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第一章：研究の社会的背景・動機 

 

生体は全て、核酸（DNA・RNA）、たんぱく質、脂質、糖質、無機化合物から構成されている。分子細胞生

物学は、これらの構成要素が細胞内でどのように作用し、どのように細胞の機能やプロセスを制御するか

を研究する学問である。現在までの分子細胞生物学研究の飛躍的発展により、DNA・RNA やたんぱく質に関

する知見は急速に増加してきた。特に、2003 年に 30億塩基対のヒトゲノム全塩基配列が決定されてから

は、核酸や、遺伝子にコードされるたんぱく質の研究は著しく発展した。対して「脂質」はゲノムにコー

ドされておらず、遺伝子産物であるたんぱく質によって合成される。生命活動の重要なエネルギー源や、

生体膜の構成要素として生体に必須であるが、未知な点が多い。生体膜は脂質とたんぱく質から構成さ

れ、細胞膜や、核、ミトコンドリア、小胞体、ゴルジ体、リソソームなど細胞内小器官の膜を指す。生体

膜は、細胞や細胞小器官の内と外を隔てる役割だけでなく、その動態によって、様々な細胞機能維持に重

要な役割を持つ。生体膜脂質の主要構成要素の 1つにリン脂質があるが、近年、生命体・細胞の活動にお

ける重要性が分かってきた。最近では、アテローム性動脈硬化症などの循環器疾患、ガウシェ病・ニーマ

ンピック病などのリソソーム蓄積症、アルツハイマー病やパーキンソン病などの神経変性疾患、癌、感染

症などの関連物質としても知られている。しかしながら、脂質の有用な解析方法が限られており、詳細な

分子機構は明らかでない。リン脂質の働きを究明することは、生体膜動態を解き明かすことに直結し、

様々な生体機能の機序解明、ならびに、疾病の治療法確立に重要である。 

そこで本研究では、オートファゴソーム膜と細胞膜において、「急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-

FRL）法」を用いてリン脂質の微細局在解析を行うことで、リン脂質の機能解明を目指した。第一章では、

本研究における研究対象である<1>生体膜と、その主要構成要素である<2>リン脂質について、また、生体

膜リン脂質を可視化し解析する方法として<3>リン脂質解析、さらに、リン脂質が重要な機能を持つことが

期待される<4>オートファジー経路という 4つのトピックに分けて研究背景をまとめた。 

 

<1> 生体膜 

生体膜は膜脂質と膜たんぱく質から構成される膜であり、細胞の内と外の隔壁としての役割以外にも、

セカンドメッセンジャーとしての役割や、膜脂質と膜たんぱく質との作用によって細胞内恒常性を保つ役

割を持つ。さらに、細胞内で独立した機能をもつ細胞内小器官の膜を構成し、細胞小器官の機能を維持す

るために重要である。つまり生体膜は、細胞に必須の要素である。したがって、これら生体膜の動態を解

き明かすことが、未だ明らかでない生体内・細胞内現象の解明、ならびに、関連疾患の治療法確立につな

がることが期待される。<1>生体膜では、生体膜に関する研究背景をまとめた。 
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  1.1 生体膜の特徴 

生体膜研究の基は、1972 年に提唱された「流動モザイクモデル」である（図 1-1）[1]。流動モザイ

クモデルでは、リン脂質二重層によってつくられる基盤にたんぱく質が表面接着したり、貫通したり

し、二次元的に“流動的”に動き回るとされた。このモデルは現在でも本質的に正しいと考えられて

いるが、当時、脂質分子の多様性や役割に関しては、全く考慮されなかった。しかし 1990年代初頭か

ら「脂質ラフト」の概念が生まれたことで見直され、脂質に関する研究が進んできた。表 1-1には、

流動モザイクモデルが提唱されるまでの、生体膜・リン脂質研究の歴史を示した。 

 流動モザイクモデル（図 1-1）に示された生体膜の“流動性”を維持する物質として、脂質が重要

な役割を果たす。膜脂質には、リン脂質、糖脂質、スフィンゴ脂質、コレステロールが存在する。膜

脂質は両親媒性を持ち（図 1-2）、疎水性尾部を内側に、親水性頭部を外側にして並ぶことで、リン脂

質二重層を形成する。リン脂質二重層はチャネルやトランスポーターなどのたんぱく質と作用し、イ

オンや分子の出入りを制御する。 

生体膜の“流動性”として、横方向においては“相転移現象”がある。低温で脂肪酸の炭化水素鎖

が固相となり、高温で融解し液晶相となる現象である。生理温度では液晶相であり、脂肪酸の炭化水

素鎖は自由に動き回る[2]。生体膜コレステロールは、膜の流動性を低下させながらも、炭化水素鎖が

固相になることを防ぎ、膜の流動性を広い温度範囲で保持する機能を持つ[2]。このように、数々の分

子が横方向の流動性を制御することで、生体膜機能を維持している。さらに、細胞質側・管腔側の縦

方向の流動性を司るたんぱく質として、生体膜上のフリッパーゼ、フロッパーゼ、スクランブラーゼ

が存在する[3]。フリッパーゼ、フロッパーゼは ATP 依存的に単一方向（フリッパーゼ：管腔側→細胞

質側、フロッパーゼ：細胞質側→管腔側）へ脂質を輸送する。一方、スクランブラーゼは ATPに依存

せず、双方向に脂質を輸送する。この縦方向の流動性により特定の脂質が一方の面に分布し、“非対称

性”を生むことで、様々な細胞機能に影響を与える。生理条件下において、すべてのリン脂質はフロ

ッパーゼによってゆっくり連続的に管腔側へ移動するが、ホスファチジルセリン（PS）およびホスフ

ァチジルエタノールアミン（PE）はフリッパーゼにより直ちに細胞質側に戻される。そのため一般的

に、生体膜において PSおよび PEは細胞質側、ホスファチジルコリン（PC）、スフィンゴミエリン

（SM）は管腔側に局在する[4]。このような脂質非対称性が、膜電位、表面電荷、透過性、形状、安定

性などの細胞内特性に重要な働きを担う[5]。例えば、トリプトファン輸送体[6]、プロテインキナー

ゼ C（PKC）[7]、アネキシン[8]、および、スペクトリン[8]などの骨格たんぱく質は、細胞質側の PS

依存的に細胞膜に分布する。対して、脂質の非対称性が破壊され、細胞膜の表面（管腔側）に PSが露

出すると、マクロファージがアポトーシスの対象として認識する[9, 10]。また、細胞分裂の分裂終期

には、娘細胞の分裂溝で PE の非対称性が局所的に解消され、PEが管腔側に露出する[11]。このよう
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に、リン脂質の“非対称性”は、生体膜動態が引き起こす細胞内現象において、非常に重要な因子と

なる。 

本研究では、急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法を用いてリン脂質二重層の間で割断

し、特定のリン脂質を標識した。標識の局在や密度の解析により、生体膜におけるリン脂質の非対称

性や、その特異的な局在を明らかにすることで、その生体膜動態ならびに細胞内現象の解明を目指し

た。 
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表 1-1 生体膜、リン脂質研究が立ち上がる歴史の概略 

  

1665 年 Robert Hooke 
顕微鏡を作製し、観察した小部屋のような構造を Cell と名付け、「細胞」の

概念が生まれた。 

1805 年 Lorenz Oken 「全ての生物は細胞から成り立つ」と提唱した。 

1838 年 Matthias Jakob Schleiden 
植物細胞の細胞説

を提唱した。 
「細胞説」の確立[12] 

“細胞表層のバリア”の実体に対する問題意識が立

ち上がり、生体膜に関する研究始動。 1839 年 Theodor Schwann 
動物細胞の細胞説

を提唱した。 

1846 年 Théodore Nicolas Gobley 
卵黄と脳からリンを含む脂質を単離し、レシチン（現在のホスファチジルコリ

ン）と命名し、リン脂質自体の構造が解明された[13]。 

1895 年 Ernest Overton 隔壁を形成する膜の大部分が脂質であることを提唱した[14]。 

1925 年 Evert Gorter と François Grendel 赤血球膜が脂質二重層であることを記述した[15]。 

1935 年 James Danielli と Hugh Davson リン脂質二重層がたんぱく質の層で囲まれた細胞膜モデルを提唱[16]。 

1940 年代 Jordi Folch 
牛の脳のリン脂質分画中のイノシトールを同定し、その中にリン酸塩が含

まれることが確認され[17]、ホスホイノシタイド研究始動。 

1972 年 
Seymour Jonathan Singer と 

Garth L. Nicolson 
「流動モザイクモデル」を提示した（図 1-1）[1]。 

図 1-1 流動モザイクモデル 

流動モサイクモデルでは、リン脂質二重層によって作られる粘性基盤にタンパク質が表面接着したり、貫通

したりして、２次元的には流動的に動き回っているとされた。そして、これら生体膜の特性を、熱力学のよう

な物理原則に沿っていると説明しつつ、視覚的にも明確なポンチ絵で示した。[1] 
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<2> リン脂質 

 リン脂質は生体膜の主要構成要素である。細胞の内と外の隔壁としてだけでなく、たんぱく質の制御に

より細胞内恒常性を保つ役割や、セカンドメッセンジャーとしての役割など、その役割は多岐に渡る。し

かしながら、脂質の有用な解析技術が無いため、未だ不明な点が多く残されている。そこで本研究では、

QF-FRL 法を用いて、オートファゴソーム、および、細胞膜におけるリン脂質の微細局在解析を行い、機能

解明を目指した。<2>リン脂質では、リン脂質の概要をまとめた。 

 

2.1 リン脂質の構造、分類 

リン脂質は、構造中にリン酸エステル部位を持つ脂質の総称である。親水性頭部、疎水性尾部から

なる両親媒性を持ち、疎水性尾部を内側にして 8-10 nm の脂質二重層を形成し、生体膜を構成する

（図 1-2）。生体内でシグナル伝達にも関わる重要な分子である。 

リン脂質はグリセロリン脂質とスフィンゴリン脂質の 2種類に大別される。グリセロリン脂質の

内、親水性頭部の種類によってホスファチジン酸（PA）、ホスファチジルエタノールアミン（PE）、ホ

スファチジルコリン（PC）、ホスファチジルセリン（PS）、ホスホイノシタイド（PIs）、ホスファチジ

ルグリセロールに分別される（図 1-3）。生体膜のリン脂質は、種類によりその役割だけでなく、それ

ぞれの細胞内局在も異なる。本研究では、近年重要な役割が明らかになってきた PIs に着目し、その

微細局在解析を行うことで、PIsが関わる生体膜動態の解明を試みた。 

 

2.2 ホスホイノシタイド（PIs） 

 ホスホイノシタイド（PIs）はグリセロリン脂質に分類されるリン脂質の 1つである。親水性頭部は

イノシトール環、疎水性尾部は脂肪酸からなる。イノシトール環のリン酸基の数と位置によって、ホ

スファチジルイノシトール（PI）、ホスファチジルイノシトール 3-リン酸（PI3P）、ホスファチジルイ

ノシトール 4-リン酸（PI4P）、ホスファチジルイノシトール 5-リン酸（PI5P）、ホスファチジルイノシ

トール 3,4-二リン酸（PI(3,4)P₂）、ホスファチジルイノシトール 3,5-二リン酸（PI(3,5)P₂）、ホスフ

ァチジルイノシトール 4,5-二リン酸（PI(4,5)P₂）、ホスファチジルイノシトール 3,4,5-三リン酸

（PI(3,4,5)P₃）の 8種のイノシトールリン脂質が知られている（図 1-4）。 

 生体膜リン脂質の内、PIs は 10%以下であるが、生体膜を構成する役割以外にも、数々の生理的な役

割を持つ。個々の PIsの量的な変動や細胞内局在の変化が、様々な細胞生理応答の発現を仲介する。

例えば、セカンドメッセンジャー産生を介したシグナル伝達制御である。細胞膜に存在する Gたんぱ

く質共役受容体が活性化すると、ホスホリパーゼ Cにより PI(4,5)P₂がイノシトール 1,4,5-三リン酸

（IP₃）とジアシルグリセロール（DG）に分解され、セカンドメッセンジャーの産生が促進される。ま



6 

 

た PIs は、細胞内の異なる生体膜にそれぞれ分布し、それぞれのエフェクターたんぱく質の時空間的

な導引を可能にし、生理反応に秩序をもたらす[18]。加えて、細胞骨格やチャネル機能の制御、細胞

の走化性などに関与する。つまり、PIsは細胞機能を支える重要な因子である。 

 特に本研究では、PI(4,5)P₂の前駆体として知られてきた PI4P自身の、生体膜動態における本質的

な機能に着目し、その局在を解析することで、生体膜動態、ならびに生体膜動態によって引き起こさ

れる細胞内現象の解明を目指した。 

 

2.3 ホスファチジルイノシトール 4-リン酸：PI4P[18] 

PI4P は、細胞内存在量の最も多い PIsの 1つであるが、その機能の詳細に関しては未解明な点が多

い。PI4Pは PIを基質とし、イノシトール環第 4位をリン酸化する PI4キナーゼ（PI4K）により合成

される。出芽酵母においては 3種類（Pik1p、Stt4p、Lsb6p）、哺乳類においては 4種類（PI4KⅡα/

β、PI4KⅢα/β）の PI4K が同定されている[19, 20]（図 1-5）。出芽酵母では、中でも Pik1p、Stt4p

が重要な役割を持つ [21]。Pik1pは可溶性たんぱく質であり、核・トランスゴルジ膜に分布し、分泌

経路の制御や、ゴルジからの分泌小胞の出芽、細胞骨格などに直接的な役割を持つ。Stt4p は膜結合

たんぱく質であり、細胞膜に分布し、アクチン細胞骨格組織や細胞壁の維持、液胞形態の制御に関わ

る。Pik1p、Stt4p の遺伝子欠損株は致死となり、相互の強制発現においてもレスキューされないた

め、機能的に独立し、重複しないとされている[22]。 

PI4P は、それぞれの PI4K 分布に沿って、主にゴルジ体と細胞膜に約半数ずつ分布すると考えられ

ている。ゴルジ体において Pik1p/PI4KⅢβによって産生される PI4P は、エフェクターたんぱく質を

導引することでその機能を制御し、アクチン骨格や脂質輸送たんぱく質の機能をコントロールする。

細胞膜において Stt4p/PI4KⅢαによって産生される PI4Pは、PI(4,5)P₂の前駆体としての役割に加

え、PI(4,5)P₂とは直接関係のない、PI4P としての役割の存在があることも示唆されている。細胞膜

PI4P は、PI(4,5)P₂とともに細胞膜の負電荷形成に寄与し、たんぱく質の細胞膜へのリクルートや、

チャネル機能の制御に関与することが報告された[23]。PI4P は、PI4P-5キナーゼ（出芽酵母における

Mss4p）によってイノシトール環第 5位がリン酸化され、PI(4,5)P₂となる（図 1-5）。PI(4,5)P₂は、

細胞内セカンドメッセンジャーの前駆体としての役割や、アクチン細胞骨格やエンドサイトーシス制

御に直接的な役割を持つ。最近まで、PI4P の役割は、PI(4,5)P₂の前駆体として PI(4,5)P₂レベルを維

持することであるとされてきた。しかし近年の知見では、前駆体としての役割に加えて、PI4P 自身の

重要な役割を持つ説が有力である。さらに、脱リン酸化酵素であるホスファターゼの働きによって、

PI4P は PI4P-4ホスファターゼによって PIに、PI(4,5)P₂は PI(4,5)P₂-5ホスファターゼによって

PI4P へと脱リン酸化され、そのバランスが調製されている（図 1-5）。  
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図 1-2 リン脂質の構造（一例）と生体膜の構成 

リン脂質は構造中にリン酸エステルを含み、親水性頭部、疎水性尾部からなる。リン脂質はリン脂質二重層を

形成し、生体膜を構成する。 

図 1-3 リン脂質の分類と残基 

リン脂質にはグリセロリン脂質とスフィンゴリン脂質があり、その親水性頭部の残基（X: エタノールアミン、コリン、セ

リン、イノシトール、グリセロール）によって分類される。 
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図 1-4 ホスホイノシタイドの種類 

イノシトール環のリン酸化部位によって、PI、PI3P、PI4P、PI5P、PI(3,4)P₂、PI(3,5)P₂、PI(4,5)P₂、PI(3,4,5)P₃が存

在し、それぞれ異なる機能・役割を持つ。 

図 1-5 PI4P の生成と代謝 

PI4P の生成には、Pik1p（哺乳類の PI4KⅢβ）、Stt4p（PI4KⅢα）、Lsb6p（PI4KⅡα/β）の PI4K によるリン酸

化が必要であり、Mss4p（PI4P5K）によってさらにリン酸化されて PI(4,5)P₂となる。 
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<3> リン脂質解析 

 近年、リン脂質など膜脂質の重要な役割が明らかになってきた。しかしながら、脂質は水に溶けず、DNA

に直接コードされず、不安定であることから、扱いが困難であり、有用な解析手法がないため、研究の発

展は難渋した。しかし最近では、脂質の多様性やその局在の研究は「リピドミクス」と呼ばれ、複数の有

用な脂質解析方法が見出され、注目されている。リン脂質二重層の細胞質側・管腔側において、非対称性

があることは古くから知られていたが[24]、近年、脂質イメージングなどのリン脂質解析法の発展によ

り、脂質の不均一分布が、生理的に重要な意義をもつ根拠が多数明らかになってきた。<3>リン脂質解析で

は、それらの解析法について、特徴やデメリットなどを含めまとめた。 

 

3.1 リン脂質解析法[25] 

生体膜脂質の網羅的解析のため、脂質を生体試料から抽出し、液体クロマトグラフィー質量分析法

（LC-MS/MS）などを用いて分析・解析を行う手法が一般的に用いられる。一方で、脂質の局在や経時

的変化を形態的に観察する方法としては、未だ有用な方法は限られているが、現在までに、膜脂質の

分布を可視化する様々な方法が用いられてきた。 

生細胞を検体として用いる方法では、ライブイメージングによって時間軸に沿った脂質動態を追究

できる。しかし脂質は分子サイズが小さく、GFPなどのイメージングのために用いられるたんぱく質

により、分子の性質に大きな変化をもたらす可能性がある。一方、固定細胞を用いる方法では、同一

細胞の時間軸に沿った解析は不可能であるが、電子顕微鏡・超解像度光学顕微鏡などの高い空間分解

能を活用し、分子の分布と細胞の超微細形態の関連を詳細に解析できる。しかし固定法に関しては、

たんぱく質固定に用いられるアルデヒド系の固定剤では、大部分の脂質に反応基がなく、固定するこ

とができない。また、固定剤は反応時間が遅く、側方拡散の速い脂質を自然状態で固定することは困

難である。そこで、急速凍結によって物理的に脂質を固定する方法が用いられる。主な膜脂質分布解

析法を表 1-2に示した。本研究で用いた QF-FRL法は、形態的な脂質解析に最も優れた方法と言え、リ

ン脂質のオルガネラ特異的な分布や、その非対称性を形態的に観察することができる。 
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 方法 特徴・デメリット 

生

細

胞

 

