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研究成果の概要（和文）：オートファジー隔離膜の近傍に見出された新規細管構造としてisolation membrane-associa
ted tubule (IMAT)を見出し、その詳細な解析を行った。電子線トモグラフ法を用いた三次元立体構築によりIMATが小
胞体と隔離膜に内腔を通じて連続していること、オメガソームの本体であること、小胞体における隔離膜生成の初期過
程に関連することを明らかにした。また、電子顕微鏡でIMATを検出するためにオスミウム酸を用いた新規固定法を開発
した。小胞体で始まる隔離膜生成の最も初期の形態変化は未だ捉えられておらず、ここに関与する分子機構も含め、本
研究がこれら疑問に答える糸口になる。

研究成果の概要（英文）：A cluster of thin tubules near the rim of autophagic isolation membrane was 
identified as a novel fine structure, and each element was named as the isolation membrane-associated 
tubule (IMAT). By electron tomography, IMAT was found to be continuous with the endoplasmic reticulum 
(ER) and isolation membrane (IM). Immunoelectron microscopy revealed that the cluster of IMATs 
corresponds to omegasome, a precursor structure of IM at light microscopic levels. Moreover, IMAT is 
suggested to be involved in the early events of isolation membrane formation on the ER. Also, we 
developed a new method using osmium tetroxide for detecting IMAT. This study would pave the way for 
clarifying mechanisms of the early events of IM formation on the ER membrane.

研究分野： 細胞生物学、細胞組織学、電子顕微鏡学

キーワード： オートファジー　オメガソーム　電子線トモグラフ法　電子顕微鏡　固定法
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
オートファジー（自食作用；self-eating）は

古くから栄養飢餓への適応機構と捉えられ
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、オート
ファジーに関与する Atg (autophagy-related) 
タンパク質群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。最近の解析技術の向上により、矢継ぎ
早に「小胞体」「ゴルジ体」「ミトコンドリア」
「細胞膜」が由来として報告された。しかし
電子顕微鏡レベルで普遍性を持って証明さ
れているのは「小胞体」のみである。光学顕
微鏡を用いたライブセルイメージングでは
小胞体からリング状の phosphatidylinositol-3 
phosphate に富む領域として「オメガソーム」
が出現し、そこから「たもあみ」の「あみ」
の形状を取りながら隔離膜が形成される 
(Axe et al, J Cell Biol., 2008)。一方、電子線ト
モグラフ解析では、小胞体と隔離膜をつなぐ
小管の存在が証明され、小胞体由来説を支持
した（Hayashi-Nishino et al., Nat. Cell Biol, 
2009; Yla-Anttila et al., Autophagy, 2009）。しか
し、オメガソームの微細構造が不明なために、
光学顕微鏡と電子顕微鏡の観察結果は必ず
しも一致しない。重要なことに、この現象は
１m 内の空間（サブミクロン）における膜
動態変化を伴い、その 3 次元構造は通常の光
学顕微鏡と電子顕微鏡解析の限界の狭間に
あって、最も認識されにくい。 
 申請者らは先行する挑戦的萌芽研究にお
いて、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
近傍に存在する多数の細管構造を見いだし
た。またその細管構造体に DFCP1 (double 
FYVE domain-containing protein 1) が局在す
ることから、これがオメガソームの本態であ
る可能性を示唆した。そしてその構造を
IMAT (Isolation membrane-associated tubule)と
命名した。しかし、現時点での知見は２次元
面での観察に限定されており、またどのよう
な機能分子と関係するかも分かっていない。
そのため、この新規細管構造の解析を多方面
に展開する必要があると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では IMAT 構造について以下の解析

を展開し、分子機能に基づく形態学的基盤を
確立することを目指した。 
(1) 電子顕微鏡法を用いて、小胞体、IMAT、
オートファジー隔離膜の三次元的位置関係
や連続性について明確にする。また、IMAT

