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研究成果の概要（和文）：本研究はオートファジー隔離膜の初期構造の同定を目的とした。アミノ酸飢餓誘導に
よるオートファジーの解析は他グループから発表されたため、対象をマイトファジーに絞った。その結果、鉄欠
乏誘導性マイトファジーにおいて、ミトコンドリア表面における隔離膜伸長がミトコンドリアの部分隔離に重要
であること、および近傍の小胞体が前駆体となる可能性を示すことができた。また、隔離膜の構造を走査型電子
顕微鏡で観察することに成功し、次の研究に繋げることができた。さらに、創傷治癒過程の線維芽細胞および癌
カヘキシアで見られる萎縮筋線維において、オートファジー・リソソーム分解系が重要な働きを担うことを示唆
した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to identify precursor structures of the autophagic 
isolation membrane. Because another group demonstrated the ones induced by amino acid starvation 
using similar approaches, we focused on investigating on mitophagy. As a results, we found that the 
extension of the isolation membrane on the mitochondrial surface is involved in the iron-deficiency 
induced mitophagy. Also, we were able to establish a method for observing the isolation membrane by 
scanning electron microscopy, which will promote future research project. Finally, we suggested the 
importance of autophagy-lysosomal system in fibroblasts during wound-healing process and in muscle 
fibers in cancer induced cachexia.

研究分野：細胞生物学、人体組織学
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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
栄養飢餓、凝集体蓄積、微生物感染などに代
表される細胞ストレスへの適応機構と捉え
られている。同機構が発動されると細胞の一
部が隔離膜で囲まれ（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
解析が進む一方で、隔離膜の由来について
様々な可能性が検証されてきた。特に電子顕
微鏡レベルで証明されているのは「小胞体」
である。申請者らは先行する基盤研究（Ｂ）
の成果として、電子顕微鏡用の新たな試料固
定処理法を開発し、小胞体付近に存在すると
されてきた隔離膜前駆体構造「オメガソー
ム」が約 30 nm径の細管構造から成る集合体
であることを見出した。そして同構造体を
IMAT (isolation membrane associated tubule)と
命名した (Uemura et al., MCB, 2014 )。 
しかし、同構造はあくまで隔離膜が「閉鎖」
する段階で見出されたものであり、隔離膜形
成初期段階で小胞体近傍にどのような形態
変化を来すかは不明である。一方で、分子細
胞生物学的研究により、初期段階に関わる分
子として ULK1 complex, PI3 kinase complex, 
PI(3)P binding proteins, Atg9 vesicles, p62 
protein等が報告された。これらが小胞体構造
の変化あるいは新規膜成分の合成、供給にど
のように関わるのかは不明であり、これら分
子群が働く現場を捉える必要がある。ここで
重要なことは、この隔離膜形成現象は 1 m
内の空間における膜動態変化を伴うことで
あり、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
認識されにくく、これまで見逃されてきた可
能性が大きい。したがってこのレベルの形態
学的解析を、最新の時空間解析により多面的
に展開する必要があると考えた。 

 
２．研究の目的 
 
以上を踏まえ、本研究では隔離膜形成初期
構造について以下の解析を展開し、分子機能
と対比できる形態学的基盤を確立すること
を目指す。 

 
(1) 電子顕微鏡法による隔離膜初期形成部位
の探索： オメガソーム細管構造を指標にし
て、オートファジー誘導初期における小胞体
の形態変化候補を捉える。 
 
(2) 光学顕微鏡法による隔離膜初期形成部位
の分子指標の開発： 蛍光タンパク質を付加
したオートファジー関連分子を作製し、細胞
に発現させ、内在性タンパク質と同じ挙動を
示す実験系を確立する。 
 

(3) 分子機能と局在解析： 上記(1)と(2)の結
果を直接比較、あるいは免疫電顕法を用いる
ことで、隔離膜初期形成部位におけるオート
ファジー関連分子群の局在を明らかにする
と共に、これら分子の発現低下、欠損細胞を
作製して形態解析を行い、隔離膜形成におけ
る機能的役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞株：隔離膜初期形成部位の分子マーカ
ーとして Ulk1, Atg14L, WIPI1を選択し、これ
ら分子のN末端側にGFPを付加した cDNAを
構築した。レンチウイルスベクターを用いて
マウス胎仔線維芽細胞 (MEF) に遺伝子導入
を行い、ゲノムに組み込まれた安定発現株を
作製した。mito-mCh/EGFP-LC3B を安定に
発現する HeLa 細胞は、新潟大学の神吉博士
よりを入手した (Yamashita et al., J Cell 
Biol, 2016)。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MEFについ
ては過去に報告したものを用いた (Uemura et 
al., MCB, 2014 )。これら細胞は 10%ウシ胎仔
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、アミノ酸不含 DMEM に交換
し 30-120分間培養した。マイトファジーを誘
導するために、1 mM deferiproneを約 20時間
投与した。 
 