脂質アナログ 

nitrobenzoxadiazole （ NBD ） や boron-

dipyrromethene（BODIPY）など蛍光団がつい

た脂質を細胞に取り込ませる。 

脂質分布、フリップ・フロップ、輸送に影響が出る

[26, 27]。たんぱく質相互作用に影響がある。 

アルキンやアジドなど官能基を導入した化

合物を細胞に取り込ませ、クリック反応で蛍

光団を結合させる[28]。 

内在性の脂質動態とは異なる可能性がある。 

GFP 脂質プローブ 
脂質に特異的に結合するたんぱく質ドメイン

とGFP融合たんぱく質を細胞に発現させる。 

エフェクター分子と結合した脂質の検出が困難。

GFP プローブによる人工産物生成の可能性があ

る。 

脂質結合プローブ 
細胞表面の脂質に脂質結合プローブを作用

させて標識する。 

膜脂質にプローブが結合することによって、分布

が変化する可能性がある。 

固

定

細

胞

 

管腔内にプローブが到達できず管腔側膜の脂質

を標識できない。 

脂質結合たんぱく質 

タグをつけた脂質結合ドメインを発現した細

胞を固定し、タグを標識する。凍結超薄切片

や樹脂包埋超薄切片を作製し、金コロイド結

合抗体で標識する。 

たんぱく質は化学固定で保持されるため、分布

変化の心配がない。GFP プローブと同様、人工産

物生成の可能性がある。 

凍結超薄切片法 
凍結試料を極低温下で薄切し、脂質結合ド

メインや抗体で標識する。 

プローブ反応性が維持されやすい。膜の疎水性

断面が水相に露出し、分子の再構成により、脂質

局在変化の可能性がある。 

急 速 凍 結 ・ 凍 結 置

換・低温樹脂包埋切

片 

凍結試料を極低温で試料内水分を有機溶

媒、次いで樹脂に置換し、超薄切片を作製し

脂質プローブで標識し、電子顕微鏡によって

観察する。 

脂質分布の変化が抑えられ、脂質と細胞内構造

の関係を容易に観察できるが、標識効率が低

い。脂質二重層の細胞質側・管腔側の不均一分

布を見分けられない。 

急速凍結・凍結割断

レ プリ カ 標識（ QF-

FRL）法 

凍結試料を、真空中・極低温で脂質二重層

の間で割断する。露出面に白金と炭素を真

空蒸着し、レプリカを作製する。SDS 処理を

行い、脂質プローブや金コロイド結合抗体で

標識し、電子顕微鏡で観察する。 

膜の広い範囲を二次元の平面として観察できる。

プローブのアクセスに障害がなく、標識効率が高

いが、細胞内の特定の部位を狙ってサンプルを

得られない。膜の曲率が急激に変化する部位を

捉えにくい。 

表 1-2 膜脂質分布の可視化方法[25] 
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<4> オートファジー経路 

生体膜脂質の働きが重要と考えられている経路に、オートファジー経路がある。オートファジーは自食

作用とも呼ばれ、細胞内物質を基質として特徴的膜構造「オートファゴソーム」で囲い、リソソームや液

胞に運び消化する経路である。最近ではオートファジーの生体における重要性が分かってきた。オートフ

ァジー機能不全は、癌やアルツハイマー病、パーキンソン病、クローン病などの様々な疾病に関連する

[29-32]。オートファゴソームの主要構成要素はリン脂質であり、PI3Pがオートファジー経路において必須

の要素として働くと考えられてきたが、近年、PI4P も重要であることが明らかになった。しかしながら、

その詳細な役割や分子機構は未解明である。そこで本研究では、QF-FRL法を用いてオートファゴソーム膜

上の PI4P局在を解析することで、オートファジーにおける PI4Pの働きの解明を目指した。<4>オートファ

ジー経路では、オートファジーの概要および研究背景をまとめた。 

 

4.1 生体内における物質消化の意義 

全ての生物は、代謝物や不要物を消化し、再構築する過程を絶え間なく繰り返している。生体内の

全てのたんぱく質には、数分～100 日以上の半減期がある[33, 34]。つまり、生体を構成するたんぱ

く質は、外観に明らかな変化がなくとも、1～2か月ごとに、完全に入れ替わる[35]。このように、古

い物質を新しい物質へとリサイクルする「細胞内リノベーション機構」によって生体のホメオスタシ

スが維持される。このリノベーション機構には新しい物質の生成が必要であると同時に、古い物質の

消化が必要である[36]。物質の生成と消化のバランスが保たれることは、環境の変化に合わせた生体

機能の維持に重要である。オートファジーは物質の消化経路の 1つであり、様々な生体機能に影響を

及ぼすと考えられる。 

 

4.2 消化経路の種類 

真核生物における物質の消化経路には、プロテアソーム系[37]、リソソーム系[38]の 2種の経路が

存在する[39]。プロテアソーム系は、ユビキチン化された物質が認識されて消化される、特異性の高

い経路である[40]。リソソーム系は、基質がリソソームに運ばれ、リソソーム内消化酵素によって消

化される。リソソームへの運搬は、エンドサイトーシスによる MVB（Multivesicular body）経路[41]

や、オートファジーによるものが知られている[42]。 

細胞内物質の消化において、その経路を制御し、物質生成とのバランスを維持することは生体や細

胞にとって重要である。例えばプロテアソーム系では、消化酵素はかご状の複合体を形成し分解活性

を制限し、さらにユビキチン化による基質の選択によって調節する。リソソーム系では、加水分解酵

素はリソソーム内に隔離され、細胞内で物理的に分離することで調節する。またオートファジー経路
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では、リソソーム内でオートファゴソーム膜を特異的に消化する必要があり、何らかの方法で制御さ

れていることが考えられる[35]。 

 

4.3 オートファジー先行研究 

 オートファジー研究の先駆けは、Christian de Duve らが、細胞内たんぱく質のリソソームによる

消化を見つけたことである[43]。また、新生マウスの腎尿細管の観察では、物質を内包する不規則な

形の小胞が発見された[44, 45]。その後の電子顕微鏡を用いた研究により、この小胞構造が二重膜構

造であり、細胞質や細胞小器官の一部を含むことが明らかとなった[46]。Christian de Duve らはこ

の消化経路を「オートファジー」、膜構造を「オートファゴソーム」と名付けた[38, 47]。さらに、オ

ートファジー促進因子として、グルカゴン投与[48]、各種アミノ酸飢餓条件[49-51]などが発見され

た。対してオートファジー阻害物質として、PI3K 阻害剤である 3-メチルアデニン（3-MA）[52]や

Wortmannin[53]、Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインキナーゼⅡ阻害剤である KN-62[54]など、

次々と明らかになった（表 1-3）。しかしながら、オートファゴソーム膜構造は不均一な形・内容物で

あり、その解釈に長く時間がかかった。さらに、当時はオートファジー特異マーカーがなく、活性を

定量する方法が無かったため、研究は滞った。また、オートファゴソームは 10 分以下でリソソームと

融合する非常に敏速な事象であり、観察においても困難を期した。 

そこで、オートファジーのプロセス解明に一躍したのは、出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeを用

いた研究であった。出芽酵母は真核生物のモデルとして、様々な生体内現象の発見に役立ってきた。

出芽酵母には、寿命が短く、ゲノム情報が整備され、分子生物学が駆使できる実験系の優位さに加

え、哺乳類などの高等生物と機能的に保存性が高い分子をもつという利点がある[55]。出芽酵母で

は、オートファゴソームは液胞（哺乳類におけるリソソーム）と融合し、液胞内消化酵素によって基

質の消化が起こる。出芽酵母を用いた研究では、飢餓条件において、たんぱく質消化を必要とする胞

子形成や減数分裂が促進された[56]。また、液胞内消化酵素を阻害した上で飢餓条件におくと、液胞

周囲の小胞と液胞との融合が観察された[56]。これらの結果から、出芽酵母においても、飢餓条件で

オートファジーが起こることが明らかとなった。さらに、オートファゴソーム融合後の構造が、約

500 nmの一重膜構造であり、様々なオルガネラを含むことが解明され、「オートファジックボディー

（Autophagic Bodies：AB）」と名付けられた[57]。 

また、電子顕微鏡での観察により、哺乳類細胞と出芽酵母細胞において、オートファジー経路は保

存されており、真核生物のモデルとしての有用性が示された[57]。QF-FRL 法での観察では、オートフ

ァゴソーム膜において、膜内粒子（IMPs: intramembrane particles）が外膜に限定的に存在するのに

対し、内膜にはほとんどなく、両膜は分化し細胞質物質の隔離に特化することが明らかとなった
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[58]。さらに、オートファゴソームによって液胞に運ばれると活性化する液胞ホスファターゼ前駆体

Pho8Δ60がオートファジーの定量に用いられるようになった[59]。 

 その後、出芽酵母を用いて、オートファジー関連遺伝子のスクリーニング解析がさかんに行われ、

関連遺伝子・たんぱく質が次々と明らかになった。これらたんぱく質の発見には、世界中の研究者が

注力し、1990 年代から Apg[60]、Aut[61]、Cvt[62, 63]変異体が発見され、現在広く知られている

Atg たんぱく質に統一されたのは 2003年であった[64]。現在では約 20個の Atgたんぱく質が飢餓誘

発非選択的オートファジーに重要であるとされている（表 1-4）。これらの Atg たんぱく質と GFPを利

用し、オートファジーの解明が進み、Atg たんぱく質が段階的にヒエラルキーを形成し、オートファ

ゴソーム膜形成に寄与することが示された[65-67]。特に、出芽酵母において Atg8-GFPはドット柄を

示し、他の Atg遺伝子欠損株でも検出できた。そのためこの構造はオートファゴソームの前段階「Pre 

Autophagosomal Structure（PAS）」とされ[68]、PAS に段階的に Atg たんぱく質が集積することが明

らかとなった[65-67]。 

それまで出芽酵母を用いてさかんに行われてきたオートファジーメカニズムの解明であったが、哺

乳類細胞においても研究が進んできた。哺乳類細胞においては、オートファゴソーム前段階の PASは

確認されなかったが、Atg たんぱく質のヒエラルキーは保存されていた[69]。また、出芽酵母と同様

に、hAtg12は hAtg5と結合し[70]、Atg16L は二量体を形成して hAtg12-hAtg5の結合を促進すること

が示された[71]。さらに、Atg8 の人ホモログである LC3-Ⅰは hAtg4によって LC3-Ⅱとなり、オート

ファゴソーム膜に局在することが明らかとなった。以降、オートファゴソームマーカーとして LC3-Ⅱ

が用いられており[72]、現在でも主流となっている。以上のようにオートファジー研究は進むも、そ

の全貌は未だ不明である。前述したように、特に脂質に関する研究は滞っている。オートファゴソー

ムの主要構成要素である脂質に関する研究は、オートファジー全貌解明に必須である。 
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表 1-3 マクロオートファジー誘発剤・阻害剤の代表例とその作用機序、出展 

 

 

表 1-4 出芽酵母における、主なオートファジー関連たんぱく質の役割（抜粋） 

  

 

薬剤 作用機序 出展 

誘
発
剤 

Rapamycin 

mTOR 阻害 

[73] 

Torin1 [73] 

Everolimus [74] 

Temsirolimus [75] 

Perifosine AKT 阻害 [76] 

Ezetimibe AMPK 活性化、MAPK/ERK 阻害 [77] 

Carbamazepine IP₃阻害 [78] 

Xestospongin B IP₃受容体阻害 [79] 

Lithium chloride Ins（イノシトール）、IMPase（イノシトール一リン酸分解酵素）阻害 [80] 

Trehalose グルコーストランスポーター阻害、AMPK 活性化 [81] 

Amiodarone カルシウムチャネル阻害 [82] 

阻
害
剤 

Chloroquine 
リソソーム酸性化阻害によってリソソーム内酵素による分解阻害 

[83] 

Bafilomycin A1 [84, 85] 

3-methyladenine 
PI3K 阻害 

[52] 

Wortaannin [53] 

U0126 MAPK キナーゼ（MEK1、MEK2）阻害 [86] 

オートファジー関連たんぱく質 役割 

Atg1 キナーゼとその制御 Atg1-Atg13 が Atg17-Atg31-Atg29 と複合体形成[87] 

PI3 キナーゼ（Vps34）複合体 

複合体Ⅰ：Vps34、Vps15、Vps30/Atg6、Atg14 →オートファジー 

複合体Ⅱ：Vps34、Vps15、Vps30/Atg6、Vps38 →VPS（Vacuolar protein sorting）経路 

PI3P：オートファゴソーム形成に重要[88] 

Atg18-Atg2 複合体 
脂質輸送たんぱく質 Atg2 が Atg18 をアダプターとして PAS（Pre Autophagosomal 

Structure）に結合し、小胞体から PAS へ脂質を輸送する[89] 

膜貫通たんぱく質 Atg9 PAS に局在し、輸送された脂質をスクランブルする[90] 

Atg12 結合システム 
Atg12 はユビキチン様たんぱく質であり、Atg7（E1 酵素）によって活性化し、Atg10（E2 酵

素）に転送され、Atg5 と結合することで Atg12-Atg5-Atg16 複合体を形成[91] 

Atg8 脂質化システム 

飢餓によって制御される 

Atg4 が Atg8 の C 末端を切断し、Atg7（E1 酵素）によって活性化され、Atg3（E2 酵素）に

転送され、ホスファチジルエタノールアミン（PE）と結合した Atg8-PE がオートファゴソーム

膜に結合する [92] 
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4.4 3種類のオートファジー経路 

オートファジーには、主要な 3つの経路【マクロオートファジー、ミクロオートファジー、シャペ

ロン介在性オートファジー】がある[38, 93]（図 1-6）。その他、特定の基質の分解を司る、クリノフ

ァジー、リポファジー、マイトファジーなど様々な経路がある[36]が、基質をリソソーム/液胞に運び

消化することは、すべての経路に共通する。本研究では特に、マクロオートファジー、ミクロオート

ファジーの 2つの経路に焦点をあて、PI4P の局在解析によって、その機能を明らかにし、オートファ

ジー経路の機序解明を目指した。 

マクロオートファジーは、3種のオートファジー経路の内、最も古くから研究されてきた。そのた

め、一般的に“オートファジー”というとマクロオートファジーを指すことが多い。近年では、加齢

[94]や癌[95]、パーキンソン病[31]、アルツハイマー病[30]などの疾患との関連が示唆されている。

現在まで、様々なオートファジー阻害剤・誘発剤（表 1-3）を用いた実験によって、マクロオートフ

ァジー機序が徐々に明らかとなってきた。さらに、癌治療などの際にオートファジー阻害剤・誘発剤

を用いる方法なども示されている[95, 96]。マクロオートファジーでは、まず細胞内で隔離膜（ファ

ゴフォア）という構造が出現し、伸長・封鎖することで二重膜構造のオートファゴソームが完成す

る。これによって、基質となる細胞内物質がオートファゴソームに取り込まれ、細胞質から隔離され

る（図 1-6）。オートファゴソームは、リソソームまたは液胞と融合しオートファジックボディーとな

り、リソソーム/液胞内で消化される。この経路において、オートファゴソーム膜の起源や、その詳細

な形成機序は未だ不明である。 

さらに最近では、膜脂質の内の PIsがマクロオートファジーに関連することが明らかになってきた

[97, 98]。PIs自体は細胞増殖・細胞内物質輸送・細胞骨格制御などに重要とされており、様々な疾

病との関連がある[97]。中でも、PI3P はマクロオートファジーに必須である[88, 99-101]。これに加

え、PI4Pの関与が分かってきた[102-105]が、詳細な機序は不明である。 

ミクロオートファジーは、リソソーム/液胞膜が陥入し、細胞質や脂肪滴（LD: Lipid Droplet）な

どを直接取り込み消化する経路である[38]。哺乳類、出芽酵母、植物において、ミクロオートファジ

ー様の消化が確認されてきた[106-108]。本研究では出芽酵母を用いて、特に脂肪滴の消化【ミクロリ

ポファジー】に着目した。ミクロリポファジーによる脂肪滴分解は、高脂血症、脂肪肝などの脂質代

謝異常による疾患に対する重要な役割が期待される。ミクロリポファジーでは、MVB 経路において働

く ESCRT（Endosomal Sorting Complex Required for Transport）分子群が液胞膜陥入に必要である

ことが確かめられた[109]。しかしながら、その他の分子機構については、様々な議論がなされてお

り、現在でも詳細は未だ不明である。 
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図 1-6 3 つのオートファジー経路 

マクロオートファジー、ミクロオートファジー、シャペロン介在性オートファジーの 3 種類が主なオートファジー経

路である。マクロオートファジーでは、脂質二重層がさらに二重になったオートファゴソームという特徴的な構造

が形成される。ミクロオートファジーではリソソーム/液胞膜自体が陥入することで細胞質成分を取り込む。シャ

ペロン介在性オートファジーでは、LAMP2A というたんぱく質を介して、基質が取り込まれる。3 つの経路は共

通して、リソソーム/液胞に基質を運び、消化する役割を持つ。 
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第二章：研究結果 

 

本研究では、リン脂質の 1つであるホスファチジルイノシトール 4リン酸（PI4P）が生体膜においてどの

ような役割を持ち、関連分子とどのように作用しているのか、また、どのように制御されているのか、とい

う、詳細な分子機構について、急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法を用いた超微細局在解析によ

って検討した。本章<1><2>ではマクロオートファジーにおいて、<3>ではミクロリポファジーにおいて、<4>

では細胞膜において、PI4P の役割を解析した。以下では、それぞれ、背景・方法・結果・考察・結論につい

て記述した。 
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<1> 哺乳類マクロオートファジーにおけるオートファゴソーム膜上の PI4P 局在 

 

1.1 背景 

3 種類の主なオートファジー経路の内、マクロオートファジーは最も古くから研究されており、一般的に

“オートファジー”というと、マクロオートファジーを指す。マクロオートファジーは、細胞成分を二重膜

構造「オートファゴソーム」内に隔離し、リソソームに輸送し、分解する経路である。この経路では、細胞

内で隔離膜（ファゴフォア）という構造が出現し、伸長・封鎖することでオートファゴソームが完成し、細

胞内物質が隔離される。哺乳類では、オートファゴソームはリソソームと融合し、オートリソソームとして

成熟し、リソソーム内の消化酵素によって細胞内物質は消化される（図 2.1-1）。この経路において、オート

ファゴソーム膜の起源や、オートファゴソーム形成機序の全貌は未だ不明である。 

最近では、マクロオートファジーにおけるホスホイノシタイド（PIs）の重要性が明らかとなってきた[97, 

98]。中でも、ホスファチジルイノシトール 3リン酸（PI3P）はマクロオートファジーに必須である[88, 99-

101]。加えて、ホスファチジルイノシトール 4リン酸（PI4P）もマクロオートファジーに関連することが分

かってきた[102-105]。しかしその詳細は明らかでない。PI4P 自体が、細胞内の様々な生理機能を制御する

因子であることから、マクロオートファジーにおいても重要な役割をもつことが期待できる。 

そこで本研究では、マクロオートファジーにおける PI4Pの詳細な働きや役割を解明することを目的とし、

急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法による他オートファジー関連たんぱく質である LC3B

（microtubule-associated protein 1 light chain 3）、GABARAP（GABA type A receptor–associated protein）、

GABARAPL1（GABARAP-like1）、GABARAPL2（GABARAP-like2）、Rab7（Ras-related protein in brain 7）との