固定法として見出したオスミウム初期固定
法の改良法を開発する。 
(2) IMAT の形成初期、リング形成期、消失期
における動態、および小胞体および隔離膜と
の位置関係をライブセルイメージングや
CLEM 法（後述）で明らかにする。 
(3) 関連 Atg 分子、小胞輸送関連分子、膜脂
質修飾分子群の局在と動態を解析し、これら
分子の作用する場を特定する。また、これら
関連分子の欠損細胞や発現低下細胞用いて
形態学的解析を行い、隔離膜形成における役
割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞株：不死化した野生型あるいは Atg3
を始めとする各種 Atg 遺伝子欠損胎児由来線
維芽細胞(MEF)を用い 10%ウシ胎児血清を含
むダルベッコ改変イーグル培地(DMEM)で
32.5℃, 5%CO2 の環境で培養した。飢餓誘導
法は 10 mM HEPES を含むハンクス平衡塩液
(HBSS) に培地交換し 30-120 分間培養した。 
(2) 免疫蛍光法：MEF を 4%パラホルムアル
デヒドで室温 15 分間固定し、0.1% Triton 
x-100 で透過処理を行った後、各種一次抗体
と反応させた。さらに適切な種類の蛍光色素
標識された二次抗体と反応させ、共焦点レー
ザー顕微鏡 (FV1000, オリンパス)で観察し
た。 
(3) CLEM (correlative electron-light microscopy)
法：GFP-DFCP1 を発現する MEF を 2%パラ
ホルムアルデヒド、2%グルタールアルデヒド
を含むリン酸緩衝液で固定し、GFP シグナル
を撮影後、還元オスミウム (OsO4) 法で後固
定し、エポン樹脂に包埋した。目的シグナル
を含む部位を探してトリミングし、連続超薄
切片を作製した後、電子顕微鏡 (JEM1200EX, 
JEOL) で観察した。 
(4) 電子線トモグラフ法：MEF を 2%パホル
ムアルデヒド、2%グルタールアルデヒド、
2%OsO4 を含むカコジレート緩衝液で固定し、
定法に従ってエポン包埋した。200 nm 厚切片
を作製し、電子顕微鏡 (JEM1400, JEOL) を用
いて 120kV で観察した。グリッドを 1°ずつ
傾斜しながら± 60°の範囲で撮影し、
TEMografhy software (System In Frontier Inc.)
で三次元立体構築を行った。 
(5)免疫電顕法：MEF を 4%パラホルムアルデ
ヒド、0.1%グルタールアルデヒドを含むリン
酸緩衝液で固定し、氷晶防止処理後に凍結し
た。凍結超薄切片を作製し、抗 GFP 抗体で反
応させ、さらに 12 nm 径の金コロイドで標識
された二次抗体を反応させた。 
 
４．研究成果 
 
(1) 電子顕微鏡を用いた IMAT の詳細形態解
析 
 

IMAT、小胞体、オートファジー隔離膜の位



置関係を 3D トモグラフ法により解析した。 
閉鎖過程にある隔離膜、すなわちファゴフ

ォアを同定し、その開口部を観察すると、
IMAT と小胞体、あるいはオートファジー隔
離膜との間に内腔を通じた連続性が認めら
れた（図 1）。連続性の程度を推測するために
10 個のファゴフォア構造について 200 nm 厚
内で立体構築し、連続性を示す箇所を数えた
所、IMAT-小胞体間は 1.3 ± 1.2、IMAT-隔離膜
間は 1.6 ± 1.2、両者とも連続している箇所は
0.6 ± 0.7 であり、合計 3.5 ± 2.0 程度の連続性
を認めた。以上の観察から、開口部の大きさ
によるものの、一つのファゴフォア当たり約
10本の IMATが隔離膜と小胞体の間に存在し
ていると推測した。 

 

 
(2) CLEM および免疫電子顕微鏡を用いた
GFP-DFCP1 の局在解析 

 
オメガソームマーカーである GFP-DFCP1

の局在を解析するために、まず免疫蛍光法で
検出したシグナルと電子顕微鏡写真を対比
させる CLEM 法を行った。その結果、
GFP-DFCP1 の点状シグナルはファゴフォア
の開口部位に一致していた（図 2A）。同様の
結果は Atg3 欠損 MEF でも認められた（デー
タは割愛）。 
さらに、Atg3 欠損 MEF について凍結超薄

切片-免疫金コロイド法を施行した。その結果、
GFP-DFCP1 は主にファゴフォア開口部の小
管小胞構造、すなわち IMAT に集積した（図
2B）。また、濃度は薄いが一部は隔離膜その
ものにも局在することが判明した（図 2 C）。 
以上の結果より、ファゴフォアの開口部付

近に存在するオメガソームの本体は IMAT で
あることが分かった。 
 
(3) IMAT 検出のための新規固定法の開発 
 
我々が開発した方法、すなわち 2% パラホル
ムアルデヒド-2% グルタルアルデヒド–2% OsO4

の３者混合液 (PA/GA/Os混合液) を初期固定 

 

