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研究成果の概要（和文）：本研究において骨肉腫細胞U2OSのCCTβ欠損により著しい核膜形態変化が起きること
を見出すとともに、哺乳類オートファジーに関与するDFCP1、Atg13、WIPI2といったいくつかのAtgがオートファ
ゴソーム形成時に液滴様の構造を形成することをLive-imagingおよびFRAP法を用いて明らかにした。ヒトの
Atg13やWIPI2は天然変性領域を持っており液-液相分離を介したAtgの高次構造形成に寄与していることが示唆さ
れた。核膜ストレス発生部位近傍でAtg13やWIPI2が液-液相分離を起こすことで迅速にオートファジーを介した
ストレス応答が可能になることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that the deficiency of CCTβ in osteosarcoma cells 
U2OS leads to significant changes in nuclear membrane morphology. Additionally, we elucidated that 
several Atgs involved in mammalian autophagy, such as DFCP1, Atg13, and WIPI2, form droplet-like 
structures during autophagosome formation using live-imaging and FRAP methods. It was suggested that
 human Atg13 and WIPI2, which possess intrinsically disordered regions, contribute to the 
higher-order structure formation of Atgs through liquid-liquid phase separation. It was also 
suggested that the liquid-liquid phase separation of Atg13 and WIPI2 near sites of nuclear membrane 
stress enables a rapid stress response via autophagy.

研究分野：細胞生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに出芽酵母の液胞膜上の特定部位においてAtgの液滴構造(Fujioka et al. Nature. 2020)が形成される
ことについては既に報告されていたが、哺乳類ではいまだ報告がなく本研究で見いだされた相分離を介したオー
トファゴソーム形成機構は新規のメカニズムである。癌遺伝子RASの活性化がnucleophagyを介した核膜構成成分
の分解を誘導することで、核膜ストレスの発生および細胞老化を引き起こすことが報告されているが、Atg13や
WIPI2の相分離を制御することでオートファジーによる核膜ストレスの制御が可能となり老化の予防も期待でき
ると考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

細胞の生存にとって核膜の構造が維持されることは非常に重要である。しかしながら、DNA 損

傷や酸化ストレスなどで核膜構成成分が劣化する状況では核膜崩壊や核輸送の障害といった核

膜ストレスが発生し核の適切な機能が脅かされる。核膜ストレスは遺伝性早老症であるハッチ

ンソン･ギルフォード･プロジェリア症候群の発症に関連することから、細胞及び個体の老化の

仕組みを明らかにするうえで重要な現象であるが、いまだ核膜ストレス応答を含めた分子的実

態については大部分が未知である。 

２．研究の目的 

申請者は、ホスファチジルコリン(PC)合成経路 kennedy pathway で働く律速酵素 CCTβを欠損

させ、生体膜の PC 供給を核に局在する CCTαに依存する CCTβ欠損細胞を用いた解析で核膜構

造の破綻や飢餓ストレス条件化での細胞生存率が著しく抑制されることを見出した。本研究で

は核膜ストレス発生時の脂質の流動を解析するとともに、オートファジー(nucleophagy)が核膜

ストレスの発生・修復機構として如何にして効率よく膜形成を起こしているか明らかにする。 

３．研究の方法 
骨肉腫細胞 U2OS の CCTβKO 細胞の解析 
① U2OSの PC合成を CCTαに限定した際の核膜形態の変化を解析す
る。 
② 選択的オートファジーに関与する DFCP1 の変異体解析 

オートファジーの初期構造である Omegasome のマーカータンパ
ク質 DFCP1 が選択的オートファジーに関与することが報告され
ており(Nähse et al. Nat Commun. 2023)、Nucleophagy におい
ても機能することが示唆されていたため DFCP1 の変異体を作製
しオートファゴソームの形成に及ぼす影響を解析した。 

③ FRAP assay を用いたオートファジー初期構造の解析 
オートファゴソーム形成部位における各種 Atg の流動性を FRAP

方で解析する。 
④オートファジー初期構造 Omegasomeの超解像ライブイメージング 

オートファジーが誘導時の隔離膜形成部位について共焦点顕微
鏡を用いた超解像イメージングを行う。 

４．研究成果 
① 骨肉腫細胞 U2OS の CCTβKO 細胞の解析 
骨肉腫細胞 U2OS の CCTβさせることで核膜が異常な形態になるこ
とを既に見出していたが、透過型電子顕微鏡法でも同様の結果が
得られた(図 1)。 
②選択的オートファジーに関与する DFCP1 の変異体解析 

DFCP1 の NTPase ドメインに変異を導入することで(DFCP1_T189A)、

異常な形態のオートファゴソームが形成された。DFCP1_T189A を解

析していく中で WT の DFCP1 に比べ FRAP assay の値に大きな差が

出ることが明らかとなった。出芽酵母では効率よく

オートファゴソームを形成するために Atgがオート

ファゴソーム形成部位(PAS)において液-液相分離

を起こしていることが既に知られているが哺乳類

でも Omegasome上で DFCP１含めいくつかの Atgが相

分離している可能性があった。 

③哺乳類オートファジー誘導時の各種 Atgの流動性

に差があるか明らかにするために FRAP assay を行

った。その結果 DFCP1 だけでなく WIPI2b や Atg13 に

ついても高い流動性を持つことが明らかとなった 

(図 3)。 

④DFCP1 や WIPI2b は共に PI3P へと結合する分子で

ある。これら分子が高い流動性をもって Omegasome

へとリクルートされるのならば Omegasome 形成時の

ER 膜も何らかの影響を受けていると考えられる。そ

図 1. CCTβKO U2OS の

電子顕微鏡観察。 

図 2. DFCP1_T189A 発現

時に形成される異常な

形態の隔離膜 
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図 3. Atg の FRAP assay 



の点を明らかにするために Omegasome の超解像ライブイメージングを行った。その結果

Omegasome 形成時に ER が集積していることが明らかとなった。また WIPI2b と ER の分布を追跡

することで Omegasome の形成に伴って ER が協調して形態変化を起こしていることを明らかにし

た(図 4)。 

 
このことから哺乳類のオートファジーでは Omegasome の形成に伴って ER の集積が起こり、これ

により ER から隔離膜へ Atg2 を介した膜脂質の効率的な供給が達成されていると考えられる。

以上のことからオートファジー(nucleophagy)が核膜ストレスの発生・修復機構として効率よく

機能するためには核膜ストレス発生部位においてオートファジー初期構造の効率的な相分離が

必要であることが示唆された。 
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図 4. (A)Omegasome 形成時の DFCCP1 および ER の分布。(B)Omegasome 形成時の WIPI2b

および ER の分布。 
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