二重標識を行い、PI4Pの時空間的局在を検討した。 

LC3/GABARAP ファミリー（LC3A/B/C、GABARAP、GABARAPL1/2/3）は、出芽酵母 Atg8のホモログである。出

芽酵母を用いたマクロオートファジー研究の発展によって、マクロオートファジー初期に重要なユビキチン

様たんぱく質として、Atg8 が発見された[92]。Atg8 の C 末端アルギニン残基がシステインプロテアーゼで

ある Atg4によって分解された後、E1様酵素（Atg7）、E2 様酵素（Atg3）が作用し、C末端にホスファチジル

エタノールアミン（PE）が結合することで（Atg8-PE）、マクロオートファジーに働く。最近では、Atg8-PEが

脂質膜と相互作用し、その形態を変える性質を持ち、オートファゴソームの効率的な形成を可能にすること

が示された[110]。LC3/GABARAPファミリーも出芽酵母Atg8と同様の機序でオートファゴソームに局在する。

出芽酵母では Atg8 がオートファゴソーム形成に必須であるが、哺乳類細胞においては、LC3/GABARAP ファミ

リーは隔離膜が閉鎖するオートファゴソーム完成時に重要であるとされている[111]。 

哺乳類において LC3は、オートファゴソームへの特異的な局在が初めて明らかになったたんぱく質である

[112]。マクロオートファジーが開始すると、LC3 は Atg8 と同様の経路を経て働く。LC3 はプロペプチドと
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して細胞質で合成され、Atg4により C末端を切断されて LC3-Ⅰとなる。さらに、Atg7、Atg3が作用し、C末

端に PE が付加され、LC3-Ⅱとなる（図 2.1-1）。LC3-Ⅱがオートファゴソーム膜に結合しマクロオートファ

ジーに働く。LC3遺伝子には 3つのパラログ（LC3A、LC3B、LC3C）が存在し、特に、LC3B がマクロオートフ

ァジーの鍵となるマーカーとして一般的に用いられる[113]。 

GABARAP ファミリーは、LC3 と同様に、オートファゴソームの膜伸長などオートファゴソームの形成後期

に働くとされている（図 2.1-1）[114, 115]。LC3/GABARAPファミリーは遺伝的に高い相同性を持つ。いずれ

も 117～145 のアミノ酸からなり、結晶構造においても相同性が高い [116]。また、オートファゴソームへ

の局在にも LC3と同様に、C末端への PEの付加が必要である[117]。GABARAP 遺伝子欠損株では、GABARAPL1

や GABARAPL2 の発現は変化せず、LC3B遺伝子欠損株でも、その他 LC3/GABARAP ファミリーの発現変化はみら

れなかった[118]。そのため、これら分子はそれぞれ冗長関係にあることが推察されている。 

Rab7 は、出芽酵母 Ypt7（Yeast Protein two 7）のホモログであり、真核生物における膜輸送調整因子で

ある Rabファミリー小 GTP アーゼの 1つである。Rab ファミリーは、GDP結合不活化状態と、GTP結合活性化

状態を切り替えることでエフェクター分子を調節する[119]。Rab7、出芽酵母 Ypt7は後期エンドソームやリ

ソソームに分布し、エンドサイトーシスにおいてエンドソームとリソソームの融合、および、リソソームの

成熟に働く。マクロオートファジーにおいても、出芽酵母 Ypt7 はオートファゴソームと液胞との融合段階

に、哺乳類 Rab7はオートファゴソームとリソソームとの融合時[120, 121]、および、融合後のオートリソソ

ーム成熟[122]に働くことが示されている（図 2.1-1）。 

本研究では、上記のたんぱく質と PI4P との二重標識を行うことで、共局在の有無を検討し、PI4P がどの

ようにマクロオートファジーに働くか、その詳細を解明することを目的とした。 
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図 2.1-1 哺乳類におけるマクロオートファジーとその関連たんぱく質 

隔離膜/ファゴフォアが形成され、伸張することでオートファゴソームが完成する。その後、リソソームと融合す

ることでオートリソソームとなり成熟し、その消化酵素によって基質は消化される。LC3/GABARAP ファミリーは

隔離膜の閉鎖などオートファゴソームの形成にはたらく。LC3/GABARAP ファミリーはプロペプチドとして生成

し、Atg4 が C 末端を切断し、Atg7（E1 様酵素）、Atg3（E2 様酵素）が PE を結合させることで隔離膜に局在す

る。Rab7 はオートファゴソームとリソソームとの融合、オートリソソームの成熟にはたらく。 
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1.2 材料及び方法 

1.2.1 抗体 

マウス抗 PI4Pモノクローナル IgM 抗体を、Echelon Biosciences（Salt lake city, UT, USA）から

購入した。ウサギ抗 LC3Bモノクローナル抗体（D11）、ウサギ抗 GABARAPモノクローナル抗体（E1J4E）、

ウサギ抗 GABARAPL1 モノクローナル抗体（D5R9Y）、ウサギ抗 GABARAPL2 モノクローナル抗体（D1W9T）、

ウサギ抗 Rab7モノクローナル抗体（D95F2）を Cell Signaling Technology から購入した。また、10 

nm 金コロイド結合ヤギ抗マウス IgM＋IgG 抗体（EM.GAF10）、10 nm 金コロイド結合ヤギ抗ウサギ IgG

抗体（EM.GFAR 10）を、BBI Solutionsから購入した。6 nm金コロイド結合ヤギ抗マウス IgM＋IgG抗

体を Jackson Immuno Research Lab から購入した。Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体を

Thermo Fisher Scientific から購入した。 

 

1.2.2 プローブ 

ホスホリパーゼ C（PLC）-δ1 PH（pleckstrin homology）ドメインを含むグルタチオン-S-トランス

フェラーゼ（GST）融合たんぱく質（GST-PH）を Escherichia coliに発現させ、グルタチオンアガロ

ース樹脂（Sigma）によって精製した。PHドメインは、GST-PLCδ1 PH融合たんぱくを GST 融合たんぱ

く質切断用プロテアーゼで切断することにより得た（GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, 

USA）（図 2.1-2）。 

 

1.2.3 細胞培養 

Huh7細胞（高分化型ヒト肝癌由来細胞株）は国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB

細胞バンクから取得し、10% FBS、50 U/ml ペニシリン、0.05 mg/mlストレプトマイシンを添加した

DMEM（Dulbecco's modified Eagle's medium）中で、5% CO₂、37℃で維持した。マクロオートファジ

ー誘発のため、Huh7 細胞を 0.25 µM Torin1、0.4 µM bafilomycin A1で 1時間処理した。 

 

1.2.4 急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法（図 2.1-3）[123] 

a. 凍結法 

高圧凍結法を用いて Huh7 細胞を凍結した。アルミニウムディスク（直径 3 mm、厚さ 0.5 mm、

Engineering Office M. WholwendGmbH）に浅いくぼみ（深さ 50 µm）を形成し、10%ゼラチンを充填し、

その上に Huh7 細胞を入れた金箔ディスクを、細胞培養面を下向きに載せた。この試料を高圧凍結機

HPM010（Leica, Vienna, Austria）を用いて、約 2000 気圧下で凍結した。 
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b. 凍結割断 

 凍結サンプルを Balzers BAF400装置（Bal-Tec AG, Balzers, Lichtenstein）の冷却ステージに移

動させ、-130℃、1×10-6 millibars 真空下で、割断ナイフによって金箔を持ち上げ、脂質二重層の間

で割断した。割断により露出した脂質二重層の疎水面に、炭素（C）を厚さ約 5 nm 以下になるように

90°の方向からの電子線を用いて真空蒸着し、白金・炭素（Pt/C）を 1-2 nmになるように 45°の方向

からの電子線で真空蒸着した。さらに、炭素（C）を 20 nm になるように 90°の方向から真空蒸着し

た。レプリカの厚さは結晶厚モニタによって制御した(EM QSG100; Leica)。解凍した試料を、2.5%ド

デシル硫酸ナトリウム（SDS）/0.1 M トリス塩酸緩衝液（Tris-HCl、pH 8.0）中で、60～70℃で一晩

処置した。 

 

1.2.5 抗体標識・電子顕微鏡観察[124-126] 

レプリカを 1% Triton X-100/リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered saline: PBS）で洗浄し、

3% 牛血清アルブミン（Bovine serum albumin: BSA）/PBS で、30分間室温でブロックした。PI4P 標

識では、PI4P に特異的に結合するドメインである PHドメインを持つ抗 PI4P 抗体を用いた。PI(4,5)P

₂が持つホスホリパーゼ C（PLC）δの PH ドメインにも結合することを防ぐため[127]、0.1% BSA/PBS

で 1度洗浄し、PLC-δ1 PH ドメイン（1 mg/ml）で処置した（図 2.1-2）[126]。次に、一次抗体とし

てマウス抗 PI4Pモノクローナル抗体（1 µg/ml）を 1% BSA/PBS で希釈した。0.1% BSA/PBS で 4度洗

浄したレプリカを、希釈した一次抗体と 4℃で一晩インキュベートした。インキュベート後、0.1％ 

BSA/PBSで 4度洗浄し、10/6 nm 結合抗マウス IgG+IgM 抗体（1% BSA/PBS中で 1/40希釈）と 37℃で 30

分インキュベートした。PI(4,5)P₂標識では、一次抗体として GST-PH融合たんぱく質（100 ng/ml）と

4℃で一晩、二次抗体としてウサギ抗 GST 抗体 (5 µg/ml)と 37℃で 30 分反応させた。その後、0.1% 

BSA/PBSで 4度洗浄し、10 nm金コロイド結合抗ウサギ IgG 抗体（1%BSA/PBS 中で 1/40 希釈）と 37℃

で 30 分インキュベートした。PI4P と LC3、GABARAP、GABARAPL1、GABARAPL、Rab7 との二重標識のため

に、各抗体と金コロイド結合プローブを用いた。一次抗体と 4℃で一晩インキュベートし、0.1% BSA/PBS

で 4度の洗浄後、6 nm金コロイド結合抗マウス/ヤギ IgG+IgM 抗体と、10 nm金コロイド結合抗ウサギ

/ヤギ IgG 抗体をそれぞれ 1% BSA/PBS 中で 1/40、1/50 に調整した反応液を作製し、レプリカと 37℃

で 30 分インキュベートした。抗体標識後、レプリカを 0.1% BSA/PBSで 4度洗浄し、さらに蒸留水で

3度洗浄し、最後にレプリカをホルムバール膜の EMグリッドに取り上げた。透過型電子顕微鏡（H7000KU）

を 75 kVで作動させ観察した。 
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図 2.1-2 PI4P 特異的標識のための PH ドメインを用いたブロッキング 

PH （Pleckstrin-homology）ドメインは、約 120 アミノ酸残基からなるモジュールで、ある塩基性のアミノ酸残基

は、PI 頭部のリン酸基と結合部位を形成する。PLC-δ1 PH ドメインによって、主要基質である PI(4,5)P₂の特

異的検出が可能となる。本研究においては、GST 融合 PLC-δ1PH ドメインをプロテアーゼで処理し GST を除

去したものを用いた。PH ドメインを用いてブロッキングすることで、抗 PI4P 抗体の PI(4,5)P₂への結合を阻害し、

PI4P 特異的標識を可能とした。 
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図 2.1-3 急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法の概要 

(1)凍結細胞を凍結割断し、脂質二重層の間で生体膜を割断した。(2)白金と炭素を真空蒸着し、(3)SDS処置に

よって膜以外の成分を取り除くことで、レプリカを形成した。(4)抗体標識をし、ホルムバール膜を張ったグリッド

にレプリカを載せ、電子顕微鏡（TEM）で観察した。 
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1.2.6 オートファゴソームの観察 

 QF-FRL法を用いて作製したレプリカのオートファゴソームを、透過型電子顕微鏡によって観察した。

観察時には、その特異的な形態によりオートファゴソームを判別した。オートファゴソームは二重膜構

造を持っており、それぞれの膜に膜内粒子（IMPs）が少ないという特徴を持つ[128]。さらに、QF-FRL

法を用いてオートファゴソームを割断すると、2通りの割れ方がある。二重膜の内膜・外膜や、細胞質

側（PF: Protoplasmic Face）、管腔側（EF: Exoplasmic Face）については、その構造の凹凸によって

区別した（図 2.1-4）。 

 

1.2.7 統計解析 

 3回以上実験を繰り返し、電子顕微鏡写真を取得し、解析に用いた。ImageJ ソフトウェア（National 

Institutes of Health(NIH)）を用いて膜構造面積を測定し、金コロイドの数を数えた。膜構造におけ

る標識密度を、金コロイドの数と測定面積から計算した。測定面積箇所については、取得した電子顕

微鏡写真からそれぞれの構造につき、10 以上の箇所を無作為に抽出した。正規性と等分散を確認し、

Student-t検定で有意差を求めた（p<0.05）。 
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図 2.1-4 オートファゴソームの観察法 

オートファゴソームは脂質二重層がさらに二重になった構造を持ち、QF-FRL 法では 2 通りの割断パターンが

ある。実際の電子顕微鏡写真では、凹凸によって、細胞質側（PF: Protoplasmic Face）、管腔側（EF: 

Exoplasmic Face）を判別した。 
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1.3 結果 

1.3.1 PI4P はオートファゴソーム膜の PFに局在した 

 哺乳類細胞では飢餓状態において、ULK1（unc-51 like autophagy activating kinase 1)の活性化に

よってマクロオートファジーが始動する。通常状態では、ULK1 は mTORC1（Mammalian/mechanistic 

Target of Rapamycin (mTOR) Complex1）によって不活化され、マクロオートファジーは制御されてい

る。Huh7 細胞のオートファゴソームにおける PI4P の局在を確認するため、mTORC1 阻害薬 Torin1 を用

いることでマクロオートファジーを誘発した。さらに、Bafilomycin A1 を用いてオートファゴソーム

とリソソームとの融合を防ぐことにより、細胞質内オートファゴソームを蓄積させた。 

我々は以前の研究において、QF-FRL 法を用いて抗 PI4P 抗体による特異的な PI4P 標識が可能である

ことを示した[126, 129, 130]。本研究では、オートファゴソーム膜において PI4Pが細胞質側の PF、

管腔側の EF（図 2.1-4）どちらに局在するか明らかにするため、抗 PI4P 抗体で標識し、その局在を検

討した。その結果、オートファゴソームの内膜・外膜において、PI4P は EF ではなく、PF に局在した

（図 2.1-5A）。また、内膜・外膜 PF における PI4P の標識密度は、両膜 EF に比べ有意に高いことが分

かった（図 2.1-5B）。さらに、マクロオートファジーを誘発した Huh7 細胞のオートファゴソームには、

PI4P 局在・非局在の構造が両方観察された（図 2.1-5C）。 

 さらに、マクロオートファジー誘発 Huh7 細胞において PI(4,5)P₂を標識したところ、オートファゴ

ソームには PI(4,5)P₂標識が観察されなかった（資料未記載）。PI(4,5)P₂は、PI4P がリン酸化酵素 PI4P-

5 キナーゼ（出芽酵母における Mss4p）によってさらにリン酸化され生成する。この結果は、出芽酵母

で Mss4pがマクロオートファジーに関与しないという報告と一致し、哺乳類細胞においても PI(4,5)P₂

が関与しないことを示した[131]。 
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図 2.1-5 オートファゴソーム膜における PI4P 局在 

Huh7 細胞を 0.25 µM Torin1、0.4 µM bafilomycin A1 で 1 時間処理し、マクロオートファジーを誘発した。膜内粒

子が少なく、二重膜構造である形態からオートファゴソームを判別した。（A）PI4P を標識したレプリカを電子顕

微鏡で観察し、観察されたオートファゴソームと PI4P 標識を示した。スケールバー：200 nm。（B）オートファゴソ

ーム膜における PI4P 金コロイド標識密度。オートファゴソームの外膜 EF、PF、内膜 EF、PF の内、両膜におい

て PI4P は PF に有意に多く局在した。さらに、内膜 PF と外膜 PF を比較すると、外膜 PF の PI4P 標識密度は

有意に高かった。（p<0.05）（C）オートファゴソーム全体量に対する、PI4P 局在・非局在のオートファゴソームの

割合。オートファゴソーム様形態を持つ構造の内、33%～45%の構造は PI4P 非局在の構造であった。 
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1.3.2 オートファゴソーム特異的マーカーである LC3B の局在 

 LC3B は、哺乳類オートファゴソームにおける特異的マーカーとされている。マクロオートファジー

誘発 Huh7細胞を用いて QF-FRL 法によってレプリカを作製し、抗 LC3B 抗体で LC3B を標識することで、

その局在を観察した。その結果、LC3B は内膜・外膜 PF に高密度に局在した（図 2.1-6A、B）。この結果

は、GFP-LC3 を用いた研究報告と一貫している[126]。 

しかしながら予想に反し、LC3Bが局在するオートファゴソームの数は、観察した全二重膜構造の内、

半数以下であった（図 2.1-6C）。LC3B 非局在構造においても、オートファゴソームの特徴的形態は、

LC3B 局在構造と同様であった。LC3B の出芽酵母ホモログである Atg8は、オートファゴソーム形成初期

に働く（図 2.1-1）[132]。オートファゴソームが封鎖された後、Atg8 は内膜・外膜から離れ、リサイ

クルされる。ところが、内膜の Atg8 はオートファゴソーム膜にトラップされてしまう。そのため、蛍

光抗体を用いた観察では、酵素によりオートファゴソームが消化されるまで、オートファゴソームにト

ラップされた Atg8 を検知することができる。LC3 も Atg8 と同様の機序で働くと考えられるため（図

2.1-11）、Atg8/LC3 はオートファゴソーム特異的マーカーとされ、マクロオートファジーの追跡に利用

されている。しかし、我々の方法で膜局在 LC3B を検出した場合、マクロオートファジー後期段階にお

いては、LC3B は既にオートファゴソーム膜から離れ、LC3B 非局在の膜として検出される。そのため、

今回の結果における LC3B 局在オートファゴソームは、マクロオートファジー初期段階の構造を示した

ことが分かる。 
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図 2.1-6 オートファゴソーム膜における LC3B 局在 

Torin1 によってマクロオートファジーを誘発した Huh7 細胞の LC3B 標識のため、抗 LC3B 抗体を用いた。（A）

LC3B 標識はオートファゴソームの内膜 PF（左）、外膜 PF（右）に局在し、EF にはほとんど局在しなかった。ス

ケールバー：200 nm。（Ｂ）LC3B の標識密度をグラフで示した。LC3B はオートファゴソーム膜 PF に高密度に

局在した。（p<0.05）（C）オートファゴソーム内膜 PF、外膜 PF において、LC3B 局在、非局在オートファゴソーム

の割合をグラフで示した。LC3B はオートファゴソーム構造の半数以上に局在しなかった。 
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1.3.3 オートファゴソームにおける PI4P と LC3B との共局在 

 マクロオートファジーにおける PI4P の役割を追究するため、それぞれオートファゴソーム膜 PF へ

の局在を確認した PI4P と LC3B について、QF-FRL 法を用いて二重標識を行い、共局在の有無を検討し

た。その結果、PI4P は、LC3B が局在した内膜・外膜両膜には局在しないことが明らかとなった（図 2.1-

7）。したがって、PI4Pは LC3B が働く隔離膜閉鎖などのマクロオートファジー初期段階よりも後の段階

で働くことが示唆された。 

 

