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研究成果の概要（和文）：リソソームは球状のオルガネラであるが、環境の変化に応じて管状化することが知ら
れている。管状化は、リソソーム活性を調節するメカニズムの１つであると考えられているが、管状リソソーム
は壊れやすく解析が困難なこともあり、その形成メカニズムは不明な点が多く残されていた。本研究では、蛹期
ショウジョウバエの腹部筋細胞に形成される管状リソソームをモデルに、リソソーム管状化のメカニズムの解明
に取り組んだ。トランスクリプトーム解析とRNAiスクリーニングから、リソソーム管状化に必要な遺伝子を同定
した。さらに、それらの機能解析から、管状リソソームネットワークの主要な膜供給源は小胞体であることを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Lysosomes are generally considered spherical organelles but are tubulated in
 response to environmental stimuli. Tubulation is thought to be one of the mechanisms regulating 
lysosome activity; however, its mechanisms have remained poorly understood. This study aims to 
elucidate the mechanism of lysosomal tubulation using the tubular lysosomal network formed in 
Drosophila's pupal abdominal muscle cells as a model. A combination of transcriptome analysis and 
RNAi screening identified a series of genes required for lysosomal tubulation. Furthermore, their 
functional analysis revealed that the endoplasmic reticulum is the primary membrane source for 
tubular lysosomal network formation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりリソソーム管状化に関わる新たな因子が複数同定された。リソソーム管状化に関わる一連の遺伝子
が同定されたことにより、今後、リソソーム形態調節メカニズムの理解が比較的に進むと期待される。管状リソ
ソームネットワークの形成は、オートファジーに依存していることから、本研究から得られた知見は、オートフ
ァジーの制御機構に関しても新たな知見を提供するものである。さらに、筋細胞に見られるT管などの他の管状
オルガネラとの共通点と相違点が明らかになったことにより、膜管状化メカニズムのさらなる理解につながると
考えられる。

※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 
酸性加水分解酵素を内含するリソソームは、真核細胞に普遍的に存在する “分解”の場であ
る。一般に、リソソームは球状のオルガネラであると考えられているが、環境の変化に応じて管
状化することが知られている。1970 年代には、マクロファージ、神経細胞、また膵細胞など多
様な細胞種に、低頻度ながらも管状のリソソームが観察されている。管状化は、リソソームの活
性を調節するメカニズムの１つであると予想されているが、非常に壊れやすく解析が困難なこ
ともあり、管状リソソームの形成メカニズムとその生物学的な意義は不明であった。 
私は、ショウジョウバエの蛹期に幼虫の筋細胞が成虫の腹部筋細胞へリモデリングされる際
に、オートファジーに依存して管状のリソソームネットワークが張り巡らされる新たな現象を
見出した。この現象を利用し、管状リソソームの形成メカニズムの解明に取り組んだ。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、筋細胞に形成される管状リソソームネットワークをモデルに、リソソーム管状化
の分子メカニズムの解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ショウジョウバエでは全遺伝子に対する RNAi 系統が整備されていることから、ゲノムワイド
RNAi スクリーニングも可能ではあるが、管状リソソームの解析系のスループットを考えると現
実的ではない。そこで、本研究では、管状リソソームネットワークが形成される特定の筋細胞の
経時的なトランスクリプトーム解析を実施し、得られたデータの主成分分析から、リソソーム機
能に関わる遺伝子を選別した。それらの候補遺伝子を Spinster-RFP をリソソームマーカーに用
いたin vivo RNAiスクリーニングに供して、管状リソソームの形成に関わる遺伝子を同定した。
さらに、新たに得られたリソソーム管状化に関わる遺伝子の機能を、細胞生物学的手法を用いて
解析した。 
 
４．研究成果 
（１） 筋細胞リモデリングのトランスクリプトーム解析 
 リソソーム管状化は筋細胞リモデリングの特定の時期にのみ見られることから、リソソーム
の管状化に関わる遺伝子の発現は特定の時期に亢進すると考えた。そこで、リソソーム管状化に
関わる候補遺伝子を選別するために経時的な RNA-seq を実施した。腹部の目的の筋細胞を単離
し、シングルセル RNA-seq のプロトコールを用いて、筋細胞リモデリングに伴うトランスクリプ
トームの変動を解析した。先に、管状リソソームネットワークの形成にオートファジーが必要で
あることを見出していたことから、野生型に加えて、オートファジーを抑制した FIP200 もしく
は Atg9 をノックダウンしたサンプルも並行して解
析した。この解析から、オートファジーの欠損は筋
細胞リモデリングに伴う遺伝子の発現変動にほと
んど影響を与えないことがわかった。したがって、
オートファジーは遺伝子発現調節を介さずにリソ
ソームの管状化を制御していると考えられる。 
 野生型筋細胞の RNA-seq のデータから、目的の筋
細胞において、およそ 8,000 遺伝子の発現変動が明
らかになった。得られたデータの主成分分析および
因子解析から、リソソーム機能に関わる遺伝子が濃
縮される領域があることを見出した（図１）。その領
域に含まれる遺伝子から、ハウスキーピング遺伝子
などを除き RNAi スクリーニングに供する候補遺伝
子を選別した。 
 