(2) 免疫蛍光法：オートファジーを誘導した
上記細胞を、4%パラホルムアルデヒドを含む
リン酸緩衝生理食塩液 (PBS) で室温 15分間
固定し、0.1% Triton x-100/PBS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：各種蛍光タンパク質標識マーカータンパ
ク質を発現する細胞を 2%パラホルムアルデ
ヒド、0.5%グルタールアルデヒドを含むリン
酸緩衝液 (PB) で固定し、共焦点レーザー顕
微鏡で蛍光シグナル（例えば GFPシグナル）
を撮影した。その後、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特定してトリミング
し、連続超薄切片を作製した後、電子顕微鏡 
(JEM1400EX, JEOL) で観察した。パソコン上
で蛍光シグナルと電子顕微鏡像を重ね合わ
せながら目的構造を特定した。 
 
(4) オスミウム浸軟法：アミノ酸飢餓培地で 1
時間培養した MEF を 0.5% グルタールアル
デヒドと 0.5%パラホルムアルデヒドを含む
0.1M リン酸緩衝液で固定し、さらに 1% オ
スミウム酸で 1時間、後固定した。ゼラチン
に包埋後、液体窒素を用いて凍結割断を行い、
0.1% OsO4中で３日間静置した。臨界点乾燥



と白金パラジウムコートを施した後に走査
型電子顕微鏡 (Hitachi, SU8200) で観察した。 
 
(5) ラット創傷治癒モデル：７週齢ウィスタ
ーラットの背側皮膚に 1 cm 径の皮膚全層欠
損を作成し、6時間、2、5、7、9、14日後に
ラットを灌流固定し、創部を含む皮膚組織か
らパラフィン切片と凍結切片を作成した。こ
れらについて、ウサギ抗 LC3抗体 (EP1983Y, 
Epitomics) を用いた免疫組織蛍光法を行った。 
 
(6) 患者腫瘍組織移植マウスモデル：重度の
複合型免疫不全動物として NOG マウスを用
い、大腸癌患者より採取した癌組織を腋窩に
移植した。約 3か月後に癌組織が生着したマ
ウスと生着しなかったマウスの２群に分け、
それらの腓腹筋を摘出し、固定後、凍結切片
を作成した。それらについてウサギ抗 LC3抗
体 (EP1983Y, Epitomics) を用いて免疫組織
蛍光法を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 隔離膜初期形成部位の探索について 

GFP-Ulk1 を安定に発現する MEF において
アミノ酸飢餓によりオートファジーを誘導し
たところ、小胞体近傍に点状あるいはカップ
状の形態を認め、これらは隔離膜マーカーで
ある Atg16Lと共局在していた。また、超解像
顕微鏡解析では、これら構造が、さらに細か
な輝点から構成されることが分かった。次に、
CLEM を行った結果、隔離膜初期構造体と推
測できる特殊形態を観察した。 
しかし、2016年 8月に他の研究グループに
より類似成果が発表されたため (Karanasios 
et al., Nat Commun)、本研究の対象を変更し、
まだ報告されていないマイトファジーで見ら
れる初期隔離膜構造とした。mito-mCherry 
/GFP-LC3B を安定に発現する HeLa 細胞にお
いて、deferiprone 投与による鉄欠乏誘導性マ
イトファジーの誘導実験系を行い、CLEM 解
析を行った。その結果、ミトコンドリアの一
部が隆起する部分に対応して隔離膜が近接す
る様子を捉えることに成功した（図１）。また、
近傍の小胞体がこれら膜近傍に伸びている所
見も得た。これら結果は、鉄欠乏誘導性マイ
トファジーにおいて、ミトコンドリア表面に
おける隔離膜伸長がその部分的な分離に重要
であること、小胞体が隔離膜の由来であるこ
とを示唆する。本成果は国内学会で報告した
（学会発表②、⑥）。  
一方、オスミウム浸軟法を走査型電子顕微
鏡に応用し、野生型 MEF および Atg3 欠損
MEFを用いて飢餓誘導による隔離膜の観察を
行った。その結果、典型的な隔離膜構造を同
定することに成功した（図２）。しかも、隔離
膜開口部の縁と小胞体が連続することを示唆
する像を捉えることができた。しかし、構造
の決定的な同定を行うには、分子マーカーの
検出が不可欠であることも分かり、現在、免

