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研究成果の概要（和文）：二重膜構造のautophagosomeが中心的な役割を担うmacroautophagyにおいてOshの
autophagyへの関与を検討した。全てのOsh1-Osh7を欠損した酵母細胞のautophagic活性は抑制されていた。さら
にOsh5pを欠損した酵母細胞ではautophagosomeの形成が抑制され、またOsh4pを欠損した酵母細胞では液胞内の
autophagic body（autophagosomeの内膜）が蓄積していた。以上の結果から、autophagosomeの形成にはOsh5p
が、液胞内でのautophagic body膜の崩壊にはOsh4pが関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Autophagy has crucial roles in the intracellular metabolisms of various 
molecules including proteins, nucleotides, and lipids. We investigated roles of lipids transporter 
Oshp, which can transport PtdSer and PtdIns(4)P between the membranes of intracellular organelles, 
in the autophagy process of yeast cells. We found that the defect of the autophagic activity in the 
all osh genes (osh1-osh7)-knocked out yeast. It was found that no autophagosome was detected in 
osh5-deleted mutant and accumulated autophagic bodies in the vacuole in osh4-deleted mutant when 
autophagy was induced. We suggest that Osh5p and Osh4p have roles in the autophagosome formation and
 in the degradation of autophagic body in the vacuole, respectively, by transporting PtdSer and 
PtdIns(4)P between the organelle membranes. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 脂質　電子顕微鏡　急速凍結　フリーズフラクチャー　微細分布　オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Autophagyは、初期胚発生、細胞変性抑制、細胞内侵入細菌分解、選択的基質分解、がん抑制、炎症制御などの
機能を持つことが判明してきた。しかし、autophagosomeがどこで形成、膜脂質の由来は何か、というような基
本的なことがわかっていない。今回の研究で得られた成果はautophagyにおける脂質動態の解明に大きく貢献
し、オートファジー全容の解明への新たなアプローチを提供する。さらにオートファジー機能の欠陥を原因とす
る疾患の病態の解明、その成果に基づく新たな医薬品の開発も期待され、ライフイノベーション推進への寄与は
大きい。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 細胞膜をはじめ、小胞体やゴルジ体などの細胞内小器官の構造の維持には、脂質二重層からな