（２）管状リソソームの形成に関わる遺伝子の RNAi スクリーニング 
リソソーム膜タンパク質である Spinster に RFP を付加したコンストラクトをリソソームマー
カーに用いて、in vivo RNAi スクリーニングを実施した。GAL4/UAS システムを用いて、Spinster-
RFP と RNAi コンストラクトを筋細胞特異的に発現させ、管状リソソームネットワークが形成さ
れる蛹化後 20 時間の個体の腹部筋細胞を角質越しに共焦点顕微鏡にて観察した。237 の RNAi 系
統を検討し、5つのヒットが得られた。 
 
（３）リソソーム管状化における SPASTIN の機能 
SPASTIN は神経変性疾患のひとつである遺伝性痙性対麻痺の原因遺伝子として知られている。
SPASTIN を筋細胞特異的にノックダウンすると管状リソソームの形成が強く抑えられ（図２）、
ショウジョウバエの運動性の低下も見られた。 



 SPASTIN は N 末端の疎水性ドメイン（HD）を介して膜上に局在し、ESCRT-III や微小管と相互
作用するドメインをもつ。また、C 末端には微小
管切断活性を示す AAA-ATPase ドメインを有して
いる（図２）。リソソームの管状化に微小管が重要
であることが示唆されている。しかしながら、
SPASTIN をノックダウンもしくは過剰発現させて
も微小管の形態には大きな影響が見られなかっ
たことから、リソソーム管状化への SPASTIN の直
接的な関与が示唆される。そこで、各ドメインを
欠失させたコンストラクトの組換えショウジョ
ウバエを作成した。これらを用いることにより、
リソソーム管状化における各ドメインの機能を
明らかになると考えられる。 
 
（４）リソソーム管状化における STX17 の機能 
 オートファゴソームとリソソームの融合に関わる SNARE である Syntaxin17 (STX17)はリソソ
ームの管状化に必須であった。通常の SNARE タンパク質とは異なり、STX17 は疎水性の膜貫通ド
メインがタンデムに並んだヘアピン構造を持つ（図３左）。また、STX17 はオートファゴソーム
だけでなく、管状化したリソソーム上にも局在した（図３右）。小胞体膜の管状化に働く REEP や
Reticulon などの分子は膜貫通ドメインをタンデム
に持ち、“くさび”のように働いて膜の曲率を生み出
すと報告されていることから、STX17 のヘアピン構
造も膜の曲率を生み出しているのではないかと考
えた。そこで、STX17 の組換えタンパク質を用いて、
膜を変形させる能力を持つかどうか in vitro で検
討したが、膜を変形させる活性は見られなかった。
また、STX17 と SNARE 複合体を形成する SNAP29 をノ
ックダウンした際にもリソソームの管状化が強く
抑えられたことから、STX17 は直接的に膜の変形を
生み出しているわけではなく、オートファゴソーム
とリソソームの融合を介した何らかのメカニズム
によりリソソームの管状化させていると考えられ
る。 
 
（５）リソソーム管状化における TANK の機能 
筋細胞に見られる管状リソソームネットワークの形成に必要な遺伝子として TANK（CG15626）
を同定した。ショウジョウバエの TANK はエタノール感受性に関わる遺伝子として先に報告され
ているが、その機能は不明である。GFP を付加した TANK の組換え体を作成し、筋細胞に発現さ
せたところ筋小胞体に局在した。TANK-GFP は管状リソソーム上には局在しなかったことから、
リソソーム管状化に直接的に働く因子ではないと考えられる。筋細胞と脂肪体における TANK の
機能解析の結果を合わせると、TANK はオートファゴソームの形成を介して、管状リソソームネ
ットワークの形成に関与していると考えられる。興味深いことに、TANK をノックダウンもしく
はノックアウトした個体の筋細胞には、筋小胞体が多層に重なった特徴的な構造が観察された。
また、リソソームの分解活性を抑えて、リソソームを肥大化させると、筋小胞体膜タンパク質が
リソソーム膜上に局在する様子が観察された。これらの結果より、管状リソソームネットワーク
の主要な膜の供給源は筋小胞体であると考えられる。 
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