1.3.4 オートファゴソームにおける PI4P と GABARAP、GABARAPL1、GABARAPL2 との共局在 

 LC3B のサブファミリーである GABARAP、GABARAPL1、GABARAPL2 についても、PI4P との二重標識を行

い、共局在の有無を確認した。これらたんぱく質は、哺乳類において、LC3 と同様に、オートファゴソ

ームの膜伸長などオートファゴソームの形成後期に働くと考えられている（図 2.1-1）[114, 115]。LC3B

や PI4P と同様に、GABARAP、GABARAPL1、GABARAPL2 はオートファゴソーム内膜・外膜 PFに、高密度に

局在した（図 2.1-8E、図 2.1-9E、G）が、これらたんぱく質と PI4P の共局在は認められなかった（図

2.1-8、図 2.1-9）。 

 

1.3.5 オートファゴソームにおける PI4P と Rab7 との共局在 

 Rab7 はマクロオートファジーにおいて、オートファゴソームとリソソームとの融合に働くことが示

されている（図 2.1-1）[122]。そこで我々は、QF-FRL 法を用いて、マクロオートファジー誘発 Huh7 細

胞のオートファゴソーム膜における Rab7の局在を解析した。Rab7 はその他のオートファジー関連たん

ぱく質と同様に、オートファゴソームの内膜・外膜 PF に局在することが明らかとなった（図 2.1-10C）。

また、PI4P と Rab7 との二重標識によってその共局在の有無を検討すると、内膜・外膜 PF において共

局在が確認された。特に、外膜 PFにおける共局在の割合が高かった。これらの結果から、PI4Pは Rab7

と同段階であるオートファゴソームとリソソームとの融合に働くことが示唆された。 
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図 2.1-7 オートファゴソーム膜における PI4P と LC3B との二重標識 

Torin1 によってマクロオートファジーを誘発した Huh7 細胞を用いて、PI4P と LC3B を二重標識した。LC3B 標

識のために 10 nm 金コロイド結合抗体（紫）、PI4P 標識のために 6 nm 金コロイド結合抗体（黄）を用いた。しか

し両標識はオートファゴソーム上で共局在せず、LC3B 局在オートファゴソーム（A、B）、PI4P 局在オートファゴ

ソーム（C、D）はそれぞれ存在した。スケールバー：200 nm。（E）オートファゴソーム内膜 PF（薄紫）、外膜 PF

（濃紫）における PI4P、LC3B 局在、非局在オートファゴソームの割合をグラフで示した。PI4P と LC3B の共局

在の割合は内膜・外膜共に低値であった。 
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図 2.1-8 オートファゴソーム膜における PI4P と GABARAP の二重標識 

PI4P と GABARAP の二重標識のため、10 nm 金コロイド結合抗体（GABARAP、緑）、6 nm 金コロイド結合抗体

（PI4P、黄）を用いた。GABARAP（A、B）、PI4P（C、D）の金コロイド標識は内膜・外膜の PF に局在したが、PI4P

との共局在はほとんどみられなかった。スケールバー：100 nm。（E）GABARAP の標識密度をグラフに示した。

GABARAP はオートファゴソーム膜 EF にはほとんど局在せず、PF に局在した（p<0.05）。（F）オートファゴソー

ム内膜 PF（薄緑）、外膜 PF（濃緑）における PI4P、GABARAP 局在、非局在オートファゴソームの割合をグラフ

で示した。PI4P と GABARAP の共局在の割合は内膜・外膜共に低値であった。 
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図 2.1-9 オートファゴソーム膜における PI4P と GABARAPL1、L2 の二重標識 

PI4P と GABARAPL1、L2 の二重標識のため、10 nm 金コロイド結合抗体（GABARAPL1、橙）（GABARAPL2、

桃）、6 nm 金コロイド結合抗体（PI4P）を用いた。GABARAPL1（A、B）、GABARAPL2（C、D）の金コロイド標識は

内膜・外膜の PF に局在した（E、G）。（p<0.05）スケールバー：200 nm。（F）オートファゴソーム内膜 PF（薄橙）、

外膜 PF（濃橙）における PI4P、GABARAPL1 局在、非局在オートファゴソームの割合をグラフで示した。（H）オ

ートファゴソーム内膜 PF（薄桃）、外膜 PF（濃桃）における PI4P、GABARAPL2 局在、非局在オートファゴソー

ムの割合をグラフで示した。PI4P と GABARAPL1、PI4P と GABARAPL2 との共局在の割合は内膜・外膜共に

低値であった。 
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図 2.1-10 オートファゴソーム膜における PI4P と Rab7 の二重標識 

PI4P と Rab7 の二重標識のため、10 nm 金コロイド結合抗体（Rab7、青）、6 nm 金コロイド結合抗体（PI4P、黄）

を用いた。（A、B）内膜・外膜 PF において PI4P と Rab7 との共局在が観察された。スケールバー：200 nm。（C）

オートファゴソーム膜における Rab7 標識密度をグラフで示した。PI4P や他たんぱく質と同様に、内膜・外膜 PF

に高密度に局在した。（p<0.05）（D）PI4P、Rab7 の内膜 PF（薄青）・外膜 PF（濃青）における局在・非局在オート

ファゴソームの割合をグラフで示した。共局在の割合が高値であり、特に、外膜 PF の共局在割合が高かった。 
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1.4 考察 

本研究において、以下の画期的な発見をすることができた。 

(1) PI4P、内在性 LC3B、GABARAP サブファミリー（GABARAP、GABARAPL1、GABARAPL2）、Rab7 はオートファゴ

ソーム内膜・外膜 PFに局在した。特に PI4Pは外膜 PFに高密度に局在した。 

(2) 全オートファゴソームの内、LC3B局在オートファゴソーム膜の割合は約 40％であった。 

(3) PI4P は、オートファゴソーム内膜・外膜 PFにおいて、マクロオートファジー後期に働く Rab7 と共局在

した。 

 先行研究では、哺乳類・出芽酵母のゴルジ体膜、エンドソーム膜、リソソーム/液胞膜、細胞膜において、

PI4Pが PFに局在することが示された[126, 129, 130]。本研究では、オートファゴソームにおいても PI4P

が PF に局在し、特に、細胞質に面する外膜 PFに高密度に局在するという結果を得た。この結果は、その他

のオートファジー関連たんぱく質と PI4P が直接的に相互作用し、それぞれの細胞小器官のシグナル伝達に

機能することを示唆した。オートファゴソームにおける PI4P の局在解析は、PI4P の機能を解明するために

必須である。 

 

1.4.1 PI4P のオートファゴソームにおける局在 

近年、出芽酵母・哺乳類細胞のマクロオートファジーにおいて、PI4P が重要な役割を果たすことが

分かってきた[102, 103, 131]。PI4P はホスファチジルイノシトール（PI）を基質とし、イノシトール

環第 4 位をリン酸化する PI4 キナーゼ（PI4K）により合成される。出芽酵母においては 3種類（Pik1p、

Stt4p、Lsb6p）、哺乳類においては 4種類（PI4KⅡα/β、PI4KⅢα/β）の PI4K が同定されている[19, 

20]（図 1-5）。哺乳類における PI4KⅢα、PI4KⅢβはそれぞれ、出芽酵母 Stt4p、Pik1p のホモログで

ある。また、哺乳類 PI4KⅡα/βのホモログは、出芽酵母では Lsb6p の 1 種類のみが同定されている。

出芽酵母では、PI4K がマクロオートファジーに重要な役割を持つとされている[102, 131]。哺乳類細

胞においては、PI4KⅡα/β由来の PI4Pがオートファゴソームに局在し、オートファゴソームとリソソ

ームとの融合に働くことが示唆されている[103]。本研究では、QF-FRL 法を用いた微細局在解析により、

Huh7 細胞のオートファゴソーム内膜・外膜 PF への PI4P 局在が明らかとなった。さらに、オートファ

ゴソーム外膜 PFの PI4P標識密度は内膜 PF の PI4P 標識密度よりも有意に高かった（図 2.1-5B）。つま

り、細胞質から PI4K が働くことで、PI4P がオートファゴソーム外膜 PF に生成され、エフェクターと

の相互作用によってリソソームとの融合に重要な役割を持つことが示唆された。 

 一方で、PI(4,5)P₂はオートファゴソームに局在しないことが分かった（資料未記載）。PI(4,5)P₂は、

PI4P を基質として、PI4P-5 キナーゼが PI4P のイノシトール環第 5位をリン酸化することで生成する。

PI4P-5キナーゼは、哺乳類細胞では PIP5K（Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase）α/β/γ
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が同定されており、出芽酵母では Mss4pの 1種類のみが同定されている。本研究における結果は、出芽

酵母の飢餓誘発非選択的マクロオートファジーには Mss4p が必要ないという報告[103]と一貫しており、

哺乳類においても、PIP5Ksがマクロオートファジーに必要でないことが示唆された。PI(4,5)P₂はシグ

ナル伝達に必須であり、古くから、PI4P の「PI(4,5)P₂の前駆体」としての役割が示されてきた。しか

し近年では、PI(4,5)P₂と独立した PI4P自体の役割があることが報告された[23]。オートファゴソーム

膜において、PI(4,5)P₂ではなく PI4P のみが局在したという結果により、マクロオートファジーでは

PI4P が独自の役割を持ち、働くことが示唆された。 

 

1.4.2 PI4P は LC3B 非局在オートファゴソーム膜に局在した 

 本研究では、オートファゴソームにおける内因性 LC3B と PI4P の局在について、QF-FRL 法を用いて

観察した。オートファジー研究初期から、Atg8/LC3 はオートファゴソーム形成過程に重要であり、オ

ートファゴソーム特異的マーカーとして用いられてきた[72, 132-134]。LC3 は早期オートファゴソー

ム膜に局在し、オートファゴソームの形成に働く。オートファゴソームが封鎖されると、外膜に分布す

る LC3 は切り離されるが、内膜に分布する LC3 は封鎖されたオートファゴソームにトラップされる（図

2.1-11）。これにより、光学顕微鏡などを用いた観察では、消化を受けるまでのマクロオートファジー

経路の全貌を、LC3標識によって解析できる。しかし、外因性の GFP 結合 LC3 の過発現によるマクロオ

ートファジーの観察では、オートファジー非誘発条件においてもオートファジーレベルの上昇が確認

されており[133]、非生理的条件であることが考えられる。したがって、オートファゴソームにおける

内因性 LC3の局在を明らかにすることは、マクロオートファジー全貌を解明するために必須である。本

研究において用いた QF-FRL 法では、内因性膜結合 LC3 の局在を観察することができた。 

本研究において、QF-FRL 法を用いて LC3B 局在を解析すると、オートファゴソーム内膜・外膜 PF に

局在した（図 2.1-6A、B）。LC3B が局在するオートファゴソーム膜 PFの割合は、内膜では 44.7%、外膜

では 41.4%であり（図 2.1-6C）、半数以上のオートファゴソーム膜に LC3B は局在しなかった。これらの

結果において、LC3B 非局在オートファゴソームは、LC3B が膜から離れ内腔にトラップされた封鎖後の

オートファゴソームであると考えられる。 

また、マクロオートファジー誘発 Huh7細胞において、PI4Pが局在するオートファゴソームの割合は、

内膜では 64.7%、外膜では 52.8%であった（図 2.1-5C）。さらに、PI4P は主に LC3B非局在オートファゴ

ソーム膜に局在することが明らかとなった（図 2.1-7）。先行研究では、脂質プローブによる免疫蛍光

抗体を用いた光学顕微鏡観察によって、PI4P と LC3 がオートファゴソームに共局在することが示され

た[103]。しかし第一章で示したように、アルデヒドなどの化学固定では、脂質をその場に固定するこ

とは困難であり、加えて、脂質プローブによって PI4P の再分布が生じた可能性がある。さらに、光学
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顕微鏡観察では、封鎖後オートファゴソームにトラップされた LC3B と、封鎖後オートファゴソーム膜

に局在する PI4P との共局在が検出された可能性があり、膜における共局在に関する結果としての信頼

性には、議論の余地が伺える。 

本研究では、PI4P は主に LC3B非局在オートファゴソーム膜、つまり、隔離膜封鎖後のオートファゴ

ソームに局在し働くことが示唆された。 

 

1.4.3 PI4P はオートファゴソームにおいて GABARAP、GABARAPL1、GABARAPL2 と共局在しなかった 

 オートファゴソーム形成過程において、LC3 はファゴフォアの膜伸長、GABARAP サブファミリーはオ

ートファゴソーム形成の後期段階に働くと考えられている[114, 115, 134]。本研究では、QF-FRL法を

用いて PI4Pと GABARAPsとの二重標識解析を行い、マクロオートファジーにおける PI4P の関与を追究

した。 

 GABARAP、GABARAPL1、GABARAPL2 の標識はオートファゴソーム膜の内膜・外膜両膜において、PFに局

在した。さらに、オートファゴソーム膜において、PI4P と GABARAPsとの共局在は確認されなかった（図

2.1-8、図 2.1-9）。脂質プローブを用いた先行研究では、PI4P と GABARAPsの共局在が報告された[103]。

しかし LC3B について上記で述べたように、LC3B と同様の機序でオートファゴソーム膜に局在する

GABARAPsは、封鎖後のオートファゴソームでは内腔にトラップされることが考えられる。 

以上の結果から、PI4Pはオートファゴソーム形成段階より下流段階で働くことが期待される。 

 

1.4.4 PI4P はオートファゴソームにおいて Rab7 と共局在した 

 以前の超薄切片を用いた研究報告において、GFP-Rab7 標識密度はオートファゴソーム成熟の間に増

加し、さらに、GFP-Rab7 のオートファゴソームへの輸送は、リソソームマーカーとの融合以前に起こ

ることが示された。また、Rab7 をノックダウンし、Rab7変異体 Rab7 T22N を発現させると、オートフ

ァゴソームとリソソームとの融合段階が阻害され、オートファゴソームが蓄積した[120, 121]。そのた

め、Rab7はオートファゴソームとリソソームとの融合段階に重要な役割を持つとされた。 

 哺乳類細胞において、マクロオートファジーは飢餓などのストレスによって ULK1 が活性化すること

で始動するが、通常時には ULK1 は mTORC1 により不活化されている。本研究では、Huh7 細胞のオート

ファゴソームにおける PI4P 局在を確認するため、mTORC1 阻害剤 Torin1 を用いることで、活性型 ULK1

によるマクロオートファジーを誘発した。さらに、Bafilomycin A1 を用いてオートファゴソームとリ

ソソームとの融合を防ぐことで、細胞質内オートファゴソームを蓄積させた。しかしながら、

Bafilomycin A1の影響は実験条件により変容する[135]。そのため、Rab7はマクロオートファジー後期

段階のオートファゴソームだけでなく、リソソームとの融合後のオートリソソームにも分布する可能
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性がある。また、融合直後の構造は二重膜構造に見えることを留意し、注意を払って観察・解析した。

オートリソソーム膜やリソソーム膜における IMPs はオートファゴソームよりもはるかに多量であるこ

とから、IMPs の数を数えることで、オートファゴソームとオートリソソームとを区別し、オートファ

ゴソームを抽出し、PI4P と Rab7との共局在の有無を検討した。 

 QF-FRL 法を用いた観察の結果、オートファゴソーム内膜・外膜 PF において、PI4P と Rab7 が共局在

することが明らかになった（図 2.1-10）。この結果は、PI4P がマクロオートファジー後期である、オー

トファゴソームとリソソームとの融合段階に働くことを強く示唆した。 

 

1.5 結論 

 本研究において、PI4P がオートファゴソーム内膜・外膜 PF に局在し、内膜 PF に比べて外膜 PF に多量に

局在することが明らかとなった。また、PI4P と LC3B、GABARAP、GABARAPL1、GABARAPL2 との非共局在、Rab7

との共局在により、PI4P はマクロオートファジー後期に働くことが示唆された（図 2.1-12）。これらの結果

を世界に先駆けて報告し、オートファジー研究の進歩に貢献した。オートファジー経路の解明のため、QF-

FRL法を用いた PI4P の微細局在解析は非常に有用である。  
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図 2.1-11 マクロオートファジーにおける LC3 動態 

LC3 は隔離膜/ファゴフォアの膜伸長、膜封鎖などのオートファゴソーム形成に働くとされており、オートファゴソ

ームが完成すると膜結合は切り離される。しかしながら、内膜 PF に局在する LC3 は封鎖されたオートファゴソ

ーム内にトラップされる。 

図 2.1-12 マクロオートファジーにおける PI4P の動態 

本研究によって、PI4P（黄）が Rab7（青）と共局在し、LC3/GABARAPs（紫）と共局在しなかったことから、オート

ファゴソーム形成段階（オートファジー初期）ではなく、オートファゴソームとリソソームとの融合（オートファジー

後期）に働くことが示唆された。 
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<2> 出芽酵母マクロオートファジーにおける PI4K（Pik1p、Stt4p）の役割 

 

2.1 背景 

 マクロオートファジーは生命機能に重要な役割を持ち、パーキンソン病[31, 136-138]、クローン病[139]

など様々な疾患への関連が知られている[36]。マクロオートファジーの分子メカニズム解明には、出芽酵母

を用いた実験がさかんに行われてきた。出芽酵母のマクロオートファジーでは、まず細胞質において隔離膜

/ファゴフォアが出現し、細胞質成分を取り囲み、伸長し、二重膜構造「オートファゴソーム」が完成する。

オートファゴソームは液胞（哺乳類におけるリソソーム）と融合した後、液胞内で「オートファジックボデ

ィー」と呼ばれる構造となり、液胞内消化酵素によって消化される（図 1-6）。最近では、オートファジー関

連たんぱく質（Atgたんぱく質）に関する研究が進み、その分子メカニズムが明らかになってきた（表 1-4）。

Atg2、Atg3、Atg4、Atg5、Atg7、Atg8、Atg9、Atg12、Atg16、Atg18、Vps15、Vps34の変異株では、オートフ

ァゴソーム・オートファジックボディーが消失したことが報告されており、マクロオートファジーにおける

主要な役割を持つことが分かった[140]。しかし、オートファゴソーム膜の発生や、その形成については未だ

不明である[141, 142]。オートファゴソーム膜に関する研究の発展のためには、オートファゴソーム膜の主

要構成要素である膜脂質の動態を解明することが必須である。近年、出芽酵母・哺乳類細胞では、ホスファ

チジルイノシトール 3リン酸（PI3P）がマクロオートファジーに必須であることが明らかになった[143, 144]。

さらに、ホスファチジルイノシトール 4リン酸（PI4P）を生成する PI4 キナーゼもまた、重要な役割を持つ

ことが分かってきた[103, 131]。 

第二章<1>の研究結果では、PI4Pは哺乳類オートファゴソーム膜において細胞質側（PF: Protoplasmic Face）

に局在し、管腔側（EF: Exoplasmic Face）には局在しないことが分かった。さらに、PI4P はマクロオート

ファジー後期段階である、オートファゴソームとリソソームとの融合に働くことが示唆された。しかしなが

ら、PI4P が働く機序や、その制御など、不明な点が数多く存在した。そこで我々は、詳細な PI4P のマクロ

オートファジーへの寄与を解明するため、出芽酵母の遺伝子操作技術を用いた実験を行った。出芽酵母は哺

乳類細胞に比べて単純な構造を持ち、寿命が短く、ゲノム情報が整備され、分子生物学が駆使できる実験系

の有意性に加え、哺乳類などの高等生物と機能的に保存性が高いという利点を持つ[55]。出芽酵母はこれま

でにもオートファジーの発見や、関連分子の解明に役立ってきた。つまり、出芽酵母の単純な遺伝子・構造

を利用することは、全く未解明であった事象を明らかにするために非常に有用である。 

 本研究で用いた QF-FRL 法は、有用な脂質解析法が限られている中、物理的に生体膜脂質を凍結固定し、標

識することで、微細局在を観察することができる。そこで、第二章<1>と同様に、QF-FRL 法を用いて、マク

ロオートファジーにおける PI4Pの詳細な役割を解明するため、出芽酵母における局在を検討した。 

 第一章＜リン脂質＞で示したように、PI4Pはイノシトール環の第 4位をリン酸化する PI4キナーゼ（PI4K）
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により合成される。出芽酵母においては 3種類（Pik1p、Stt4p、Lsb6p）の PI4K が同定されている[19, 20]