る生体膜が重要な役割を果たす。生体膜には多種多様な脂質分子が存在し、数千種類あると言わ

れている。生体膜の膜脂質は、脂質二重層の内葉と外葉で異なる組成を示すこと、二次元的にも

不均一で偏った分布（偏在性）を示す場合があることが提唱されている。しかし、このような膜

脂質の非対称性分布や不均一分布は、ほとんどが生化学的手法あるいは人工膜を用いて解析さ

れてきたものであり、実際生きた細胞において起こっているのかは不明な点が多く、その生物学

的な意味、あるいは脂質の偏在性の結果からもたらされる細胞内の微小環境への影響はわかっ

ていない。その最大の原因は蛋白質に比較して脂質を解析するための方法が極めて限られてい

ることにある。 
 
２．研究の目的 
 代表者らは、生体膜での脂質の局在をナノスケールで明らかにすることが、膜脂質の非対称性

分布、不均一分布の生物学的意義を解明するために不可欠であると考え、そのための方法の開発

に努めてきた。その結果、急速凍結・凍結割断レプリカ標識法（Quick-freezing & freeze-fracture 

replica labeling method: QF-FRL）によって膜脂質を物理的に固定し、特異的に標識することが可

能であることを示してきた。代表者らの現在までの研究では、QF-FRL 法の利点を最大限に生か

し、生体膜、特に酵母細胞での自食作用（オートファジー）に際し形成されるオートファゴソー

ム膜と、その結果、形成される液胞内でのオートファジックボディー膜における各種リン脂質の

微細局在を明らかにした。本研究では、オキシステロール結合タンパク質（oxysterol-binding 

protein: OSBP）の酵母ホモログである Osh のオートファジーでの役割を検討した。 
 
３．研究の方法 
 申請者らの研究成果を含め、現在までの検討により、細胞内の物質代謝に重要な役割りを担う

自食作用（オートファジー）に、ホスホイノシチドの PtdIns(4)P が必須であることが示されてい

る。そこで、本研究では、ホンスファチジルセリン（PtdSer）および PtdIns(4)P の輸送に関与す

るオキシステロール結合タンパク質（oxysterol-binding protein: OSBP）の酵母ホモログである Osh

のオートファジーでの役割を検討した。 

 酵母には野生株 SEY6210 および Osh1 – Osh7 をそれぞれノックアウトした変異株を用い、YPD

培養溶液内、30 ̊ C で培養した。オートファジーの誘導は，窒素源を取り除いた培養溶液（S(-CN)）

で５ hr培養を行なった。オートファジー活性は GFP-Atg8 の分解を指標として評価を行った。

つまり、オートファジーが誘導されると GFP-Atg8 は液胞内に運ばれ分解を受ける。オートファ

ジーが正常に誘導されるとウエスタンブロッティング (WB) によって単離された GFPバンドが

抗 GFP抗体により検出される。また PtdSer および PtdIns(4)P の標識には QF-FRL 法を用いた。

加圧凍結装置（HPM010）および金属圧着法を用いることにより、培養した酵母細胞のペレット

を急速凍結した。凍結した酵母細胞は、凍結割断装置（BAF400）を使用することにより、酵母

細胞のレプリカ標本を作成し、PtdIns(4)P および PtdSer の標識を行なった。 
 
４．研究成果 

抗 GFP抗体を用いた WB により、野生株（WT）ではオートファジー誘導により GFPバンドが

検出されたが、全 osh遺伝子をノックアウトした株（osh1 – osh7∆）ではオートファジーを誘導



しても GFPバンドは検出されなかった。それぞれの osh遺伝子をノックアウトした株では、osh4∆

と osh5∆株で GFP のバンドがほぼ消失した。以上のことから、オートファジー活性には Osh4p

および Osh5p が重要な役割りを持つことがわかった。QF-FRL 法を用いた検討では、osh1 – osh7∆

株ではオートファジーを誘導しても、オートファゴソームおよびオートファジックボディーは

観察されなかった。さらに QF-FRL 法を用いた PtdSer および PtdIns(4)P の標識により、osh5∆株

ではオートファゴソームがほとんど無く、存在したとしても小さく、内膜も外膜も薄く弱々しい

ものであった。また、PtdSer の標識の WT 株のオートファゴソーム膜よりも極端に減少してい

た。このことから、オートファゴソームの形成には Osh5p が重要な働きをしており、特に Osh5p 

によるPtdSerの輸送がオートファゴソームの形成に不可欠であることが示唆された。また、osh4∆

株においては、細胞質にオートファゴソームが WT 株と変わりなく観察された。さらにタンパ

ク質分解酵素の阻害薬である PMSF 非存在下においても、液胞内のオートファジックボディー

が蓄積していた。また、オートファジックボディー膜における PtdIns(4)P の標識は WT株と比較

して増加し、PtdSer 標識は減少した。以前の我々の報告では、液胞内のオートファジックボディ

ー膜での PtdIns(4)P 標識はオートファゴソーム膜より減少し、PtdSer 標識は増加していた。液胞

内には PtdSer を特異的に分解するリパーゼである Atg15p が存在し、液胞内でオートファジック

ボディー膜の特異的な分解を行なっていることが示唆されている。osh4∆株ではオートファジッ

クボディーの元となるオートファゴソームの内膜への PtdSer の輸送が抑制され、オートファジ

ックボディー膜での PtdSer の減少が起こり、その結果、液胞内でのオートファジックボディー

の蓄積が起こったと考えられる。これらの結果から、Osh4p はオートファゴソームの内膜への

PtdSer の輸送に重要な役割りを担っていることが示唆された。 
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