 
液とする手法は、新たな膜ドメイン検出法として
有用である可能性があるものの、その至適処理
条件については検討の余地がある。そのため、
同固定法における固定温度の影響について検
討した。 
 

 
MEF を 4 ºCで固定した場合、ミトコンドリアな
どオルガネラ膜の断裂像と内部構造の変性が観
察され、オートファゴソーム隔離膜の存在は２重
膜の空隙として認識可能であったが隔離膜自体



は認められなかった（図 3A）。一方、15 ºC で固
定した場合は、各種膜オルガネラは同定可能で
あり、隔離膜および IMAT も認められた。30 ºC
で固定した場合は、全体的な形態保存性は 15 
ºC で固定した場合と同様であったが、隔離膜と
IMAT の膜の電子密度が高く、より明瞭であった
（30 ºCのみ図 3Bに示す）。 
以上より、IMAT の電子顕微鏡解析において、

安定した試料作製法の開発に成功した。 
 
(4) MEF 以外の細胞における IMAT の観察 
 

IMAT 構造の出現が普遍的かどうかを調査
するため、MEF 以外の細胞株として ARPE-19
（ヒト網膜細胞由来）, Huh-1（ヒト肝細胞癌
由来）, HeLa（ヒト子宮頸癌由来）, NRK 細
胞（ラット腎臓由来）について、電子顕微鏡
解析を行った。その結果、４種類の細胞にお
いて閉鎖過程にある隔離膜近傍に明瞭な
IMAT 構造が認められた（図 4；HeLa 細胞と
NRK 細胞については割愛）。このことは同構
造がアミノ酸飢餓により普遍的に出現する
ことを強く示唆する。 

 

 
(5) IMAT 構造と関連遺伝子機能との関係 

 
様々なオートファジー関連遺伝子の欠損

MEFにおいて IMAT構造の有無および形態変
化を解析した。最初に、アミノ酸飢餓による
オートファゴソーム隔離膜の誘導について
電子顕微鏡で調べた。Atg 結合反応に関与す
る Atg3, Atg5, Atg7, Atg16L をそれぞれ欠損す
る MEF では、野生型 MEF と同程度にアミノ
酸飢餓のよる隔離膜の増加が認められた。中
でも Atg3 欠損 MEF では顕著に増加した。一
方、Ulk1 複合体のサブユニットである FIP200
欠損 MEF では隔離膜はほとんど認められな
かった。 
次に Atg5, Atg7, Atg16L のそれぞれを欠損

する MEF について IMAT の存在を調べたと
ころ、どの MEF においても IMAT 構造が認
められた。この事は IMAT の生成は Atg 結合
反応に依存せず、より初期の隔離膜生成機構
に関与することを示唆する。 

 
(6) IMAT 構造とミトコンドリアあるいは
Atg9 小胞との関係 
 

 
隔離膜の由来候補としてミトコンドリア

と Atg9 小胞が報告されているため、IMAT 構
造 と こ れ ら 構 造 との 関 係 を 調 べ た 。
GFP-DFCP1 を発現する MEF 細胞でオメガソ
ームを誘導し、ミトコンドリアマーカーであ
る Tom20 との共局在を調べたところ、63.5% 
± 12.8% (n=10) の GFP-DFCP1 陽性顆粒は
Tom20 と共局在あるいは近接していた。次に
Atg9 小胞に関しては、40.7% ± 6.9% (n=10) 
の GFP-DFCP1 陽性顆粒がAtg9 と共局在ある
いは近接していた。さらに電子顕微鏡で



IMAT あるいは隔離膜とミトコンドリアの関
係を調べたところ、約 60%の IMAT／隔離膜
では、構造の縁から 400 nm の範囲内にミト
コンドリアが観察された。しかし直接接する
像は認められなかった（データは割愛）。以
上の結果は、ミトコンドリアや Atg9 小胞が
IMAT 生成に何らかの機構により関連する可
能性を示唆する。 

 
(7) 結語 

 
本研究により、オートファジー関連オルガ

ネラとして IMAT 構造を発見した。IMAT は
飢餓シグナルにより小胞体から生成される
オメガソームに相当すること、隔離膜生成の
初期過程に関与することを明らかにした。ま
た、電子顕微鏡で IMAT を検出する新たな固
定法を開発した。隔離膜生成に関しては、小
胞体で始まる最も初期の形態変化は未だ捉
えられておらず、ここに関与する分子機構も
含め、本研究がこの疑問に答える糸口になる
と考えている。 
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