（図 1-5）。これら PI4Kはそれぞれ独立した分布、役割を持つと考えられている。3種の PI4K がマクロオー

トファジーに寄与する PI4P をどのように生成しており、制御しているのか、遺伝子操作技術を用いて作製

した PI4K変異株を解析することで検討した。 

 

2.2 材料及び方法 

2.2.1 抗体、プローブ 

 一次抗体として、マウス抗 PI4Pモノクローナル IgM 抗体を、Echelon Biosciences（Salt lake city, 

UT, USA）から購入した。二次抗体として、10 nm金コロイド結合抗マウス IgM 抗体を BioCell（Cardiff, 

UK）から購入した。ホスホリパーゼ C（PLC）-δ1 PH（pleckstrin homology）ドメインを含むグルタチ

オン-S-トランスフェラーゼ（GST）融合たんぱく質（GST-PH）を Escherichia coliに発現させ、グル

タチオンアガロース樹脂（Sigma）によって精製した。PHドメインは、GST-PLCδ1 PH融合たんぱくを

プロテアーゼで切断し得た（GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA）。 

 

2.2.2 出芽酵母株 

 AAY102株は Cornell University の Dr. Scott D. Emr から譲渡していただき、AAY104株はナショナ

ルバイオリソースプロジェクト（NBRP）から譲り受けた。出芽酵母は YPD培地（1% Yeast Extract, 2% 

Bacto Peptone, 2% dextrose）中で、対数期または静止期まで 30℃で培養した。すべての出芽酵母株

は親株である Saccharomyces cerevisiae SEY6210 (MATα leu2-3,112 ura3-52 his3-Δ200 trp1-Δ901 

suc2-Δ9 lys2-801; GAL）に由来している（表 2-1）。本研究で作製した遺伝子欠損変異株は、pUG6 を

鋳型とした PCR に基づいた遺伝子導入技術を用いて作製した[147]。使用した出芽酵母株は表 2-1に示

した。 
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株名 遺伝子型 出展/研究 

SEY6210 MATα leu2-3,112 ura3-52 his3-Δ200 trp1-Δ901 suc2-Δ9 lys2-801; GAL [148] 

AAY102 SEY6210; stt4Δ::HIS3 carrying pRS415stt4–4 (LEU2 CEN6 stt4–4) [22] 

AAY104 SEY6210; pik1Δ::HIS3 carrying pRS314pik1–83 (TRP1 CEN6 pik1–83) [22] 

AKF001 SEY6210; lsb6Δ::KanMX 本研究 

AKF002 SEY6210; ypt7Δ::KanMX 本研究 

AKF003 SEY6210; vam7Δ::KanMX 本研究 

AKF006 SEY6210; atg4Δ::KanMX 本研究 

AKF007 SEY6210; atg2Δ::KanMX 本研究 

AKF008 SEY6210; atg3Δ::KanMX 本研究 

AKF009 SEY6210; vps34Δ::KanMX 本研究 

表 2-1 本研究で用いた出芽酵母株 S. cerevisiae とその遺伝子型、出展の一覧 

 

2.2.3 マクロオートファジー誘発法 

 マクロオートファジーを誘発するため、YPD 液体培地で培養した出芽酵母を水で洗浄し、窒素/炭素

欠損 S（-NC）培地（0.17% Yeast nitrogen base without amino acids and ammonium sulfate; Bacton 

Dickison）で、3～5 時間 30℃でインキュベートした。S（-NC）培地には、セリンプロテアーゼ阻害剤

である、1 mM フェニルメチルスルフォニルフロライド（PMSF; Sigma）を添加し、液胞内構造物を蓄積

させ、オートファジックボディーを観察した。 

 

2.2.4 急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法（図 2.1-3）[123] 

a. 凍結法 

メタルサンドウィッチ法を用いて、出芽酵母を凍結した。少量の出芽酵母ペレットを銅箔にのせ、

薄い金箔で覆った（面積～4 mm²、厚さ 20 µm）。液体窒素で予冷した 2つの金メッキ銅ブロック間で

挟むことによって凍結した[126, 149]。 

 

b. 凍結割断 

 第三章<1>1.2.4 と同様の手順で Balzers BAF400 装置（Bal-Tec AG, Balzers, Lichtenstein）を用

いて脂質二重層の間で割断した。レプリカの厚さを結晶厚モニタによって制御しながら(EM QSG100; 

Leica)、炭素と白金を真空蒸着した。解凍した試料を、2.5% ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）/0.1 M 

トリス塩酸緩衝液（Tris-HCl、pH 8.0）中で、60～70℃で一晩処置した。 

 

c. 出芽酵母細胞壁溶解 

0.1 M Tris-HCl（pH 8.0）中 2.5％ SDS 溶液中で、60～70℃で一晩処理することで細胞質成分や細

胞外成分を変性・除去し、トラップされた細胞膜分子のみをレプリカに残した。さらに出芽酵母の細
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胞壁を溶解するため、0.1% Triton X-100、1% 牛血清アルブミン（Bovine serum albumin: BSA）、プ

ロテアーゼインヒビターカクテル（Nacalai Tesque）含有リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered 

saline: PBS）中の 1 mg/mL Zymolyase 20T で、37℃で 2時間処理した。続いて 2.5% SDS 溶液で処理

し、標識に用いるまで 50％グリセロール中に-30℃で保存した。 

 

2.2.5 抗体標識・電子顕微鏡観察 

 レプリカを 3% BSA/PBS で、30分間室温でブロックした。ブロッキング後、抗 PI4P 抗体が PI(4,5)P₂

に非特異的に結合することを防ぐため、0.1% BSA/PBS で 1度洗浄し、PLC-δ1 PHドメイン（1 mg/mL）

で処置した（図 2.1-2）。一次抗体と 4℃で一晩インキュベートした後、0.1％ BSA/PBS で 4度洗浄し、

金コロイド結合二次抗体と 37℃で 30 分インキュベートした。その後レプリカを 0.1% BSA/PBS で 4 度

洗浄し、さらに蒸留水で 3 度洗浄し、最後にレプリカをホルムバール膜の EM グリッドに取り上げた。

透過型電子顕微鏡（H7000KU）を 75 kV で作動させ観察した。 

 

2.2.6 オートファゴソーム、オートファジックボディーの観察 

 レプリカの「オートファゴソーム」、また、液胞とオートファゴソームとの融合後の「オートファジ

ックボディー」を、透過型電子顕微鏡によって観察した。オートファゴソームにおいては、第二章

<1>1.2.6 で示したように、特徴的な形態によりオートファゴソームを判別した。オートファゴソーム

は二重膜構造であり、膜内粒子が少ない[128]。さらに、QF-FRL法を用いてオートファゴソームを割断

すると、2通りの割れ方がある。二重膜の内膜・外膜や、細胞質側（PF: Protoplasmic Face）、管腔側

（EF: Exoplasmic Face）については、その構造の凹凸によって区別した（図 2.2-1）。 

オートファジックボディーは液胞内の構造物である。PMSF を培地に添加し液胞内プロテアーゼを阻

害することでオートファジックボディーを蓄積させ、観察した。液胞内オートファジックボディーにお

いてもオートファゴソームと同様に 2 通りの割断パターンがあるが、オートファゴソーム内膜由来の

一重膜である。凹凸によってその割断面を判別した（図 2.2-1）。 

 

2.2.7 統計解析 

 上記の方法で 3 回以上実験を繰り返し、電子顕微鏡写真を取得し、解析に用いた。ImageJ ソフトウ

ェア（National Institutes of Health(NIH)）を用いて特定膜構造の面積を測定し、金コロイドの数を

数えた。特定膜構造における標識密度を、金コロイドの数と測定面積から計算した。正規性と等分散を

確認し、Student-t 検定で有意差を求めた。確認できない場合、Welch の t 検定によって有意差を求め

た。更に、標本が多数の場合は、Dunnettの多重比較検定を用いて有意差を求めた（p<0.05）。  
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図 2.2-1 オートファゴソーム・オートファジックボディーの観察 

オートファゴソームは脂質二重層がさらに二重になった構造を持ち、オートファジックボディーはオートファゴソ

ーム内膜由来の一重膜構造である。QF-FRL 法で割断し、実際の電子顕微鏡写真では、凹凸によって、細胞

質側（PF: Protoplasmic Face）、管腔側（EF: Exoplasmic Face）を判別した。 
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2.3 結果 

2.3.1 出芽酵母オートファゴソームにおける PI4P 局在 

 オートファゴソームにおける PI4P 微細局在を正確に観察するため、出芽酵母を窒素/炭素欠損 S（-

NC）培地で 3～5 時間培養した。この条件によりマクロオートファジーを誘発することで、最も状態の

良いオートファゴソームが観察可能となる[140]。我々は以前の研究において、QF-FRL 法を用いて抗

PI4P 抗体による特異的な PI4P 標識が可能であることを示した[126, 129, 130]。本研究では、オート

ファゴソーム膜において PI4P が細胞質側の PF、管腔側の EF（図 2.2-1）どちらに局在するか明らかに

するため、抗 PI4P 抗体を用いて検討した。 

第二章<1>で示したように、マクロオートファジーを誘発した哺乳類 Huh7 細胞では、PI4P はオート

ファゴソーム内膜・外膜 PFに局在した（図 2.1-5）。真核細胞のモデルとされる出芽酵母細胞でも、PI4P

局在は保存されているものと予想された。しかしながら、出芽酵母オートファゴソーム膜では、PF・EF

両面に PI4Pが分布した。さらに驚くべきことに、PI4Pは PFに比べて EFに高密度に局在し、特に外膜

では有意な差がみられた。つまり、哺乳類細胞と真逆の局在であった（図 2.2-2）。 

また、我々は PI(4,5)P₂を標識した 10回以上の実験によって、100以上のオートファゴソームを観察

したが、PI(4,5)P₂標識は確認されなかった（資料未記載）。つまり、オートファゴソームには PI(4,5)P

₂が局在しないことが明らかとなった。この結果は、第二章<1>哺乳類 Huh7 細胞において PI(4,5)P₂が

オートファゴソームに局在しなかったことと一貫している。 

 

2.3.2 出芽酵母オートファジックボディーにおける PI4P 局在 

 オートファジックボディーは、オートファゴソームと液胞とが融合した後、液胞内に観察される球状

構造物である（図 1-6）。オートファゴソーム内膜由来の構造であると考えられる。我々の QF-FRL法で

は、割断された液胞内にランダムに分布する直径 400～800 nmの球状構造物が観察され、以前の報告に

おけるオートファジックボディーの形態と一致した[58, 140]。また、それらの液胞内構造物の膜は EF、

PF 共に膜内粒子（IMPs: intramembrane particles）の少ないスムースな膜として観察され、オートフ

ァゴソーム膜と共通する特徴的形態であったことから、オートファジックボディーと判断した。 

 抗 PI4P 抗体によってオートファジックボディーにおける PI4P の標識を観察すると、オートファジ

ックボディー膜 EF、PF両面に PI4P はほとんど局在しなかった（図 2.2-3A、B）。しかし、わずかに PI4P

局在のあったオートファジックボディー膜においては、PI4P はほとんど EF に局在しており（図 2.2-

3C）、オートファゴソーム内膜の局在と同様であった。 
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図 2.2-2 出芽酵母オートファゴソームにおける PI4P 局在 

(A)PI4P を標識した出芽酵母オートファゴソームの電子顕微鏡写真。スケールバー：200 nm。(B)オートファゴソ

ーム膜における内膜 EF・PF、外膜 EF・PF それぞれの PI4P 標識密度をグラフで示した。出芽酵母オートファゴ

ソーム膜において、PI4P は内膜・外膜 EF・PF 両面に分布し、EF により高密度で局在した。（p<0.05） 
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図 2.2-3 出芽酵母オートファジックボディーにおける PI4P の局在 

(A)PI4P を標識した出芽酵母の液胞（紫）内オートファジックボディー膜 EF（青）、PF（桃）の電子顕微鏡写真。

ほとんどのオートファジックボディー膜に PI4P は局在しなかった。スケールバー：500 nm。(B)全オートファジッ

クボディー膜 EF における PI4P の局在有無の割合をグラフで示した。ほとんどのオートファジックボディー膜は

PI4P 非局在の膜であった。（C）PI4P が局在するオートファジックボディー膜における、EF・PF それぞれの PI4P

標識密度をグラフで示した。EF に高密度に局在した。（p<0.05） 
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2.3.3 液胞内オートファジックボディーにおける PI4K（Pik1p、Stt4p）の役割 

PI4P は、ホスファチジルイノシトール（PI）のイノシトール環第 4位が PI4K によってリン酸化され

て生成するリン脂質である。以前、出芽酵母において、選択的・非選択的マクロオートファジーに PI4K

である Pik1p、Stt4p が重要であると報告された[102-104, 131]。そこで本研究では、Pik1p、Stt4p そ

れぞれの温度感受性株（pik1ts、stt4ts）を用いてより詳細な役割を解析した。温度感受性株では、38℃

（制限温度）で PI4K不活性、26℃（許容温度）で PI4K活性となり、活性をコントロールできる[150]。

温度感受性株を用いた液胞内のオートファジックボディーの観察では、pik1ts、stt4ts それぞれの許容

温度（26℃）では野生株（WT）とほとんど差異が確認されなかった一方で、制限温度（38℃）では、オ

ートファジックボディーの減少が確認された。オートファジックボディーの数・相対面積比を用いた統

計結果より、許容温度（26℃）に対する制限温度（38℃）での有意な減少が確認された（図 2.2-4）。こ

のことから、Pik1p、Stt4p はオートファジックボディーの形成、つまり、液胞との融合以前の段階にお

いて働くことが示唆された。 

また、出芽酵母 PI4Kには Pik1p、Stt4p の他に Lsb6p が同定されている。しかし現在まで、細胞機能

に重要な役割を持たないことが報告されてきた。確認のため、本研究においても、Lsb6p遺伝子欠損株

を用いてオートファジックボディーを確認したが、野生株（WT）とほとんど差異は認められなかった（図

2.2-5A、B）。オートファゴソーム膜の PI4P 局在を観察するも、野生株（WT）と同様の局在を示し、顕

著な減少は確認されなかった（図 2.2-5C、D）。以上から、Lsb6p によって産生される PI4P はオートフ

ァゴソーム形成に関与しないことが確認できた。 

 

2.3.4 オートファゴソーム形成における PI4K（Pik1p、Stt4p）の役割 

PI4K のマクロオートファジーでの役割解明を目的とし、PI4K の不活化が、オートファゴソームの数・

大きさに与える影響を調べるため、PI4K温度感受性株を用いた実験を行った。許容温度（26℃）の活性

化条件では、pik1ts、stt4tsともに 26℃での野生株（WT）と同程度のオートファゴソームの数・大きさ

が確認された（図 2.2-6）。また、野生株（WT）を制限温度（38℃）で観察するも、温度による変化はみ

られなかった。さらに、stt4tsを制限温度（38℃）の不活化条件では、オートファゴソームの数・サイ

ズは野生株（WT）や、stt4tsの許容温度（26℃）と同程度であった。しかしながら、pik1tsにおいては、

制限温度（38℃）の不活化条件では、許容温度（26℃）の活性化条件と比較し、数・大きさ共に減少が

確認された（図 2.2-6）。これらの結果から、Pik1p がオートファゴソーム形成段階において働くことが

示唆された。Stt4p はオートファゴソーム形成後～液胞との融合前の段階において、マクロオートファ

ジーに関与することが考えられる。 
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図 2.2-4 PI4K(Pik1p, Stt4p)の温度感受性株における液胞内オートファジックボディー 

(A)野生株（WT）、PI4K(Pik1p, Stt4p)の温度感受性株（pik1ts、stt4ts）の液胞内オートファジックボディーの電子

顕微鏡写真。PI4K は制限温度（38℃）で不活化し、許容温度（26℃）で活性化する。スケールバー：500 nm。

（B）WT、pik1ts、stt4ts の液胞内オートファジックボディーの数をグラフで示した。pik1ts、stt4ts では、制限温度

（38℃）において、オートファジックボディーの数の減少が観察された。（p<0.05） 

図 2.2-5 PI4K(Lsb6p)遺伝子欠損株における液胞内オートファジックボディー、オートファゴソーム 

（A）Lsb6p 遺伝子欠損株（lsb6Δ）の液胞内オートファジックボディーの電子顕微鏡写真。スケールバー：500 

nm。（B）野生株（WT）、lsb6Δの液胞内オートファジックボディーの数をグラフで示した。（C）lsb6Δにおいて

PI4P を標識したオートファゴソームの電子顕微鏡写真。スケールバー：200 nm。（D）lsb6Δのオートファゴソー

ムにおける PI4P の標識密度をグラフで示した。オートファジックボディーの数、および、オートファゴソームにお

ける PI4P 局在パターンについて、WT と lsb6Δでの差はみられなかった。 
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図 2.2-6 PI4K(Pik1p、Stt4p)温度感受性株におけるオートファゴソームの観察 

(A)Pik1p 温度感受性株（pik1ts）の制限温度（38℃）（a）、許容温度（26℃）(b)におけるオートファゴソームの電子

顕微鏡写真。スケールバー：500 nm（a）。200 nm（b）。（B）Stt4p 温度感受性株（stt4ts）の 38℃（制限温度）（a）、

26℃（許容温度）(b)におけるオートファゴソームの電子顕微鏡写真。スケールバー：500 nm（a）。200 nm（b）。

（C、Ｄ）細胞あたりのオートファゴソームの数（C）、サイズ（D）をグラフで示した。Pik1p 不活化条件（pik1ts、

38℃）では、オートファゴソームの数・サイズ両方が減少した。（p<0.05） 
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2.3.5 オートファゴソームと液胞膜との融合前後における PI4P 局在 

