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研究成果の概要（和文）：オートファジーには、Atg5に依存し小胞体膜を起源とする通常のオートファジーと、
Atg5に依存せずゴルジ体を起源とする新規オートファジーの2種類が存在する。後者のオートファジーについて
は、従来型のオートファジーと分子メカニズムが異なるが故に、既存の評価手法が適用できず、『ゴルジ体がど
のように新規オートファジーの起点となって機能するのか？』について未解明のままであった。
本研究では、新規オートファジーを可視化する手法を開発し、学術論文として公表した。また、開発した手法を
用いて、2種類のオートファジーを比較することが可能となり、ゴルジ体を起点とする新規オートファジーの実
態を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：There are two types of autophagy: conventional autophagy, which depends on 
Atg5 and whose isolation membranes originate from the ER membrane, and alternative autophagy, which 
functions independently of Atg5 and is closely associated with the Golgi apparatus but not the ER. 
The molecular mechanism of the latter type of autophagy is quite different from that of conventional
 autophagy, and therefore existing methods of analysis cannot be applied to the latter type of 
autophagy. This makes it difficult to analyze the mechanisms of alternative autophagy so far. 
In this study, we first developed and published methods to visualize alternative autophagy. Using 
the developed method, we were able to compare two types of autophagy, and clarify the activity of 
alternative autophagy based on the Golgi apparatus.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： オートファジー　ライブイメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、可視化手法の乏しかった新規オートファジーを簡便に可視化することが可能となった。新
規オートファジーの進行度を判別することも可能となり、解析の遅れていた関連分子群の研究が加速することを
期待できる。また、我々の先行研究から新規オートファジーは神経変性疾患との関連が深いことが明らかになっ
ており、同疾患の機序の解明および新薬の開発への寄与が期待できる。さらに、同一細胞内における2種類のオ
ートファジーの使い分けを明らかにした。一方のオートファジー経路の失調による疾患をもう一方のオートファ
ジーを活性化することで機能補完するような治療法の開発にも期待している。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物細胞においてゴルジ体は扁平な袋状の槽板が複数重なった構造をした特徴的な細胞

内小器官である。各槽板は cis/medial/trans の 3 種類の層に機能的に分類され、小胞体で合成
されたタンパク質が各層を段階的に輸送されることで、高度な糖鎖修飾を実行している。なかで
も trans 層は、ゴルジ体で修飾されたタンパク質を細胞膜やリソソームへと分別して輸送する
ターミナルとしても重要な役割を果たしている。当研究室ではゴルジ体からの分泌輸送を薬剤
で阻害することで、ゴルジ体を起点とした全く新規のオートファジーが誘導されることを発見
している（Yamaguchi et al., 2016; Yamaguchi et al., 2020）。しかし、『ゴルジ体がどのよう
に新規オートファジーの起点となって機能するのか？』については未解明のままであった。 
一般的なオートファジー（以降、従来型オートファジー）においては、細胞質成分をリソソー

ムで分解するために隔離膜と呼ばれるカップ状の膜構造を形成する。従来型オートファジーの
分子メカニズムの解明は、LC3（Atg8）の発見によって飛躍的に発展した（図１; Klionsky et 
al., 2021）。オートファジーが誘導されると LC3 は脂質修飾を受け、通常状態では細胞質中に
拡散している細胞内局在を劇的に変化させ、隔離膜上へと局在化するようになる。即ち、LC3 の
修飾状態をタンパク質の分子サイズの変化として検出できるだけでなく、視覚的な変化として
もオートファジーを検出することができる。LC3 の細胞内状態を指標とした判定方法は非常に秀
逸であるが、課題もあった。LC3 が必ずしもオートファジー現象に必須ではなかったことである。
当初は LC3 がオートファジーに必須な因子であると考えられていたが、新規オートファジーを
はじめとして必ずしも必要ではないという報告が近年増加している。一方で、市販のオートファ
ジー検出試薬類も、LC3 を指標として検出の確からしさを担保しており、これら指示薬でオート
ファジー活性を検出しない状況にあっても潜在的には異なる種類のオートファジーが惹起して
いる可能性が指摘されていた。 
以上の経緯より、申請者は『ゴルジ体がどのように新規オートファジーの起点となって機能す

るのか？』という学術的問いの解明を目指し、新規オートファジーを可視化する手法の開発に着
手した。近年、申請者は ㈱ 同仁化学研究所との産学共同研究により、オートファジーを可視化
できる低分子化合物、DALGreen と DAPGreen、DAPRed という 3つのプローブの開発に成功してい
る（Iwashita et al., 2018; Sakurai and Iwashita et al., accepted）。開発した 3つのプロ
ーブは共通した疎水性尾部を持ち、この構造によって従来型オートファジーの隔離膜に局在化
することを明らかにしている。従来型オートファジーを誘導すると、これらの蛍光プローブと
LC3 は非常によく共局在するが（図 1）、新規オートファジーを評価できるかは不明であった。 
また、これまで、新規オートファジーを評価するためには、細胞を固定して電子顕微鏡観察を

実施する必要があった。
細胞質成分を膜で囲んだ
構造であるオートファゴ
ソームの形態が細胞内に
おいて非常に特異なもの
であるため、LC3 で標識さ
れない新規オートファゴ
ソームを同定するのに有
効な手段である。しかし、
熟達した手技が要求され
るうえ、開発した蛍光プ
ローブは固定細胞に使用
できなかったために、新
規オートファジーに対す
る有用性は評価できてい
なかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では，『ゴルジ体がどのように新規オートファジーの起点となって機能するのか？』と

