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研究成果の概要（和文）：オートファジーは細胞が自らの一部分を分解しその分解産物を自己の構成成分として再利用
するプロセスである。オートファジーは栄養飢餓などにより誘導され漸次的に進行し最終的に停止する。この過程の進
行度合いを検出するための方法として、私は以前酵母細胞においてALP法を開発し、それは現在広く用いられている。
今回哺乳類細胞でもALP法に相当する定量的なオートファジー解析法の開発を試みた。酸性ホスファターゼの構造を改
変しオートファジーの誘導に連動して、活性が現れるものを作るべく多くの試みを行ったが、最終的に成功例が得られ
なかった。一方で、その間ALP法をゲノムワイドに展開する方法の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a process that the cell degrades its own components and reutilize the
m. Several environmental stress such as starvation induces autophagy and proceeds gradually and finally it
 is terminated. As the method for monitoring autophagy, I previously developed ALP assay in the yeast and 
the methods is still widely used. ALP assay enables quantitative measurement of autophagy based on the enz
ymatic activity of alkaline phosphatase. This time, I tried to developed similar method to ALP assay in ma
mmalian cells. I generated various version of acid phosphatase to test if their activity is correlated wit
h the progression of autophagy, but finally successful one could not be obtained. On the other hand, we su
cceeded in the development of genome wide ALP assay.
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１．研究開始当初の背景 

 

オートファジーは細胞が自らの一部分を分

解しその分解産物を自己の構成成分として

再利用するプロセスである。オートファジー

は栄養飢餓などにより誘導され漸次的に進

行し最終的に停止する。この過程の進行度合

いを検出するための方法として、私は以前酵

母細胞において ALP 法を開発し、それは現在

広く用いられている。 

 

２．研究の目的 

一方哺乳類細胞において、オートファジーを

定性的や半定量的にその活性を検出する軽

は存在するが、定量的に簡便に検出する軽は

未だ存在しない。そこで今回哺乳類細胞でも

ALP 法に相当する定量的なオートファジー解

析法の開発を試みた。また ALP 法をゲノムワ

イドで展開する方法の開発も試みた。 

 

 

３．研究の方法 

（１）酸性ホスファターゼ遺伝子に改変を施

した。特に細胞質で安定して発現するため、

シグナルシークエンスを切断することや、

GFP タグを付加することなど様々な改変を施

した。それらを HeLa 細胞や A293 細胞等様々

な法入類培養細胞へ導入し、発現を確認した。

飢餓やラパマイシン処理などでオートファ

ジーを誘導し、細胞を破砕し酸性ホスファタ

ーゼの酵素活性を測定した。バフィロマイシ

ンやロイペプチン等のオートファジーの阻

害剤処理を行い、その活性を比較した。 

 

（２） ALP 法はこれまで、個別の細胞株を

液体で培養し、それぞれの ALP 活性を測定す

るという方式で行われていたのを、大規模変

異株コレクションに対応させるため、固形培

地の上で培養し、それをタイタープレート中

で飢餓処理などをし、さらに ALP 活性もタイ

タープレート中で測定する方法を考案した。 

 

４．研究成果 

 

（１）様々な酸性ホスファターゼを構築し、

HeLa 細胞や A293 細胞等様々な法入類培養細

胞へ導入した。しかしながら飢餓やラパマイ

シン処理などでオートファジーを誘導し、細

胞を破砕し酸性ホスファターゼの酵素活性

を測定したところ、バフィロマイシンやロイ

ペプチン等のオートファジーの阻害剤処理

で、オートファジー依存に活性上昇が得られ

るものをは得られなかった。 

 

（２）酵母ゲノムワイド非必須遺伝子破壊株

ライブラリーや必須遺伝子発現低下ライブ

ラリーへ、ALP法のマーカー遺伝子であるPHO

８D60 遺伝子を導入するため、SGA 法を応用

した。SGA 法はさまざまな栄養要求性マーカ

ーを用いることにより、目的変異株のゲノム

中へ目的の遺伝子を組み込ますことが出来

る方法である。このことにより ALP 法を行う

ことができる株のゲノムワイドコレクショ

ンを作成することに成功した。このコレクシ

ョンを YPD プレート上で培養し、窒素源飢餓

の液体培地を含むマイクロタイタープレー

ト中で培養した。細胞を遠心により分離し、

破砕バッファーと粉末ジルコニウムを加え、

攪拌することで細胞を破砕した。遠心した上

清をALPアッセイとタンパク質定量へと用い

た。その結果、既知のオートファジー欠損変

異株 ATG 変異株が、５０００種の変異株の中

でもほぼ全てが上位５０位以内の低いオー

トファジー活性を示すことが明らかとなり、

ゲノムワイド ALP 法の確立に成功した。 

この方法を用いて、オートファジー活性が低

下した変異株についてい解析をおこなった

ところ、TRAPPIII の変異株ではオートファジ

ー活性が低下しており、その原因として、そ

れがメンブレントラフィックに機能してお



り、オートファジーに必要なタンパク質 Aｔ

ｇ９の輸送が出来なくなるためであること

を明らかにした。 
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