上述の結果では、Stt4p 由来の PI4P が融合段階に重要であることが示唆された。そこで、膜融合前

後における PI4Pの動態をさらに追究するため、条件を検討し、PI4P 局在を観察した。 

まず、オートファゴソームと液胞との融合直前の状態を観察するために、オートファゴソームと液胞

との融合を司るたんぱく質の遺伝子欠損株（ypt7Δ、vam7Δ）を実験に用いた。Ypt7p（Yeast Protein 

two 7）は、哺乳類 Rab7のホモログであり、Vam7p（Vacuolar Morphogenesis 7）は SNARE（Soluble NSF 

attachment protein receptor）たんぱく質の 1つである。本研究では、ypt7Δ、vam7Δを飢餓条件に

おくことで、マクロオートファジーを誘発した。マクロオートファジーの誘発因子は様々存在する（表

1-3）が、飢餓条件におくことは最も単純な誘発因子である[151, 152]。 

飢餓条件下の ypt7Δ、vam7Δ では、液胞内オートファジックボディーは観察されず、二重膜構造オ

ートファゴソームが液胞周囲に多数蓄積した（図 2.2-7A、B）。通常、オートファゴソームが液胞と融合

するとオートファゴソーム外膜が液胞膜の一部となり、PI4P が液胞膜に移動し、液胞膜 PI4P は増加す

ることが考えられる。しかし、ypt7Δ、vam7Δ では液胞膜 PF の PI4P はマクロオートファジー非誘発

条件と同程度であり、液胞膜 EFには PI4P は確認されなかった。すなわち、マクロオートファジー誘発

時と比較し、液胞とオートファゴソームとの融合レベルが低下したことが確認できた。 

マクロオートファジー融合段階が阻害された ypt7Δ、vam7Δ において、液胞周囲に蓄積したオート

ファゴソームは、融合直前の段階であると考えられる。そこで、蓄積したオートファゴソームの PI4P

局在を観察すると、驚くべきことに、ypt7Δ、vam7Δ 共に、外膜 PF における PI4P 標識密度の大幅な

増加が確認された（図 2.2-7A(c)、B(c)）。飢餓条件下の野生株（WT）のオートファゴソームにおける

PI4P 分布と比較すると、ypt7Δ、vam7Δでは内膜 PF の PI4P 分布割合が低下し、外膜 PF の PI4P 分布

割合が上昇し、EF・PFに均一に分布することが分かった（図 2.2-7C）。このことから、液胞との融合直

前には、オートファゴソーム外膜 PFで増加した PI4P が液胞との融合に働くことが示唆された。 

次に、オートファゴソームと液胞との融合直後の PI4P 局在を解析するため、飢餓条件においた野生

株（WT）の液胞膜 PI4P を観察した。飢餓条件下では、オートファゴソームと液胞との融合がさかんに

起こり、液胞は、既にオートファゴソームが大量に融合した状態であると考えられる。飢餓条件下で液

胞膜の PI4P局在を観察したところ、野生株（WT）と比較し、液胞膜 PFにおいて PI4P が急増した（図

2.2-8）。また、液胞との融合中のオートファゴソーム外膜 PF において PI4P が減少した像が確認でき

た。 

以上より、オートファゴソーム外膜 PF の PI4P が液胞との融合に働き、液胞膜 PF に移動する可能性

が示唆された。  
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図 2.2-7 融合を司るたんぱく質 Ypt7p、Vam7p 遺伝子欠損株のオートファゴソームにおける PI4P 局在 

（A）ypt7 欠損株（ypt7Δ）、（B）vam7 欠損株（vam7Δ）それぞれにおいて PI4P を標識した細胞内(a)、オートフ

ァゴソーム（b）の電子顕微鏡写真と、その PI4P 標識密度をグラフで示した(c)。スケールバー：500 nm（a）、200 

nm（b）。（p<0.05）（C）野生株（WT）、ypt7Δ、vam7Δのオートファゴソーム内膜、外膜における PI4P の標識割

合をグラフで示した。ypt7Δ、vam7Δ 共に、外膜 PF では PI4P 標識密度、割合の大幅な増加が確認された。 
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図 2.2-8 飢餓細胞における液胞膜 PI4P 局在 

（A、B、C）液胞膜において、PI4P を標識した電子顕微鏡写真。マクロオートファジー誘発飢餓細胞の液胞膜

PF（A）と液胞 EF（B）、マクロオートファジー非誘発細胞（CTRL）の液胞膜 PF（C）を示した。オートファゴソーム

を矢頭で示した。スケールバー：500 nm。（D）液胞膜 EF、PF における PI4P 標識密度をグラフで示した。マクロ

オートファジー非誘発細胞（CTRL）に比べ、マクロオートファジー誘発細胞（飢餓細胞）の液胞膜 PF では、PI4P

が高密度に局在した。（p<0.05） 
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2.4 考察 

 本研究では、以下の画期的な発見をすることができた。 

(1) 哺乳類オートファゴソームの内膜・外膜 PF に局在した PI4P は、出芽酵母オートファゴソームにおいて

内膜・外膜 EF・PF両面に分布し、EFにより高密度に局在した。 

(2) 出芽酵母のオートファジックボディーには、PI4P がほとんど分布しなかった。 

(3) 出芽酵母 PI4K の内、Pik1p の不活化条件ではオートファゴソーム・オートファジックボディー両方が減

少し、Stt4pの不活化条件ではオートファジックボディーのみが減少した。 

(4) 融合直前のオートファゴソームでは、外膜 PF の PI4P が急増した。また、融合後の液胞膜 PF には PI4P

が局在した。 

これらの結果は、PI4P がオートファゴソームに局在し、マクロオートファジーにおけるオートファゴソー

ムの形成、および、オートファゴソームと液胞との融合に重要な役割を担うことを示唆した。さらに、本研

究において PI4P 局在を詳細に検討したことから、そのマクロオートファジーにおける動態が明らかになり

つつある。今後、マクロオートファジーを制御する因子として、PI4P 動態がより一層解明されていくことへ

の期待は大きい。 

 

2.4.1 出芽酵母細胞と哺乳類細胞では、オートファゴソームにおける PI4P 局在が真逆であった 

 近年のマクロオートファジーと膜脂質との関連についての研究によって、PI4P がマクロオートファ

ジーに関連し、重要な役割を持つことが分かってきた[102-105]。さらに我々は、第二章<1>において、

哺乳類細胞での PI4P 局在を検討した。その結果、PI4P は哺乳類オートファゴソーム膜 PF に局在する

ことが明らかとなった。しかしながら本研究では、出芽酵母オートファゴソームにおける PI4P の局在

は哺乳類とは真逆であり、オートファゴソーム膜 EF、PF 両面に分布し、EFにはより高密度で局在する

ことが分かった（図 2.2-2）。出芽酵母は真核生物のモデルとして、オートファジー現象自体や、関連分

子の発見にも役立ってきた。そして、多くのオートファジー関連分子は、出芽酵母と哺乳類で保存され

ていると考えられてきた。しかし、近年の研究では、出芽酵母から哺乳類に至る進化の過程において、

マクロオートファジー機序に差異がみられることが徐々に明らかになってきており、多彩な応用機能

を可能にするために分子機構の変容が生じたことが伺える[153]。 

例えば、マクロオートファジーの始動段階では、出芽酵母・哺乳類間で差異があることが知られてい

る。マクロオートファジーは、出芽酵母・哺乳類で共通し、飢餓などのストレス条件により誘発される。

出芽酵母において、マクロオートファジーが誘導されると、Atg1、Atg13、Atg17、Atg29、Atg31の 5つ

のたんぱく質からなる「Atg1 複合体」が形成され、液胞近傍に集積することで基盤構造が形成される。

対して哺乳類においては、Atg1ホモログの ULK1/2や、Atg13および Atg17の機能類縁体である FIP200、
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そして Atg101 の 4 つのたんぱく質から構成される「ULK 複合体」がマクロオートファジーの始動を担

う。出芽酵母では、「Atg1 複合体」固有たんぱく質である Atg29、Atg31 は Atg17 と直接相互作用する

が、Atg13と結合しない。一方、哺乳類の「ULK複合体」固有たんぱく質である Atg101 は、Atg17機能

類縁体の FIP200とは結合せず、Atg13と相互作用してその安定化に寄与する[154-156]。Atg101がその

下流の Atgたんぱく質の集積を担うことが示唆されている[157]。 

また、出芽酵母 Atg8 はオートファゴソーム形成に必須のたんぱく質である[158]。しかし、Atg8 の

哺乳類ホモログである LC3 は、マクロオートファジーで中心的な役割を持つが、必須ではない。LC3-Ⅱ

のオートファゴソーム膜局在に、Atg5-Atg12-Atg16L 複合体がユビキチン様たんぱく質として関わり 

[71, 91]、LC3-Ⅱよりもさらに後期段階に重要な作用点があるとされている。 

そしてより臨床応用的な部分では、哺乳類では Atg16L において、クローン病に感受性を示す一塩基

多型が発見されている。それは C末端の WD リピートドメインに位置するが、出芽酵母 Atg16 には WDリ

ピートドメインは存在しない。クローン病の原因は、腸内細菌と免疫系の複雑な相互作用の破綻による

と推測されており[159]、マクロオートファジーによる病原体除去機能との関係が疑われている。つま

り、哺乳類における Atg16L の WD リピートはこの機能に重要な役割を持つ制御モジュールである可能

性がある。 

さらに、脂質に関連するたんぱく質に関する差異についても報告がある。PI3P は PIのイノシトール

環第 3 位をリン酸化する PI3 キナーゼ（PI3K）によって生成する。哺乳類・出芽酵母双方において、マ

クロオートファジーに必須であり、PI3K を阻害すると、オートファゴソーム形成が消失する [143]。

この PI3K について、出芽酵母では 1 種の PI3K が Atg たんぱく質と作用し、複合体を形成するが（表

1-4）、哺乳類では少なくとも 3種類の PI3K 複合体が存在することが報告されている[160]。 

以上のように、徐々に明らかになった出芽酵母・哺乳類間における差異は、進化上現れてきたもので

ある。今後、マクロオートファジー研究によって、マクロオートファジーを制御し関連疾患の制圧を目

指すためには、より臨床応用に近い哺乳類を用いた実験が必須となる。しかし、出芽酵母は単純な構造

を持ち、真核生物のモデルとされ、ゲノム情報が既に整備されている。そのため、出芽酵母を用いた研

究は、全く明らかでない未解明事象の解明に非常に有用である。長年の進化を経た哺乳類において、複

雑な相互作用や機序を持つオートファジーのような経路についても、出芽酵母を用いた研究を行うこ

とで、手探りの状態の中、真実を解明する一端を掴むことができる。特に、我々が注目した脂質に関し

ては、第一章で述べたように、たんぱく質や DNA・RNA に比べて不明な点が数多く残されている。中で

も膜脂質の非対称性分布やその局在に関しては、全くの手探り状態といえる。このような状況下で、本

研究によって初めて明らかとなった、PI4P が哺乳類と真逆の局在を示したという結果は、マクロオー

トファジーにおける脂質研究を進める上で、貴重な結果である。 
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2.4.2 飢餓出芽酵母のオートファゴソーム膜では、PI4P は EFに局在した 

哺乳類細胞・出芽酵母細胞では、細胞膜・ミトコンドリア膜・核膜・液胞膜などの細胞小器官膜にお

いて、PI4Pは PFに局在し、細胞質の様々なたんぱく質との相互作用によってその機能を制御すること

が知られている[130]。しかし、本研究の結果では、飢餓条件によりマクロオートファジーを誘発した

出芽酵母のオートファゴソーム膜において、PI4P は EF に高密度に局在していた（図 2.2-2）。 

オートファゴソームにおける膜脂質の分布に寄与するたんぱく質として、近年、出芽酵母 Atg9がス

クランブラーゼとして働くことが明らかになった[161]。リン脂質二重層の間で特定の脂質を移動させ

る役割を持つたんぱく質は、フリッパーゼ、フロッパーゼ、スクランブラーゼが知られている。フリッ

パーゼ、フロッパーゼは ATP 依存的に単一方向（フリッパーゼ：EF→PF、フロッパーゼ：PF→EF）へ脂

質を輸送する。対してスクランブラーゼは ATP非依存的に、双方向に脂質を輸送する。これらたんぱく

質の働きによって、リン脂質二重層の非対称性分布が生まれ、細胞機能に大きな影響を与えると考えら

れている。最近では、オートファゴソーム膜の PI4P に関しても Atg9 が働き、スクランブルされるこ

とで EF、PFに対称的に分布すると報告された[162]。我々の結果とは相反する結果である。この相違点

について、実験環境の違いなどが原因として考えられる。さらに本研究の PI4P 非対称性分布を裏付け

る新たな報告として我々は、PI4P の脱リン酸化酵素である Sac1p がマクロオートファジーに必須であ

り、PI4Pの非対称性分布に寄与することを示した[163]。Sac1p が細胞質側から働くことで、オートフ

ァゴソーム膜 PFの PI4Pを脱リン酸化し、PI4Pレベルを下げている可能性が考えられる。 

また、Sac1p以外のたんぱく質が非対称性分布に寄与する可能性も考えられる。マクロオートファジ

ーに関する研究は、未だ発展段階であり、特に脂質に関連する分子機序の全貌は明らかでない。役割が

解明されていないたんぱく質や、同定されていないたんぱく質が数多く関わっていることが推測され

る。すなわち、未だ同定されていないフリッパーゼやフロッパーゼが、PI4P 非対称性に寄与する可能

性も期待できる。PI4Pの非対称性分布、および、その分布とマクロオートファジーとの関係について、

より詳細な検討が必要である。 

 

2.4.3 オートファジックボディー膜 EF、PF において PI4P は局在しなかった 

オートファゴソーム内膜に由来すると考えられるオートファジックボディー膜には、PI4P はほとん

ど局在しないことが分かった（図 2.2-3）。出芽酵母において、オートファゴソーム内膜・外膜の EF、

PF 両面に PI4Pが分布するという結果に対して、矛盾が生じる。この問題は、液胞内消化酵素によって

オートファジックボディーが分解される際に、液胞膜は分解されず、オートファジックボディー特異的

に分解が起こる、という未だ解明されていない謎に関連すると考えられる。 

近年の我々の報告では、ホスファチジルセリン（PS）はオートファゴソーム膜への分布はわずかであ
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るが、オートファジックボディー膜において高密度に分布することが示された。本研究における PI4P

局在とは逆の動態であるといえる。オートファジックボディー膜上の PS密度が高い一方で、液胞膜 EF

には PS がほとんど分布しないことから、PSがオートファジックボディー膜特異的な消化の鍵となる可

能性が示唆された[164]。この報告によって、オートファゴソーム内膜・外膜間で、融合直前または融

合時、PI4Pと PS の膜間移動が起こる可能性が考えられる。 

真核細胞において、異なる細胞内小器官の膜間では、脂質輸送たんぱく質（LTPs）による脂質輸送が

起こることが知られている。PI4Pは LTP リガンドとして、PI4P 濃度勾配を利用し、基質を他方の膜へ

輸送させる。つまり、オートファゴソーム内膜・外膜における PI4P の濃度勾配によって、PS を内膜（オ

ートファジックボディー膜）へ輸送することが考えられる。Osh6（OSBP homolog 6）は、小胞体や細胞

膜の間など、2 つの膜間で PS と PI4Pを交換することが知られている LTPsの 1つである[165, 166]。

しかし、我々の実験では液胞内のオートファジックボディーは osh6Δ 株でも同様に観察され、オート

ファジックボディー膜 EF および PF 上の PS 標識密度は野生株（WT）と同等であった[164]。したがっ

て、PSと PI4P の交換は Osh6p 以外の機構によって起こることが示唆される。今後、PS と PI4Pを交換

する機構を突き止めることで、オートファジーによる物質分解の制御が可能となることが期待できる。 

 

2.4.4 Pik1p はオートファゴソーム形成に、Stt4p はオートファゴソームと液胞との融合に働く 

 PI4K（Pik1p/PI4KⅢβ、Stt4p/PI4KⅢα、Lsb6p/PI4KⅡα/β）は、PIのイノシトール環第 4位をリ

ン酸化して PI4Pを生成する役割を持つたんぱく質である。中でも出芽酵母において、Pik1p、Stt4p は

選択的・非選択的マクロオートファジーに重要であると報告された[102-104, 131]。そこで我々は、

Pik1p、Stt4p の温度感受性株（pik1ts、stt4ts）でのオートファゴソーム、オートファジックボディー

の数・サイズを観察・解析することで、PI4K や PI4K によって生成される PI4P のより詳細な役割につ

いて検討した。得られた結果（図 2.2-4、図 2.2-6）の概略を表 2-2に示した。Pik1pの不活化条件（pik1ts、

38℃）では、オートファゴソーム、オートファジックボディー両方が減少したのに対し、Stt4p の不活

化条件（stt4ts、38℃）では、オートファジックボディーのみ減少した。すなわち、Pik1p はオートフ

ァゴソームの形成に、Stt4p はオートファジックボディーの形成、つまり、オートファゴソームと液胞

との融合時に、PI4P を生成する働きを持つことが示唆された（図 2.2-9）。 

 また、PI4 キナーゼの内 Lsb6pは、現在まで、マクロオートファジーやその他の細胞内機能において

重要な役割を持たないと報告されてきた。本研究では lsb6 欠損株（lsb6Δ）を用いてオートファジッ

クボディーの数やサイズを確認したが、野生株（WT）と同等である結果が得られた（図 2.2-5A、B）。続

いてオートファゴソーム膜の PI4P 分布を確認したが、lsb6Δは野生株（WT）と同様の分布を示し、顕

著な減少は確認されなかった（図 2.2-5C、D）。以上から、Lsb6p、および、Lsb6p によって産生される
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PI4P はオートファゴソーム形成にほとんど関与しないことが確認できた。 

 上記のように、PI4K である Pik1p、Stt4p がマクロオートファジーに重要な役割を果たすことを明ら

かにした。しかしながら最近の我々の研究では、PI4P の脱リン酸化酵素である Sac1p、Sjl3pによって、

PI4P が脱リン酸化されることがマクロオートファジーに重要であるという結果を報告した[164]。

Sac1p遺伝子を欠損させた株（sac1Δ）では、オートファゴソームと液胞との融合がブロックされ、オ

ートファゴソーム膜 PFの PI4P が急増した。つまり、Sac1p は特にオートファゴソームと液胞との融合

段階にオートファゴソーム膜 PFの PI4P脱リン酸化に関わっており、この脱リン酸化が、融合が進行す

る上で必須であることが分かった。また、Sac1pと Sjl3p両方の機能が不活化された株では、オートフ

ァゴソーム、オートファジックボディー両方が観察できず、マクロオートファジー自体が起こらなかっ

た。つまり、マクロオートファジー初期において、Sac1p、Sjl3p が司る PI4P 脱リン酸化が重要である

ことが明らかとなった。すなわち、本研究で示された PI4Kによる PI4Pの生成がマクロオートファジー

に重要であることに加えて、PI4P 4-ホスファターゼによる PI4P の脱リン酸化も重要であることが分

かった。したがって、PI4P の生成・代謝のターンオーバーがマクロオートファジーには必須であるこ

とが示唆された。 

 

 PIK1 不活化 STT4 不活化 

オートファゴソーム 減少 WT と同等 

オートファジックボディー 減少（ほとんど無し） 減少（ほとんど無し） 

表 2-2 PI4K（Pik1p、Stt4p）の温度感受性株を用いた、制限温度（38℃）における PI4K 不活化時のオートファゴ 

ソーム、オートファジックボディーの数・サイズの観察結果 

 

