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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、細胞に巨大な液胞を形成させる化合物を見出した。こ

の化合物の作用機構を明らかにすることによって、液胞形成機構を解明することを目的とした。

まず、液胞の由来を明らかにする目的で、各種オルガネラマーカータンパク質に対する抗体を

用いて、免疫染色を行った所、AAE1 および M6PR という初期・後期エンドソームの局在が変

化していた。そこで、生細胞におけるエンドソームの形態を観察したところ、エンドソーム同

士の融合を介してエンドソームが巨大化していることを明らかにした。さらにこの化合物は、

オートファジーをも誘導することが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：I discovered a small organic molecule that induces a huge vacuoles 

in mammalian cells. The aim of this study is elucidating a molecular mechanism of 

vacuolation by means of this compound as a tool. To examine the vacuole origin, I 

conducted a immuno-fluorescense microscopic study and found that localizations of AAE1 

and M6PR, early and late endosome marker protein, respectively, was different from those 

under normal state. And I found that endosomes are enlarged by fusion each other. 

Furthermore, the compound was appeared to induce autophagy. 
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１．研究開始当初の背景 

生体を構成する基本単位は細胞であり、例え
ばヒトはおよそ 60 兆個の細胞から成り立っ
ていると言われている。しかし、細胞の内部
は決して均一なものではなく、オルガネラと
呼ばれる構造物が発達している。オルガネラ
も近年の研究から決して静的なものではな
く、常に消失と生成、形態変化を繰り返すダ

イナミックな動きをする構造体であること
が明らかにされつつある。特に液胞は、エン
ドソームやリソソーム、小胞体・ゴルジ体か
らの膜小胞と絶えず融合を繰り返している
ことが知られている。液胞に内在する分子装
置に関してはその解明が進んでいるが、その
形成と融合のダイナミクスがどのように維
持されているのかについては未解明な部分
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が多く、細胞生物学的にも非常に重要な課題
の一つであった。 

 

２．研究の目的 

 上記課題に対するアプローチとして、研究
代表者は小分子有機化合物の利用を提案す
る。申請者は今回、細胞ベースのスクリーニ
ングを実施し、一万二千個の化合物の中から
細胞に大きな液胞を誘導する化合物を三つ
見出した（図 1）。このうち、非常に構造の良
く似ている二つの化合物、106C9・106E9 に
ついて、双方の特徴を併せ持つような化合物、
VA を合成した（図 2）。そこで本研究計画に
おいては、本化合物 VA を道具として利用す
ることによって、液胞形成のメカニズムを明
らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 （１）液胞膜の由来の解明：スクリーニン
グヒット（図 1）から誘導展開を行った化合
物 VA (図 2)は、細胞に巨大な液胞を形成させ
る（図 3）。そこでまずは、この液胞の由来を
明らかにするために、各種オルガネラ（原形
質膜、核、ミトコンドリア、ゴルジ体、エン
ドソーム、リソソーム）のマーカータンパク
質に対する抗体を用いて免疫染色を行い、化
合物処理によってその局在が変化するかど
うかを観察した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）生細胞におけるエンドソームの観察：
蛍光標識したトランスフェリンを用いて生
細胞におけるエンドソームの形態を観察し
た。さらに、赤･緑の二色を用いた蛍光標識
トランスフェリンによるパルス･チェイス実
験を行った。 

 

（３）VA による、オートファジーの誘導：
オートファジーとは細胞内の大規模分解装
置であり、飢餓状態をはじめとした様々なス
トレスで引き起こされることが知られてい
る。オートファジーは、LC3 タンパク質の特
異的な脂質付加を介したプロセシング、及び
同じく LC3 タンパク質のオートファゴソー
ムと呼ばれる独特な細胞内小器官への局在
によって特徴付けられる。そこで、本化合物
処理による LC3 タンパク質のプロセシング、
及び局在を、抗 LC3 抗体を用いたウェスタン
ブロッティングと間接蛍光抗体法にて検討
した。 

