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研究成果の概要（和文）：オートファジー （ATG）は環境ストレスに応答する細胞内機構であり、真核生物にお
いて進化的に広く保存されている。オートファジー過程の上流においてはホスファチジルイノシトール３リン酸
（PI3P）が重要な役割をもつ。酵母や哺乳類細胞での研究知見が蓄積されているが、藻類や植物における知見は
限られている。本研究では、植物型オートファゴソームのPI3P分子の細胞内動態を明らかにすることを目的とし
て、藻類細胞のPI3P分子の可視化系を確立し、間接蛍光抗体法、フリーズフラクチャー法、フローサイトメトリ
ーによる細胞内動態および局在解析を行った。
 

研究成果の概要（英文）：Autophagy (ATG) is an intracellular mechanism that responds to environmental
 stresses and is widely conserved evolutionarily in eukaryotes. Phosphatidylinositol 3-phosphate 
(PI3P) plays an important role upstream of the autophagy process. A number of studies on autophagy 
have been reported in yeast and mammalian cells, but knowledge in algae and plants is still limited.
 In this study, to clarify the subcellular dynamics of PI3P molecules in plant-type autophagosomes, 
I attempted to visualize PI3P in algal cells and analyzed their subcellular dynamics and 
localization by immunofluorescence microscopy, freeze-fracture replica labeling electron microscopy 
and flow cytometry.

研究分野：細胞形態・微細構造
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オートファジーは細胞生物学や医学分野の主要なテーマとなり、近年、研究が加速的に進捗している。多くの研
究ではモデル生物である酵母細胞や哺乳類細胞を使って研究が進んでいる。一方で、オートファジーは真核生物
に普遍的にみられ、進化学的視点からの研究アプローチも重要であるが、植物や藻類に関する知見が乏しい。本
研究では、オートファジー機構を包括的に捉えるために、真核生物のなかで研究が遅れている植物・藻類に着目
した研究を実施した。

※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 

オートファジーは栄養飢餓などのストレス応答時に見られる細胞質やオルガネラのバルク
分解系の総称であり、タンパク質等をアミノ酸に分解しリサイクルする仕組みである。オートフ
ァジーは真核生物に進化的に広く保存されている。オートファジーには隔離膜を形成し、オート
ファゴソームと呼ばれる膜構造を形成するタイプのオートファジー（マクロオートファジーと
よぶ）が知られている（図 1）。 

オートファゴソームはリン脂質二重層を２枚（内側と外側）もつ構造体である。外側のリン
脂質二重層が液胞／リソソームと融合することにより、一重膜オートファジックボディーとな
り液胞内消化が始まる。酵母細胞ではホスファチジルイノシトール３キナーゼ活性がオートフ
ァジーに必須であることが明らかにされ 1)、その産物であるホスファチジルイノシトール３リン
酸（PI3P）はオートファジーに関する細胞機能に重要な役割をもつ。 

フリーズフラクチャー（凍結割断）レプリカ標識法を用いて PIP 分子可視化した先行研究
では、PI3Pの局在は哺乳類細胞と酵母細胞で異なることが明らかにされている 2）。つまり、オ
ートファジーは進化的に保存されているが、系統群によってオートファゴソーム形成機構が異
なることが示唆された。申請者はこれまで緑色植物の一群である緑藻類を材料として栄養飢餓
応答の研究を行ってきた 3,4)。例えば、緑藻類の主要系統群であるトレボウクシア藻類
Parachlorellaを用いた硫黄飢餓におけるトランスクリプトーム解析では、中性脂質（トリアシ
ルグリセロール）の蓄積にともない、オートファジー関連遺伝子の発現上昇が明らかになった 3)。
これは藻類が中性脂質を蓄積する過程においてオートファジーが重要な役割を担っていること
を意味する。PI3Pのオート
ファゴソームにおける膜
面局在が酵母と哺乳類細
胞で異なることに着目し、
酵母あるいは哺乳類細胞
から進化的に離れた系統
群である植物の PI3P 分子
動態を明らかにすること
で、植物型のオートファゴ
ソームの一端を理解する。 

 
２．研究の目的 

植物型オートファゴソームにおける PI3P局在は、酵母型、動物型、それとも両者と異なる
タイプのいずれかになることが予想される。本課題の最終目標は、植物型オートファゴソームの
PI3P分子の細胞内動態を明らかにすることである。この目標達成のために下記の実験を行った。 
 
（１）PI3P分子可視化系の確立 

脂質分子はタンパク質と異なり直接抗体で標識できない。このため、PI3P に特異的に結合
する GSTタグを付加した PX ドメインをもつタンパク質（p40phox）を利用し、膜上の PI3P分子
を認識した。さらに抗 GST 抗体（一次抗体）と二次抗体で標識し、PI3Pのリン脂質膜上の局在
を蛍光顕微鏡や電子顕微鏡を用いて観察した。酵母細胞や哺乳類細胞で報告されている方法を
植物細胞に適用できるようにプロトコールを改変し、これにより緑藻クラミドモナスなどの藻
類細胞で PI3P分子の細胞内動態を調べた。 
 
