4):656, 2010）。既存
のオルガネラの関与はほぼ明らかに思える
が、乱立した状態であった。我々は更にあら
たな３色同時動画撮影可能な顕微鏡を駆使
することでオートファゴソーム形成サイト
が小胞体・ミトコンドリア接触場であること
を突き止めた。二つのオルガネラが新たなオ
ルガネラの作製に関与するというのは細胞
生物学上非常に面白い発見となった。 
 
２．研究の目的 
 
 オートファゴソーム膜形成機構の解明に
は形態解析が不可欠であるが、光学顕微鏡
は多色ライブ等で動態を追えるメリットが
ある一方解像度の限界から分解能を得るの
が難しい。電子顕微鏡では、高解像度は得
られるが静止画像のみで立体情報にも乏し
く、ダイナミックな膜動態の解明には不十
分である。そこでそれぞれの利点を併せた
解析を行うために、蛍光顕微鏡・電子顕微鏡
相関法（CLEM）に３次元解析が可能な電子
線トモグラフィー法を組み合わせ、AP膜形成
場周辺の膜構造体の時間毎の変化の立体情
報を高い解像度で得ることで、AP膜形成を
詳細に解析する。CLEM については申請者
が 2010 年の渡独で取得した最新手法を用
い、観察したい場所をナノスケールで特定し、
そこを電子顕微鏡で高解像度３次元観察を
する。それによって AP 膜形成の初期過程
において小胞体とミトコンドリアがどう関
わっているのか解明する。小胞体の形態が
AP膜形成に重要なのかも調べ、Atgの変異
体や酵母を用いて隔離膜前駆体の解析も行
う。 
 また、Atg タンパク質は幾つかの相互作
用グループに分けられ相互の関係性の解析

は盛んに行われているが、各々の機能の詳
細等の膜動態にどのように関わるのかはあ
まりよく判っていない。そこでまず上記の
３次元 CLEM法を用いて、形成初期過程に
関わる Atgが局在する場所をナノスケール
で特定し、機能解明の手がかりを得る。ま
た Atg中唯一の膜タンパク質で AP膜形成の
初期に働くと思われるAtg9と Stx17と結合
して AP膜の形成の場に集まる Atg14L1に
焦点を絞り、それらが AP 膜形成初期過程
で果たす役割の解析を行う。解析は分子生
物学とイメージングを組み合わせて行うが、
AP 膜形成場を構成する小胞体とミトコン
ドリアは極めてダイナミックに動くので申
請者が開発した３色同時ライブイメージング
が強力な武器となる。ちなみにそのような
イメージングは世界でもまだ珍しい。 
 最後に、形成場が小胞体・ミトコンドリ
ア接触部位で、生化学的に分離することが
可能なので、単離した分画をプロテオミク
ス解析を行い新たな形成に必要な因子を同
定する。 
 
３．研究の方法 
 
 主として、前年度ドイツで修得した最新手
法である光顕・電顕相関法を導入する。作製
しておいた試料の解析から始め、AP 膜形成過
程における既存オルガネラの関与の解明にど
の時期の形成過程が適しているかを探り、電
子線トモグラフィーを用いた局所的・経時
的・立体的な解析を行う。 
蛍光プローブを観察対象の蛋白質自身の

プロモーター下に安定発現させた酵母細胞
を、高圧凍結装置を用いて瞬時に固定する。
樹脂に包埋後、電子線トモグラフィー用に厚
手(250 um)に作成された切片を電子顕微鏡
観察時に用いるグリッド（直径 3mm）上に
置き、グリッドの状態で光顕観察を行う。光顕
観察後、グリッドをそのまま電子顕微鏡に挿
入し、光顕により特定した興味対象箇所の３
次元観察を行うことが可能となる。 
 オートファゴソームの形成場の解析は酵
母細胞を用いても行う。酵母細胞では、プレ
オートフォゴソームストラクチャー(PAS)と
呼ばれる全てのオートファジー関連因子が
集積する場所が液胞近傍に粒として存在す
ることが知られているが、その構造体は解明
されていない。そこで、CLEM を用い、PAS を
同定する。同定されたら、ヒエラルキーの上
流に存在するオートファジー関連因子が PAS
のどこに存在するかなど詳細な解析を行う。 
 引き続き、去年立ち上げた３色同時動画観
察も行う。オートファゴソーム膜形成関連因
子と主に関与すると言われている小胞体、乱
立の原因となったミトコンドリアの３因子
を同時に可視下することで、AP 膜形成時の２
つのオルガネラの関与をタイムリーに観察
する。３因子を同時に観察する意義は、一台



のカメラでフィルターを替えながら撮影す
ることでロスする時間によるずれを防ぐこ
とにある。 
 光顕はライブイメージングが可能だが、分
解能に限度がある、電顕は、分解能はあるが
細胞を固定しないと観察ができない。よって
お互いの利点を生かすことで、研究を進める。 
  
４．研究成果 
 
 光学顕微鏡・電子顕微鏡両者の利点を組み
合わせた CLEM 法を用いる事でオートファゴ
ソーム形成場の解析を行った。オートファゴ
ソーム形成初期に必要な因子、Atg14, Syn17
とオートファゴソーム形成中存在する因子、
Atg5 を stable に発現させた細胞を用い、解
析を行った。その結果、オートファゴソーム
は、小胞体・ミトコンドリア接触部位でも小

胞体側で
の観察が
みられた。
つまり、
オートフ
ァゴソー
ムの形成
には小胞
体が寄り
添ってい
ることが
分かった。 
 
 

 酵母細胞を用いたオートファゴソーム初
期構造である PAS の同定も CLEM 法を駆使す

ること
でみえ
てきた。
液胞近
傍にリ
ボソー
ムが排
除され
たグレ
ーの構
造体が
見つか

った。その近傍にはオートファゴソームの特
徴の一つである2重膜が液胞側から伸びてい
るのが観察できる時もある。現在、ヒエラル
キーの中でも初期に形成しているといわれ
るオートファゴソーム形成因子がこの構造
体のどこに存在しているか解析している。 
 ３色同時ライブセルイメージングをオー
トファゴソーム形成中存在する Atg5 と初期
に必要なものとを組み合わすことで解析を
行っている。中でも、オートファジー形成因
子３０以上ある中で唯一の膜たんぱく質で
ある Atg9 と組み合わせて観察する事でオー
トファゴソーム形成過程で割と初期から
Atg9 の存在が明らかになってきた。また、形

成場でどのような挙動を示すのか、数値化す
る事も含めて解析中である。 
 小胞体・ミトコンドリア接触部位の生化学
的単離の質をあげるために細胞破砕の方法
や遠心の強度等を工夫することで改善して
きた。完全ではないが、以前よりはより
purity の高いものが単離できるようになっ
てきたので、プロテオミクス解析に進める予
定にしている。 
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