いう学術的問いの解明を目指す．具体的には，まず，(1) 新規オートファジーを可視化する手法
を開発する。次に、(2) 開発した手法を用いて、新規オートファジーがゴルジ体から形成される
様子をライブイメージング観察で捉えることを目指す。さらに、(3) 2 種類のオートファジーを
比較することで新規オートファジー膜動態の理解をはかる。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規オートファジー可視化手法の開発 
広く使用される LC3 によるオートファジーの可視化とは異なる戦略でオートファジーを可視化
する手法として、① 新規蛍光プローブ（DALGreen、DAPGreen、DAPRed）および ② 新規手法（FLAD; 



Sakurai et al, 2022）を採用し、新規オートファジーへの適応を評価した。 
(2) 新規オートファジー誘導時のゴルジ体ライブイメージング観察 
上記の 2 手法において、新規オートファジーの可視化が可能であることを証明できたため、これ
らマーカーとゴルジ体の細胞内共観察を実施した。 
(3) 2 種類のオートファジー間の類似性と相違点の探索 
① 従来型オートファジーと新規オートファジーを同時に可視化し、ストレスに対する応答度の
差を比較した。② 各可視化手法が共通して 2つのオートファジーを可視化できたことから、共
通するメカニズムを探索した。 
 
４．研究成果 
(1) 新規オートファジーだけでなく、広く普遍的にオートファジーを検出できる手法に着目し
た。 
① ㈱同仁化学研究所との産学共同研究により開発した DALGreen、DAPGreen、DAPRed は従来型オ
ートファジーを可視化できることを既に明らかにしている（Iwashita et al, 2018; 19K16119）。
従来型オートファジーを機能欠損した培養細胞をこれら蛍光プローブで標識すると、新規オー
トファジー誘導に応答して蛍光強度が増強した。さらに、蛍光プローブの標識する細胞内構造を
光-電子顕微鏡相関観察によって特定すると、オートファジー関連構造であることが明らかにな
った。以上の結果より、DALGreen、DAPGreen、DAPRed の 3 つの蛍光プローブは従来型オートフ
ァジーだけでなく、新規オートファジーも可視化することが可能であることを明らかにした。 
 
② オートファゴソームは「細胞内成分を膜で囲む」という他に類を見ない特性を持つ。その特
性に着目し、普遍的なオートファゴソームを簡便に可視化する手法を開発し、FLAD と命名した
（Sakurai et al, 2022）。仕組みとし
ては、まず、細胞質中に蛍光分子を発
現させてオートファゴソームによっ
て取り込ませる。その後、取り込まれ
なかった蛍光分子だけを消光するこ
とで、オートファゴソームの特性であ
る「細胞内成分を膜で囲んだ」構造を
可視化できることを見出した（図 2）。
①同様に、従来型オートファジーを機
能欠損した培養細胞で新規オートフ
ァジーを誘導すると、FLAD でも新規オ
ートファジーが誘導される様子を可
視化することに成功した。 
 
(2) 『ゴルジ体がどのように新規オートファジーの起点となって機能するのか？』を明らかにす
るために、開発した蛍光プローブおよび FLAD によって新規オートファジーを可視化してゴルジ
体との関連性を解析した。いずれの指標においても新規オートファジーを誘導すると、ゴルジ体
局在分子がオートファゴソーム構造をとっていることが示唆された。特に、FLAD によってゴル
ジ体局在分子が標識されたことにより、新規オートファジーがゴルジ体に由来することが明確
に示された。 
 
(3) 新規オートファジーの生理的活性およびメカニズムを明らかにするべく、従来型オートフ
ァジーとの相違点と類似性を解析した。 
① まず、従来型オートファジーとの相違点に着目した。電子顕微鏡観察で従来型オートファジ
ーと新規オートファジーを判別することが困難であるため、これまで新規オートファジーを可
視化する際には従来型
オートファジーを機能
欠損した細胞を用いて
きた。本研究により、蛍
光顕微鏡で簡便にすべ
てのオートファゴソー
ムを可視化することが
可能となり、LC3 による
従来型オートファジー
可視化と組み合わせる
ことで、2つのオートフ
ァジーを同時に可視化
することが可能になっ
た（図 3A）。野生型の培
養細胞を用いて FLAD と LC3 を組み合わせて観察すると、2 種類のオートファジーが確かに存在
し、興味深いことに、細胞に与える刺激によって使い分けられていることが明らかになった（図



3B）。以上の結果から、新規オートファジーは従来型オートファジーとは全く異なる機構によっ
て独立に制御される細胞応答であることが明らかになった。 
 
② 次に、従来型オートファジーとの類似点にも着目した。DAPGreen によって従来型オートファ
ジーのみならず新規オートファジーも可視化できることを明らかになったことより、DAPGreen
がオートファジー構造を識別する機構が 2 種類のオートファジーで共通している可能性が示唆
された。そこで、DAPGreen がどのような生体膜構造を識別するのかを解析したところ、PI3P を
持つ二重膜構造を識別していることが明らかになった（Sakurai and Iwashita, Accepted）。こ
の結果より、新規オートファゴソーム膜においても PI3P が重要な役割を果たしている可能性が
示唆された。 
以上の本研究成果により、新規オートファジーの分子機構解析が加速することが期待でき、新規
オートファジーと従来型オートファジーを使い分けて関連疾患の克服に臨むような新手法の開
発に期待ができる。 
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