（２）PI3P分子局在解析 

上記の実験により明らかになった標識タンパク質量や抗体濃度の最適条件をもとにフリー
ズフラクチャー・レプリカ標識法を実施した。また、細胞内動態を定量的に調べるためにフロー
サイトメトリーを実施した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）標識タンパク質の精製 

藻類オートファゴソーム上の PI3P 分子の蛍光標識あるいは金コロイド標識系を確立した。
PX ドメイン（Phox 相同性）をもつタンパク質にグルタチオン Sトランスフェラーゼ（GST）をタ
グとして付加したタンパク質（p40phox）をアフィニティークロマトグラフィー（GST GraviTrap）
により精製した。タンパク質は SDS-PAGEにより電気泳動して、目的の分子量のタンパク質が精
製されているかどうかを確認した。 
 
 



 

 

（２）PX-GSTタンパク質特異性の確認 
ホスファチジルイノシトールリン酸はそのリン酸基が付加する位置によって複数種の分子

が知られている。15 種類のホスフォイノシチドとブランク（ネガティブコントロール）がニト
ロセルロース膜上に固定化された市販のメンブレンを利用し、そこに解析対象となるタンパク
質(p40phox)を重層添加することによって特異的結合を解析する方法（PIP ストリップアッセイ）
により、標識すべき分子を特異的に標識しているかを確認した。 
 
（３）PI3P分子の局在解析、細胞内動態解析 

間接蛍光抗体法による蛍光顕微鏡観察やフリーズフラクチャー・レプリカ標識法による電
子顕微鏡観察により、植物型オートファゴソーム PI3Pの局在や細胞内動態について解析した。
並行して間接蛍光抗体法により調製した細胞試料をフローサイトメーターで解析することによ
り、細胞内の蛍光シグナルを定量的に解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）材料の選定 

本研究では、藻類細胞を研究材料として実験を実施した。国立環境研究所微生物系統保存施
設（MCC-NIES）に維持されている緑藻クラミドモナス (Chlamydomonas reinhardtii NIES-2235) や
緑藻ムレミカヅキモ (Raphidocelis subcapitata NIES-35) を材料として研究を実施した。ストレス
源として、重金属ストレスも対象に実験をおこなった。これは先行研究により、重金属のストレ
スによりオートファジーが惹起されることが報告されたことや 5)、ムレミカヅキモのように MCC-
NIES に維持されている重金属に感受性の高い試験株を随時利用することができることがあげら
れる。 
 
（２）PI3P分子認識タンパク質の精製 

PI3P 分子を特異的に認識する phox ドメインを含むタンパク質(p40phox)を精製した。p40phox

は GSTタグがＮ末端に付加されており、GST融合タンパク質のアフィニティークロマトグラフィ
ー（GST GraviTrap）により精製を行った。細胞ライセートおよび精製したタンパク質は SDS-PAGE
電気泳動し、目的の分子量のタンパク質であることを確認した。さらに PIPストリップアッセイ
を実施し、精製タンパク質がさまざまな種類のホスファチジルイノシトールの中で PI3P分子の
みを特異的に認識することを確認した。本研究では本実験で精製したタンパク質に PI3P分子を
認識させ、以降の間接蛍光抗体法や免疫電子顕微鏡の実験を行った。 
 
（３）間接蛍光抗体法の実施 

PI3P 分子認識タンパク質（p40phox）を介して、PI3P 分子を可視化する間接蛍光抗体法の実
験系を確立した。p40phoxには GSTタグが付加されており、一次抗体として、anti-GST 抗体を利
用した系を検討した。二次抗体として FITC- goat anti-rabbit IgG 抗体を利用し、蛍光顕微鏡に



 

 

よ り 観 察 を 行 っ た 。 ク ラ ミ ド モ ナ ス 
(Chlamydomonas reinhardtii NIES-2235)では細胞質部
分に顆粒状の輝点が認められたほか、核の周縁部分
にもシグナルが認められた。観察されたシグナルが
PI3P分子の局在であるのかを確かめるために、リソ
ソームマーカー（LysoTracker™ Green）による比較
を実施した。また、蛍光抗体法を定量的に評価する
ためにフローサイトメトリーを実施した（図２）。 
 
（４）フリーズフラクチャーの実施 

本研究期間中（2018 年、2019 年）に高知大学
のフリーズフラクチャー装置を利用し、実験、観察
を実施した。ストレス曝露した藻類細胞を液体窒素
スラッシュ法により急速凍結固定し、凍結割断後に
レプリカ膜（カーボン薄膜）を作製し、透過型電子
顕微鏡により観察した。レプリカ膜を作製する際は、通常のフリーズフラクチャー観察で行う方
法に加え、免疫電顕法で観察するための sodium dodecylsulfate (SDS) 処理凍結割断レプリカ標識
法の条件検討を実施した。 
 
（５）リソソームマーカーによる蛍光顕微鏡観察およびフローサイトメトリー 

間接蛍光抗体法による PI3P分子の局在を評価するために、LysoTracker™ Greenを利用した
生体染色を行い、蛍光顕微鏡観察で比較解析するとともに、フローサイトメトリーによる金属曝
露時のリソソーム細胞内動態や PI3Pのシグナルの変化を調べた。オートファジーを惹起するラ
パマイシン曝露細胞の一例を図３に示す。 
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