2.4.5 オートファゴソームと液胞との融合段階前後における PI4P 分布 

 PI4K を不活化した実験では、PI4P がオートファゴソームの形成、および、オートファゴソームと液

胞との融合に働くことが示唆された。しかし、オートファゴソームと液胞との融合段階というマクロオ

ートファジーの最終ステージは、非常に短時間に進行する事象であり、観察は不可能であった。そこで

特に融合段階における PI4P 動態を検討するため、融合直前のオートファゴソーム、また、融合後の液

胞膜における PI4P 分布を観察した。 

 融合直前のオートファゴソームを観察するため、Ypt7p、Vam7p それぞれの遺伝子欠損株（ypt7Δ、

vam7Δ）を用いた。Ypt7p は哺乳類 Rab7のホモログであり、Rabファミリー小 GTP アーゼの良く特性化

されたメンバーの 1つである。出芽酵母においては、液胞同士の融合にも関わるたんぱく質である。マ

クロオートファジーでは、オートファゴソームと液胞との融合に必須であることが分かっている[167]。
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Vam7p は、液胞膜上 SNARE たんぱく質の 1 つであり、Ypt7p や HOPS（homotypic fusion and vacuole 

protein sorting）複合体、および、オートファゴソーム上の Ykt6pと共にオートファゴソームと液胞

との融合を司る[168, 169]。本研究では、ypt7Δ、vam7Δ を用いて飢餓条件での実験を行うことで、

融合を阻害し、細胞質に蓄積する融合直前のオートファゴソームにおける PI4P 分布を解析した。ypt7Δ、

vam7Δ 共に液胞内オートファジックボディーは観察されず、液胞周囲には、二重膜構造のオートファ

ゴソームが多数蓄積した（図 2.2-7）。さらに驚くべきことに、オートファゴソームにおいては、ypt7Δ、

vam7Δ 共に、外膜 PF の PI4P 標識密度が内膜 PF に比べ、大幅に増加したことが確認された。野生株

（WT）の飢餓条件でのオートファゴソームにおける PI4P 分布と比較すると、外膜 PFの PI4P 急増は明

らかであり、外膜 EF・PF にほぼ均一に PI4P が分布した（図 2.2-7）。このことから、液胞との融合直

前に急増した外膜 PFの PI4P が、オートファゴソームと液胞との融合に働くことが示唆された。 

 さらに、PI4P のオートファゴソーム融合後の動態を解析するため、飢餓条件下でマクロオートファ

ジーを誘発し、液胞膜における PI4P 分布を観察した。マクロオートファジーを誘発した出芽酵母液胞

内にはオートファジックボディーが多数観察され、液胞膜は既に多数のオートファゴソーム外膜と融

合した後であると考えられた。通常状態の出芽酵母液胞膜における PI4P 分布はごく少数であった（図

2.2-8C、D）が、飢餓状態の液胞膜では、特に液胞膜 PFの PI4P 標識密度の有意な増加が観察された（図

2.2-8A、D）。つまり、オートファゴソーム外膜 PF で増加した PI4P が融合後には液胞膜 PF の一部とな

り、液胞膜 PI4Pを急増させることが示唆された。さらに、Stt4p を不活化すると融合が阻害された（図

2.2-4、表 2-2）ことから、オートファゴソーム外膜 PF に Stt4p が生成した PI4P が、融合段階に重要

な働きを持ち、融合後には液胞膜 PFの PI4P となることが期待される。 

また現在まで、通常状態の出芽酵母では、液胞膜 PF に PI4P が局在することが示されてきた[130]。

しかしながら、マクロオートファジー誘発条件では、液胞膜 EF（図 2.2-8D）にも PI4Pが分布し、これ

らの PI4Pはオートファゴソーム外膜 EF（図 2.2-2）由来であると推定できる。生理的条件においても

マクロオートファジーが起こることを考慮すると、液胞膜 EFに PI4P が全く分布しないことは、矛盾で

ある。液胞膜 EF から PF に PI4P を移動させるメカニズム、あるいは、液胞との融合時に、オートファ

ゴソーム外膜 EFの PI4Pを減少させるメカニズムの存在が考えられる。このメカニズムには、フリッパ

ーゼ、フロッパーゼ、スクランブラーゼ、脂質転移酵素による脂質移動や、酵素の誘導など、様々な可

能性があげられる。今後、より詳細な検討を行うことで、PI4P 局在メカニズムを明らかにし、マクロオ

ートファジー制御機構を解明することができると期待する。 
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2.5 結論 

 本研究では、出芽酵母オートファゴソーム膜において、PI4P局在は哺乳類と真逆であり、EFに局在するこ

とが明らかとなった。さらに、PI4K である Pik1p 由来の PI4P がオートファゴソームの形成、Stt4p 由来の

PI4P がオートファゴソームと液胞との融合に働くことが分かった。以上の結果と、我々の最近の報告から、

PI4Pの生成・脱リン酸化によるターンオーバーがマクロオートファジーに必須であることが示唆された。ま

た、融合段階では、オートファゴソーム外膜 PF の PI4P が急増したことから、Stt4p によって生成された外

膜 PF の PI4P が融合に役割を担うことが考えられる。マクロオートファジーにおける PI4P の動態に関する

さらなる研究が、マクロオートファジー制御に役立つことが期待される。 

 

 

 

  

図 2.2-9 マクロオートファジーにおける PI4K（Pik1p、Stt4p）の働き 

本研究によって、オートファゴソームの形成時に働く PI4P 生成に Pik1p、オートファゴソームと液胞との融合時

に働く外膜 PF の PI4P 生成に Stt4p が働くことが示唆された。 
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<3> 出芽酵母ミクロリポファジーにおける PI4K（Pik1p、Stt4p）の役割 

 

3.1 背景 

 第二章<1><2>では、3種類の主なオートファジー経路（図 1-6）の内、最も古くから研究されてきたマクロ

オートファジーについて、PI4P の役割解明を目的とした。第二章<3>では、ミクロオートファジーによる脂

肪滴取り込み「ミクロリポファジー」における PI4P の役割解明を目的とした。マクロオートファジーの分子

機構については長い歴史を経て徐々に明らかになってきたが、ミクロオートファジーについては、ほとんど

のメカニズムが現在も未解明である。 

ミクロオートファジーは、液胞膜が直接陥入し、細胞成分を取り込み消化する経路である[106-108]。特に

我々は、液胞膜の陥入によって脂肪滴（LD: lipid droplet）を消化するミクロリポファジーに着目した。脂

肪滴は、脂質を脂肪酸として内に貯蔵する。脂質は、代謝エネルギーの蓄積や、シグナル伝達経路、構造維

持に重要な生体膜を構成するなど、生命維持に必須である。しかしながら、脂質の過度な蓄積は、脂肪毒性

を引き起こし、病的な状態を引き起こす[170, 171]。長い間、単なる脂肪の細胞質内封入体と認識されてき

た脂肪滴は、脂質およびエネルギー恒常性に重要な機能を持つオルガネラとして、近年特に注目されている

[172-174]。 

脂肪滴はコレステロールエステル（CE）、ジアシルグリセロール（DAG）、トリアシルグリセロール（TAG）

などの脂質エステルでつくられるコア部分が体積の大部分を占め、表面はリン脂質一重層で覆われている

[175]。脂肪滴の形成は小胞体で行われる。小胞体に分布する脂肪酸合成酵素によって TAG が合成され、小胞

体の脂質二重層間に蓄積することで、脂肪滴の初期構造が形成される[176]。この構造が拡大し、出芽する。

小胞体膜との架橋を介した脂肪小滴への TAG の転移や、脂肪小滴表面での TAG 合成によってさらに拡大し、

脂肪滴が完成する。脂肪滴は脂肪細胞や脂肪肝などで顕著な構造であるが、ほとんどの組織の細胞に存在し、

脂質の貯蔵と、必要に応じた分解によるエネルギー産生、脂質合成、熱産生などに関与する。さらに、非ア

ルコール性脂肪肝疾患、神経変性、ウイルスなど病原体の感染、癌、循環器疾患などの様々な疾患との関連

が明らかになってきた[177]。ミクロリポファジーによる脂肪滴分解は、細胞内における脂肪の過度な蓄積を

防ぎ、生体内の脂肪の適切な種類・量のバランスを保つために重要である。しかしながら、その詳細な機序

は未だ不明な点がほとんどである。 

現在まで、ESCRT（Endosomal Sorting Complex Required for Transport）がミクロリポファジーに必要で

あるという報告がされてきた[109]。ESCRTは通常、エンドソームで機能し、エンドソーム膜を陥入させるこ

とで細胞質成分の取り込みに寄与することが知られている。一方でミクロリポファジーには ESCRTの 1つで

ある Vps27（Vacuolar Protein Sorting 27）が必須であり、ミクロリポファジー誘導時には、は液胞膜上に

リクルートされることが示された[109]。つまり、エンドソーム膜と同様に、ESCRT が液胞膜を陥入させ、脂
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肪滴を液胞内に取り込むことが期待されている。しかし、その関連分子、分子機序、ミクロリポファジー小

胞を構成する脂質や、液胞膜陥入時の脂質供給についてなど、未だ不明な点が数多く残されている。そこで

本研究では、ミクロリポファジーのさらなる分子機序の解明を目指し、ミクロリポファジー小胞膜の主要構

成要素である脂質に着目し、その分布を明らかにするため、実験を行った。 

第二章<1><2>に示したように、マクロオートファゴソームにおいては、ホスファチジルイノシトール 4リ

ン酸（PI4P）が哺乳類で細胞質側（PF: Protoplasmic Face）、出芽酵母で管腔側（EF: Exoplasmic Face）に

局在し、PI4Pがマクロオートファジーに必須の要素であることが示された。そこで本研究では、ミクロリポ

ファジーにおける PI4Pの直接的関与を期待し、急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法を用いたミク

ロリポファジー小胞膜上の PI4P 微細局在解析を行った。これにより、PI4P、および、PI4P を生成する PI4

キナーゼ（PI4K）のミクロリポファジーにおける役割を検討し、ミクロリポファジーの詳細な分子機序解明

を目指した。 

 

3.2 材料及び方法 

3.2.1 抗体、プローブ 

 一次抗体として、マウス抗 PI4Pモノクローナル IgM 抗体を、Echelon Biosciences（Salt lake city, 

UT, USA）から購入した。二次抗体として、10 nm金コロイド結合抗マウス IgM 抗体を BioCell（Cardiff, 

UK）から購入した。ホスホリパーゼ C（PLC）-δ1 PH（pleckstrin homology）ドメインを含むグルタチ

オン-S-トランスフェラーゼ（GST）融合たんぱく質（GST-PH）を Escherichia coliに発現させ、グル

タチオンアガロース樹脂（Sigma）によって精製した。PHドメインは、GST-PLCδ1 PH融合たんぱくを

プロテアーゼで切断することにより得た（GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA）。 

 

3.2.2 出芽酵母株 

 AAY102株は Cornell University の Dr. Scott D. Emr から譲渡していただき、AAY104株はナショナ

ルバイオリソースプロジェクト（NBRP）から譲り受けた[22]。出芽酵母は YPD 培地（1% Yeast Extract, 

2% Bacto Peptone, 2% dextrose）中で、対数期または静止期まで 30℃で培養した。すべての出芽酵母

株は親株である Saccharomyces cerevisiae SEY6210(MATα leu2-3,112 ura3-52 his3-Δ200 trp1-

Δ901 suc2-Δ9 lys2-801; GAL）に由来している（表 3-1）。本研究で作製した遺伝子欠損変異体は、

pUG6 を鋳型とした PCRに基づいた遺伝子導入技術を用いて作製した[147]。静止期のリポファジーを起

こすために、出芽酵母（OD600 = 約 0.15）を synthetic complete（SC）培地（0.67% yeast nitrogen 

base, amino acids, 2% dextrose）中で 30℃、65～70 時間培養した。また、マクロオートファジーを

誘発するため、YPD液体培地で培養した出芽酵母（OD600 = 約 1.0）を水で洗浄し、窒素/炭素欠損 S（-
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NC）培地（0.17% Yeast nitrogen base without amino acids and ammonium sulfate; Bacton Dickison）

で、3～5時間 30℃でインキュベートした。S（-NC）培地には、セリンプロテアーゼ阻害剤である、1 mM 

フェニルメチルスルフォニルフロライド（PMSF; Sigma）を添加し、液胞内構造物を蓄積させ、ミクロ

リポファジー小胞を観察した。使用した出芽酵母株は表 3-1に示した。 

 

株名 遺伝子型 出展/研究 

SEY6210 MATα leu2-3,112 ura3-52 his3-Δ200 trp1-Δ901 suc2-Δ9 lys2-801; GAL [148] 

AAY102 SEY6210; stt4Δ::HIS3 carrying pRS415stt4–4 (LEU2 CEN6 stt4–4) [22] 

AAY104 SEY6210; pik1Δ::HIS3 carrying pRS314pik1–83 (TRP1 CEN6 pik1–83) [22] 

AKF001 SEY6210; ｌｓｂ6Δ::KanMX 本研究 

AKF010 SEY6210; vps27Δ::KanMX 本研究 

表 3-1 本研究で用いた出芽酵母株 S. cerevisiae とその遺伝子型、出展の一覧 

 

3.2.3 急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法（図 2.1-3）[123] 

a. 凍結法 

第三章<2>2.2.4と同様に、メタルサンドウィッチ法を用いて、出芽酵母を凍結した。少量の出芽酵

母ペレットを銅箔にのせ、薄い金箔で覆った（面積～4 mm²、厚さ 20 µm）。そして、液体窒素で予冷し

た 2つの金メッキ銅ブロック間で挟むことによって凍結した[126, 149]。 

 

b. 凍結割断 

第三章<1>1.2.4 と同様の手順で、凍結サンプルを Balzers BAF400 装置（Bal-Tec AG, Balzers, 

Lichtenstein）を用いて、-130℃、1×10-6 millibars 真空下で脂質二重層の間で割断した。レプリカ

の厚さを結晶厚モニタによって制御しながら(EM QSG100; Leica)、露出面に白金と炭素を真空蒸着し

た。解凍した試料を、2.5% ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）/0.1 M トリス塩酸緩衝液（Tris-HCl、pH 

8.0）中で、60～70℃で一晩処置した。 

 

c. 出芽酵母細胞壁溶解 

第三章<2>2.2.4と同様に、0.1 M Tris-HCl（pH 8.0）中 2.5％ SDS溶液中で、60～70℃で一晩処理

することで、トラップされた細胞膜分子のみをレプリカに残した。さらに出芽酵母の細胞壁を溶解す

るため、0.1% Triton X-100、1% 牛血清アルブミン（Bovine serum albumin: BSA）、プロテアーゼイ

ンヒビターカクテル（Nacalai Tesque）含有リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered saline: PBS）

中の 1 mg/mL Zymolyase 20T で、37℃で 2 時間処理した。続いて 2.5% SDS 溶液で処理し、標識に用い
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るまで 50％グリセロール中に-30℃で保存した。 

 

3.2.4 抗体標識・電子顕微鏡観察 

 第三章<2>2.2.5 と同様に、3% BSA/PBS により 30 分室温でブロックしたレプリカを、0.1% BSA/PBS

で 1度洗浄後、PLC-δ1 PHドメイン（1 mg/mL）で処置した（図 2.1-2）。一次抗体と 4℃で一晩インキ

ュベートし、0.1％ BSA/PBS で 4度洗浄し、二次抗体と 37℃で 30 分インキュベートした。その後レプ

リカを 0.1% BSA/PBS で 4度洗浄し、蒸留水で 3度洗浄し、ホルムバール膜 EMグリッドに取り上げた。

透過型電子顕微鏡（H7650, HITACHI）を 80 kVで作動させ観察した。 

 

3.2.5 ミクロリポファジー小胞の観察 

  QF-FRL 法を用いて作製したレプリカのミクロリポファジー小胞を、透過型電子顕微鏡によって観

察した。ミクロリポファジー小胞は、液胞膜が直接陥入し、基質を液胞内部へと取り込んだ構造であり、

液胞内小胞として観察される（図 2.3-1）。QF-FRL 法を用いて凍結割断したミクロリポファジー小胞は

2 通りの割れ方がある。電子顕微鏡写真においては、ミクロリポファジー小胞膜の EF、PF は小胞の凹

凸によって判断した。 

 

3.2.6 統計解析 

 上記の方法で 3 回以上実験を繰り返し、電子顕微鏡写真を取得し、解析に用いた。ImageJ ソフトウ

ェア（National Institutes of Health(NIH)）を用いて特定構造の面積を測定し、金コロイドの数を数

えた。特定の構造における標識密度を、金コロイドの数と測定面積から計算した。正規性と等分散を確

認し、Student-t検定で有意差を求めた。確認できない場合、Welch の t検定によって有意差を求めた。

標本が多数の場合は、Dunnettの多重比較検定を用いて有意差を求めた。（p<0.05） 
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図 2.3-1 ミクロリポファジー小胞の観察方法 

ミクロリポファジーでは、液胞膜が陥入して脂肪滴（LD：Lipid Droplet）を取り込むことで液胞内ミクロリポファジ

ー小胞が形成される。QF-FRL 法では 2 通り割断パターンがある。電子顕微鏡写真の凹凸によって区別した。 
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3.3 結果 

3.3.1 ミクロリポファジー小胞膜において、PI4P が PF に密に局在した 

 静止期の出芽酵母において、液胞膜上に膜内粒子（IMPs: intramembrane particles）欠損ラフト様

ドメインが形成され幾何学パターンを示し（図 2.3-2A）、ミクロリポファジーが起こる[178, 179]。辻

らは、液胞膜ラフト様ドメインとミクロリポファジーとの関係について、QF-FRL 法によって明確に示

した[179]。彼らは、IMPs欠損ラフト様ドメインが広がることでミクロリポファジーが起こることを発

見した。この事実は、本研究でも確認できた。以前の我々の研究では、PI4P は液胞膜 PFにおいて、IMPs

が豊富に分布する部分ではなく、IMPs 欠損ラフト様ドメインにのみ局在することを報告した（図 2.3-

2A）[130]。つまり、液胞膜が直接陥入し、液胞内ミクロリポファジー小胞となる際に、PI4P は、ミク

ロリポファジー小胞膜 PF に局在することが推察された。予想通り、長期培養によってミクロリポファ

ジーを誘発した出芽酵母の液胞内小胞膜において、PI4P は PF に局在した（図 2.3-2B、D）。この PI4P

標識密度をその他の小器官膜上の密度と比較するため、0.2～5 mol%の PI4P を含む単層リポソームを

用いた QF-FRL 法による PI4P 抗体標識実験を行ったところ、標識密度が高いほど PI4P 含有量が高い結

果となった（図 2.3-3）。リポソームにおける標識密度を基準とすると、ミクロリポファジー小胞膜 PF

の PI4P 含有量は 5%を超えることが推定された。これは、マクロオートファゴソーム膜 EF（図 2.2-2）

の標識密度や、液胞膜 PF の PI4P標識密度（14～16 Gold/µm²）[130]から推定する PI4P含有量と比べ

て極めて高かった。この PI4P の非対称性分布は、第二章<2>において示した、出芽酵母のマクロオート

ファジーにおける膜構造での PI4P 局在とは真逆であった。オートファゴソームにおいては、内膜・外

膜 EF に PI4P が高密度に局在した（図 2.2-2）。また、オートファジックボディーにおいて、PI4P はほ

とんど分布しなかったが、中でも PI4P が分布するオートファジックボディー膜では、PI4P は EF に局

在した（図 2.2-3）。しかしながら本研究に示す静止期におけるミクロリポファジー小胞膜では、PI4P

は PFに高密度に局在した（図 2.3-2B、D）。この結果を用いてマクロオートファゴソームとミクロリポ

ファジー小胞を区別することが有用であると考えた。 

 そこで、PI4P が PFに密集する液胞内小胞がミクロリポファジー小胞であることを確認するため、ミ

クロリポファジーに必須である Vps27p を利用した。Vps27p は、ESCRT たんぱく質の 1つである[109]。

vps27 欠損株（vps27Δ）の液胞内には、PI4P局在小胞は観察されなかった（図 2.3-4）。さらに、液胞

周囲には脂肪滴が集積した。したがって、PI4P 局在液胞内小胞はミクロリポファジー小胞であること

が確かめられた。さらに、液胞膜上の拡張した IMPs 欠損ラフト様ドメインが脂肪滴を取り込む際の接

触部位において、PI4P 標識の密集が観察された（図 2.3-2C）。一方、PI4P 標識は脂肪滴表面には検出

されなかった。つまり、PI4P 局在ミクロリポファジー小胞膜は液胞膜 IMPs欠損ラフト様ドメイン由来

であることが示唆された。  
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図 2.3-2 ミクロリポファジー誘発細胞における液胞、液胞内小胞の PI4P 局在 