 
４．研究成果 
（１）液胞膜の由来の解明：化合物 VA処理、
未処理の HepG2 細胞を用いて、Bcl-2 (ミト
コンドリア)、EEA1 (初期エンドソーム)、
GM130 (ゴルジ体)、インテグリン （原形質
膜）、Lamp1 (リソソーム)、LC3 (オートフ
ァゴソーム)、M6PR (後期エンドソーム)、
ヌクレオポーリン （核）の各オルガネラマ
ーカータンパク質に対する抗体で免疫染色
を行った。ほとんどのマーカータンパク質の
局在は、化合物 VA の処理、未処理に関わら
ず変化は認められなかったが、EEA1、M6PR、
及び LC3 の局在が変化していた。以上の事か
ら、初期・後期エンドソーム及びオートファ
ゴソームが化合物 VA による液胞形成に関与
している可能性が示唆された（図 4）。 
 

 
（２）生細胞におけるエンドソームの観察：
（１）で示した化合物 VA によるエンドソー
ムマーカーの局在変化をさらに検証するた
めに、蛍光色素標識したトランスフェリンを
利用することによって、生細胞でのエンドソ
ームの形態を確認した。その結果、化合物VA
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図 1. スクリーニングヒット 
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図 2. VA の構造 

 

図 3. VA による液胞形成 VA 未処理（左）、処理後 24 時間（右）

の HepG2 細胞。ヘキストで核を染色している。 

 

Not treated VA treated  

図 4. VA 処理によるエンドソームマーカータンパ

ク質(EEA1) の局在変化 
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図 5. 蛍光標識トランスフェリンを用いた生細胞

でのエンドソームの可視化 

の処理によってエンドソームが肥大化する
ことが明らかとなった（図 5）。 

エンドソームが肥大化するには、二つの可能
性が考えられる。すなわち、1)各々のエンド
ソームが個別に肥大化する、あるいは 2)複数
のエンドソームが融合することによって肥
大化する、である。これらの可能性を検討す
るために、二色の蛍光色素で標識されたトラ
ンスフェリンを用いて、パルス・チェイス実
験を行った。まず緑色標識トランスフェリン
を用いて細胞をラベルしたのち（図5の状態）、
赤色標識トランスフェリンでさらにラベル
した。標識トランスフェリンを除いてさらに
培養を続け、顕微鏡下で観察した。可能性1)
であれば、緑あるいは赤に染色されたエンド
ソームが観察されるはずである。可能性 2)
ならば、緑と赤の両方に染色されたエンドソ
ームが観察されると考えられる。観察の結果、
緑と赤の両方に染色されたエンドソームが
見られたことから、可能性 2)、すなわちエン
ドソームの肥大化は融合を介して行われる

ことが明らかとなった（図 6）。 
 
（３）VA による、オートファジーの誘導：
これらの過程で、化合物 VA はオートファジ
ーを誘導することが明らかとなった。オート
ファジーは、LC3 タンパク質のオートファゴ
ソームと呼ばれる独特な細胞内小器官への
局在、及び同じく LC3 タンパク質の特異的な
脂質付加を介したプロセシングによって特
徴付けられる。そこで、本化合物処理による
LC3 タンパク質の局在及びプロセシングを
抗 LC3 抗体を用いた関節蛍光抗体法とウェ
スタンブロッティング法にて検討した。 

まず、間接蛍光抗体法の結果であるが、化合
物 VA の処理によって、LC3 の局在が変化し、
細胞質に拡散していた LC3 が輝点を形成す
るように局在している（図 7）。これは、オー
トファゴソームに特徴的な局在であると考
えられた。 

 

さらに、LC3 のプロセシングを抗 LC3 抗体
を用いたウェスタンブロッティング法によ
って確認したところ、化合物 VA の処理によ
って LC3 のプロセシングが時間依存的に増
加していた(図 8)。これらのことから、化合
物 VA は、オートファジーも誘導すると考え
られた。 
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図 6. 二色のトランスフェリンを用いたエンドソ

ーム肥大化の機構解明 実験の概略図（上）と結果。 
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図 7. 抗 LC3 抗体を用いた LC3 の局在観察。 
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図 8. 抗 LC3 抗体を用いたウェスタンブロッテ

ィングによる LC3 タンパク質プロセシング 

LC3 は細胞質型の LC3-I からオートファゴソー

ムに結合している LC3-II 型へと変換されてい

る。 
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