疫ラベル法を組み合わせた新たな手法開発に
取り組んでいる。 
 

図１．マイトファジーにおける LC3の CLEM
解析 Mito-mCherry /GFP-LC3Bを安定に発現
する HeLa 細胞において、deferiprone 投与後
21時間で固定し、CLEM解析を行った。電顕
像と EGFP-LC3 の重ね合わせ像（A）、
Mito-mcherry によるミトコンドリア像（B）、
対応する電顕像（C）を示す。バー：1 m 
 
 

図２．走査型電顕によるオートファジー隔離
膜 野生型MEFをアミノ酸飢餓培地で 1時間
培養し、固定後、オスミウム浸軟法により処
理した。細胞質の一部を包み込もうとしてい
るオートファジ―隔離膜（矢印）が観察でき
る。バー：500 nm 
 
(2) 他の実験系への応用 
 本研究では、免疫組織蛍光法で使用可能な
隔離膜マーカーの開発とその応用に関する
研究を行った。特にオートファジー誘導時に
増加する LC3顆粒に注目し、以下の成果を得
た。 



①ラット創傷治癒モデルを用いた研究 
創傷後の治癒過程において、線維芽細胞は
増殖、分化、細胞外マトリックス産生、細胞
死などと関連してダイナミックに変化する。
この現象とオートファジーマーカーである
LC3との関係を解析した。その結果、治癒過
程で形成される肉芽組織中の線維芽細胞は、
対照細胞より LC3 陽性顆粒数が増加してい
た（図３）。 

 

図３．創傷治癒組織における LC3の免疫染色 
control（B）に比して創傷治癒組織（C, D）に
おける LC3陽性顆粒（赤色）数が多いことが
分かる。青色は核染色。バー：10 m 

 
また、その陽性顆粒数を数えたところ、創
傷後 7-9 日をピークとする一過性の増加を示
すこと、創中央よりも創縁の方が有意に多い
こと、創外の真皮でも顕著な増加を示すこと
が示された（図４）。 

 

図４．創傷治癒過程における LC3陽性顆粒の
経時的変化 創中央部（center）、創縁部
（margin）、創外部（periwound skin）におけ
る線維芽細胞当たりの LC3 陽性顆粒数を数
えた。* :p < 0.05, ANOVA, Tukey-Kramer test。 

 
この結果は、オートファジー―リソソーム
分解系が線維芽細胞の増殖分化に関連して
変動することを示唆する（雑誌論文③）。 
 
 

② 患者腫瘍組織移植マウスの筋委縮モデル 
抗癌剤の開発過程では、in vivoの癌細胞増
殖評価のために患者腫瘍組織移植マウス
（PDX）が用いられる。癌カヘキシアで見ら
れる筋委縮とオートファジーの関連を調べ
るために、PDX マウス腓腹筋における LC3
を免疫組織蛍光法により陽性顆粒の増減を
解析したところ、正常な筋より増加していた
（図５）。 

図５．正常（cont）および患者組織移植マウ
ス（PDX）の腓腹筋における LC3の免疫組織
蛍光法 PDXマウスの腓腹筋では、リング状
の LC3陽性構造が多数認められた。しばしば
リング状を呈するものも見られた。バー：10 
m 
 
さらにこれら構造を定量したところ、筋線
維横断面積および単位面積当たりの数は対
照群と比較して有意に高値であった（図６）。 
これら結果は、オートファジー―リソソー
ム分解系が癌カヘキシア病態に密接に関わ

ることを示す。（雑誌論文④） 
 
図６．筋線維断面積（A）および単位面積（B）
当たりの LC3 陽性顆粒数 対照群に比して
PDXマウスの腓腹筋では、LC3陽性顆粒数が
有意に高値を示す。 
 
(3) 結語 
本研究により、オートファジー初期構造の
研究を加速するための CLEM 法を確立する
ことができ、さらにマイトファジー研究への
足掛かりを得た。また、創傷治癒や癌カヘキ
シア病態といった臨床医学分野への応用を
見据えることができた。今後、オートファジ
ー研究における新発見や他分野との融合研
究に繋がる成果と位置付けられる。 
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