（A）長期培養（30℃、70 時間）によってミクロリポファジーを誘発した液胞膜（紫）の電子顕微鏡写真。液胞膜ラ

フト様ドメインが幾何学模様を示しており、ラフト様ドメインが陥入することでミクロリポファジーが起こると知ら

れている。PI4P はラフト様ドメインにのみ局在した。（B）ミクロリポファジーを誘発した出芽酵母の液胞（紫）内

小胞膜の EF（青）と PF（桃）の電子顕微鏡写真。PI4P はほとんど PF にのみ局在した。（C）液胞膜が陥入し脂

肪滴（LD）を取り込む際の電子顕微鏡写真。PI4P は陥入部分に局在した。スケールバー：500 nm。（D）ミクロリ

ポファジーを誘発した細胞の液胞内小胞膜における PI4P の EF、PF の標識密度をグラフで示した。ほとんどの

PI4P が PF にのみ局在した。（p<0.05） 
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図 2.3-3 PI4P 含有リポソームにおける標識密度 

PI4P を 0.2～5 moll%含むリポソームにおいて、その標識密度を計測し、グラフに示した。PI4P 含有量が多いほ

ど標識密度は高く、ミクロリポファジーを誘発した液胞内小胞の PI4P 標識密度（260～350 Gold/µm²）では、5 

mol%以上の PI4P 含有量を持つと推定される。 

図 2.3-4 vps27 欠損株におけるミクロリポファジー小胞 

Vps27p 遺伝子欠損株（vps27Δ）を用いて、長期培養（30℃、70 時間）によってミクロリポファジーを誘発し、液

胞内小胞を観察した。（Ａ）電子顕微鏡写真。液胞（紫）内にはＰＩ４Ｐ局在小胞は観察されず、液胞周囲に脂肪

滴の蓄積が観察された。スケールバー：500 nm。（Ｂ）液胞内小胞の数を野生株（ＷＴ）と vps27Δとで比較しグ

ラフに示した。vps27Δでは、液胞内小胞は全くみられなかった。 
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3.3.2 ミクロリポファジーにおいて、Pik1p、Stt4p が重要な役割をもつ 

 PI4P は、ホスファチジルイノシトール（PI）のイノシトール環第 4位が PI4K によってリン酸化され

て生成するリン脂質である。先行研究では、PI4K である Pik1p、Stt4pは出芽酵母において、選択的・

非選択的マクロオートファジーに重要であると報告された[102-104, 131]。本研究では、PI4P 局在ミ

クロリポファジー小胞における PI4P の詳細な役割について深く検討するため、Pik1p、Stt4pの温度感

受性株（pik1ts、stt4ts）を用いた。温度感受性株は、制限温度（38℃）で培養することにより、たんぱ

く質が不活化される株である。この方法を用いて、Pik1p、Stt4pそれぞれの不活化条件における、液胞

内小胞の形態を観察した。 

 PI4P 局在小胞は、Pik1pの不活化条件（pik1ts、38℃）において著しく減少し、Stt4p 不活化条件（stt4ts、

38℃）においては全く観察されなかった（図 2.3-5A、B、C）。また、Pik1p不活化条件で観察された PI4P

局在小胞のサイズは、特に顕著な縮小がみられた（0.2～0.4 µm）（図 2.3-5A、F）。しかし、脂肪滴を内

包するミクロリポファジー小胞は脂肪滴のサイズ（0.4～0.6 µm）以上であることが推察される。さら

に、Pik1p不活化条件において観察された PI4P局在小胞における PI4P標識密度は、野生株（WT）と比

較して有意に低かった（図 2.3-5D）。そのため、Pik1p 不活化条件で観察された PI4P 局在小胞がミクロ

リポファジー小胞である可能性は低い。 

また、pik1tsの制限温度（38℃）で観察された PI4P 局在小胞の数・サイズの減少は、許容温度（26℃）

でも同様に観察され、stt4tsの許容温度（26℃）においても、制限温度（38℃）での結果と同様に、PI4P

局在小胞は消失した。温度感受性株の許容温度（26℃）で Pik1p、Stt4p の活性が低下したという以前

の報告[22]から、本実験の許容温度（26℃）では Pik1p、Stt4p の活性が低下していたことが考えられ

る。さらに、pik1tsの制限温度（38℃）では、液胞内に PI4P 非局在微小小胞が多数観察された（図 2.3-

5A、E）。 

 一方、Pik1p、Stt4pに対して、もう 1つの PI4K である Lsb6p遺伝子を欠損させた株（lsb6Δ）を用

いて同様の実験を行ったところ、野生株（WT）とほとんど同様の結果が得られた（図 2.3-6）。そのた

め、Lsb6pはミクロリポファジーに重要でないことが分かった。 

以上の結果は、Pik1p、Stt4p 両方の PI4K がミクロリポファジーに必要であることを示唆している。 

  



71 

 

  

図 2.3-5 PI4K（Pik1p、Stt4p）温度感受性株におけるミクロリポファジー小胞 

PI4K（Pik1p、Stt4p）温度感受性株（pik1ts、stt4ts）を用いて、長期培養（30℃、70 時間）によってミクロリポファジ

ーを誘発し、PI4P 局在ミクロリポファジー小胞を観察した。Pik1p（A）、Stt4p（B）不活化条件での電子顕微鏡写

真。PI4P 局在小胞：黒矢頭。スケールバー：500 nm。（C）PI4P 局在小胞の数、（D）PI4P 標識密度、（E）PI4P 非

局在小胞の数、（F）ミクロリポファジー小胞の直径をグラフで示した。pik1ts、stt4tsではミクロリポファジーの数が

減少し、pik1ts では小胞サイズが縮小した。（p<0.05） 
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図 2.3-6 PI4K（Lsb6p）遺伝子欠損株におけるミクロリポファジー小胞 

PI4K（Lsb6p）遺伝子欠損株（lsb6Δ）用いて、長期培養（30℃、70 時間）によってミクロリポファジーを誘発し、

PI4P 局在ミクロリポファジー小胞を観察した。（A）lsb6Δの電子顕微鏡写真。液胞（紫）内 PI4P 局在ミクロリポ

ファジー小胞を黒矢頭で示した。スケールバー：500 nm。（B）電子顕微鏡写真を解析し、PI4P 局在ミクロリポフ

ァジー小胞の数を野生株（WT）と比較してグラフで示した。WT と lsb6Δでは有意な差はみられなかった。 
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3.3.3 飢餓条件においても、PI4P依存性ミクロリポファジーは起こる 

 上述の実験では、静止期の出芽酵母におけるミクロリポファジーを観察した。ミクロリポファジーに

関する報告では、マクロオートファジーが誘発される飢餓条件においても、脂肪滴はミクロオートファ

ジーによって液胞へ取り込まれることが示された[180]。この現象に PI4P、また PI4K が必要であるか

検討するため、飢餓条件においた出芽酵母を用いて実験を行った。 

 マクロオートファジーを誘発した飢餓条件下の出芽酵母には、オートファゴソーム、液胞内オートフ

ァジックボディーに加えて、PFに PI4Pが高密度に局在する小胞が観察された（図 2.3-7A）。ミクロリ

ポファジーに必須である Vps27p 遺伝子を欠損させると PI4P 局在小胞が消失した（図 2.3-7B、D）た

め、これらの PI4P 局在小胞は、ミクロリポファジーによるものであると確かめられた。したがって、

PI4P 局在ミクロリポファジー小胞の形成は、飢餓条件下でも起こることが明らかとなった。 

 次に、飢餓条件における PI4K の関与について調べるため、Pik1p、Stt4p それぞれの温度感受性株

（pik1ts、stt4ts）を用いて実験を行った。その結果、pik1ts、stt4tsそれぞれの許容温度（26℃）、制限

温度（38℃）において、PI4P 局在ミクロリポファジー小胞はほとんど消失した（図 2.3-8）。さらに、

第二章<2>では PI4K の不活化条件でマクロオートファジーが抑制されたことを示したように、液胞内

オートファジックボディーもまた、観察されなかった（図 2.3-8A、B）。つまり、飢餓条件において、

Pik1p、Stt4p はマクロオートファジーだけでなく、ミクロリポファジーにも必須であることが示され

た。一方で、Lsb6p遺伝子欠損株（lsb6Δ）についても、同様に飢餓条件下での実験を行うも、野生株

との差は全くみられなかった（図 2.3-9）。つまり、Lsb6p はマクロオートファジー誘発条件において

も、ミクロリポファジー小胞の形成には関与しないことが明らかとなった。  
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図 2.3-7 マクロオートファジー誘発条件におけるミクロリポファジー小胞 

飢餓（S(-NC)培地中で 30℃、5 時間培養）によるマクロオートファジー誘発条件に野生株（WT）と Vps27p 遺伝

子欠損株（vps27Δ）をおき、液胞内マクロオートファジックボディー・ミクロリポファジー小胞を観察した。WT

（A）、vps27Δ（B）の液胞内電子顕微鏡写真。WT では PI4P 局在ミクロリポファジー小胞（黒矢頭）が観察され

たが、vps27Δでは PI4P が EF に局在するマクロオートファジックボディー（白矢頭）や、マクロオートファゴソー

ム（白矢印）が観察された。スケールバー：500 nm。マクロオートファジックボディーの数（C）、ミクロリポファジー

小胞の数（D）を WT、vps27Δで比較しグラフに示した。マクロオートファジーを誘発するための飢餓条件におい

ても、Vps27p 依存性のミクロリポファジーは起こっていた。 
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図 2.3-8 PI4K（Pik1p、Stt4p）温度感受性株における、飢餓条件下でのミクロリポファジー小胞 

PI4K（Pik1p、Stt4p）温度感受性株（pik1ts、stt4ts）を用いて、飢餓（S(-NC)培地中で 30℃、5 時間培養）によるマ

クロオートファジー誘発条件での、液胞内ミクロリポファジー小胞を観察した。pik1ts（A）、stt4ts（B）の 38℃での

不活化条件における液胞内電子顕微鏡写真。液胞（紫）内には、マクロオートファジーによるオートファジックボ

ディーや、PI4P 局在ミクロリポファジー小胞は確認されなかった。スケールバー：500 nm。（C）電子顕微鏡写真

を解析し、PI4P 局在ミクロリポファジー小胞の数を野生株（WT）、pik1ts、stt4tsを比較しグラフに示した。マクロオ

ートファジーを誘発する飢餓条件下においても、pik1ts、stt4ts ではミクロリポファジー小胞が減少した。（p<0.05） 
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図 2.3-9 PI4K（Lsb6p）遺伝子欠損株における、マクロオートファジー誘発条件下での液胞内小胞 

PI4K（Lsb6p）遺伝子欠損株（lsb6Δ）用いて、飢餓（S(-NC)培地中で 30℃、5 時間培養）によるマクロオートファ

ジー誘発条件での液胞内小胞を観察した。（A）lsb6Δの電子顕微鏡写真。黒矢頭：液胞（紫）内 PI4P 局在ミク

ロリポファジー小胞。スケールバー：500 nm。（B）電子顕微鏡写真を解析し、液胞内小胞の数を野生株（WT）と

比較してグラフで示した。WT と lsb6Δとの有意な差は見られなかった。 
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3.4 考察 

 本研究では、以下の画期的な事象が明らかとなった。 

(1) PI4P はミクロリポファジー小胞膜の PF に高密度に局在し、マクロオートファジーでみられる膜構造 EF

における PI4P局在とは真逆であった。 

(2) PI4P を生成する PI4Kの内、Pik1p、Stt4p それぞれの働きがミクロリポファジーに必須であった。 

(3) PI4K の内、Lsb6p はミクロリポファジー小胞形成に関与しなかった。 

(4) PI4K 依存性ミクロリポファジーは、マクロオートファジー誘発条件においても起こった。 

 第二章<1>、<2>では、PI4K である Pik1p、Stt4p がマクロオートファジーに重要な働きを持つ因子である

ことが明らかとなった。本研究では、Pik1p、Stt4p がマクロオートファジーだけでなく、ミクロオートファ

ジーによる脂肪滴取り込み「ミクロリポファジー」にも重要な役割を持つことが示された。 

 

3.4.1 PI4P はミクロリポファジーに重要な役割を担う 

 ミクロリポファジーによる脂肪滴取り込みは、段階的に行われる。まず、(1)液胞膜に IMPs 欠損ラフ

ト様ドメインが形成される。次に、(2)細胞質の脂肪滴と、液胞膜ラフト様ドメインが接触する。そし

て、(3)液胞膜が陥入し脂肪滴が取り込まれ、(4)ミクロリポファジー小胞が液胞内部に形成される。最

終的に、(5)液胞内消化酵素によって、取り込まれた液胞膜由来の小胞膜・脂肪滴が消化される。以上

のミクロリポファジー経路において、液胞膜ダイナミクスが重要であることが分かる。 

液胞膜上の IMPs欠損ラフト様ドメインは、ステロールが高密度に分布するドメインである[184]。ス

テロールは膜の物理化学的特性に影響を与え、また、2つの膜リーフレット間の迅速な移動（フリップ・

フロップ）を可能にする。ステロールは小胞体で形成されるが、それぞれの細胞内小器官において、不

均一に分布する[185]。この不均一な分布は、他脂質成分のステロール安定化能力の違いによるものに

加え、各細胞小器官間での特異的なステロール輸送によって形成される。ステロールの細胞内輸送は、

小胞・非小胞輸送経路によるが、非小胞性の経路が主である[184, 186]。 

近年、出芽酵母において、IMPs 欠損ラフト様ドメインの拡張に、ステロールトランスポーターであ

る NPC（Niemann-pick type C）たんぱく質（NPC1、NPC2）が重要であることが示された[179]。NPCた

んぱく質は、コレステロールを細胞内の異なるコンパートメントに移動させる役割をもつ[181, 182]。

これらたんぱく質の変位は、重度の神経症状を特徴とするニーマンピック病 C型を引き起こす [183]。

NPC たんぱく質がラフト様ドメインの拡張に重要であり、ミクロリポファジーによる脂肪代謝に必須で

あることが明らかとなった。つまり、NPC たんぱく質によって液胞膜にステロールが輸送されることが、

ミクロリポファジーに重要であることが確かめられた。一方で、IMPs 欠損ラフト様ドメインは、NPC遺

伝子欠損細胞においても、野生株（WT）に比べて少ないレベルで存在した。つまり、IMPs欠損ラフト様
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ドメインの形成には、NPCたんぱく質とは別メカニズムの存在が考えられた[179]。 

別メカニズムとして、細胞小器官間でのステロール非小胞輸送に関与するたんぱく質である、脂質輸

送たんぱく質（LTPs: lipid transfer proteins）[187]の存在が考えられる。これまで、セラミドを輸

送する CERT（ceramide transfer protein）[188]や、コレステロールを輸送する OSBP（oxysterol binding 

protein）[189-191]など、膜接触部位で機能する LTPs について精査されてきた。OSBP は、哺乳類では

12 種類の ORP（OSBP related proteins）、出芽酵母では 7種類の Osh（OSBP homolog）たんぱく質ファ

ミリーである。特に、Osh4p は出芽酵母における最も豊富な Oshたんぱく質である[192]。Osh4p は、細

胞小器官の膜間において、特にステロールと PI4P を交換する可能性が示されている[190, 193-195]。

本研究では、PI4Pは液胞の IMPs 欠損ラフト様ドメインにのみ局在することが確認された（図 2.3-2A）。

さらに我々は以前、IMPs欠損ラフト様ドメインにおける PI4P クラスターの大きさは、IMPs欠損ラフト

様ドメインの大きさと共に増加することを示唆する結果を示した[130]。脂肪滴膜にはステロールが高

密度に分布する[196, 197]ことから、PI4P は Osh4p などの LTPsを介して脂肪滴膜から液胞膜にステロ

ールを輸送することで、IMPs 欠損ラフト様ドメインの拡張に役割を担うことが推測できる。 

また、Pik1p、Stt4p を不活化した実験における結果（図 2.3-5）から、Pik1p、Stt4p 両方の PI4K が

PI4P 機能に必須であることが示された。さらに、飢餓条件下でも PI4P局在ミクロリポファジー小胞が

観察された。つまり、飢餓条件下で誘発されたマクロオートファジーと同時に、ミクロリポファジーが

起こり、Pik1p、Stt4pが重要な役割を持つことが分かった。 

マクロオートファジー、ミクロリポファジーにおいて Pik1p、Stt4pによって PI4Pが生成されること

は、経路の正常な進行に必須であり（図 2.3-10）、ミクロリポファジーでは、PI4P や PI4K と、液胞膜

のラフト様ドメインの拡張との関連が期待される。今後、LTPs などのミクロリポファジー関連分子と

PI4P との作用についてのより深い検討が必要となる。 
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3.5 結論 

 本研究では、ミクロオートファジーによる脂肪滴取り込み「ミクロリポファジー」における PI4P の関与に

ついて検討し、PI4P、ならびに PI4K の重要な役割が明らかとなった。さらに、液胞膜、脂肪滴膜間における

PI4P とステロールの脂質輸送がミクロリポファジーに必要である可能性が示唆された。ミトコンドリア

[198]、細胞質[199]、小胞体[200]、ペルオキシソーム[201]、核[202]など、脂肪滴以外の様々な細胞小器官

がミクロオートファジーによる消化を受けることが報告されている。これらの選択的ミクロオートファジー

においても、QF-FRL法を用いた解析によって、PI4P の重要な役割が明らかになることが期待できる。しかし

ながら、細胞内において Stt4p 由来の PI4P は細胞膜、Pik1p 由来の PI4P はゴルジ体膜に分布するが、これ

らの PI4K、PI4Pがどのようにオートファジー経路に働くか、その動態は未だ突き止められていない。今後、

PI4P のより詳細な役割を解明し、オートファジー経路を制御する因子を特定するため、PI4P の動態につい

て、検討をより一層深める必要がある。 

 

 

 

  

図 2.3-10 ミクロリポファジー、マクロオートファジーと PI4K（Pik1p、Stt4p）の関連 

本研究では、液胞内ミクロリポファジー小胞はマクロオートファジックボディーとは異なり、小胞膜 PF において

高密度に PI4P が局在する構造であることが明らかとなった。さらに、ミクロリポファジー経路にはマクロオートフ

ァジーと同様に Pik1p、Stt4p が必要であることが示された。 



80 

 

<4> 出芽酵母細胞膜における PI4K（Pik1p、Stt4p）の PI4P、PI(4,5)P₂生成への寄与 

 

4.1 背景 

 細胞膜は、細胞を包む生体膜であり、内部を保護するとともに細胞の形を維持し、細胞の内と外を隔て、

細胞内外の物質の出入りを調節する役割を持つ。細胞膜は、リン脂質の親水性頭部が外に、疎水性尾部が内

側に向いたリン脂質二重層（図 1-2）と、膜たんぱく質から形成される。そのため、親水性のイオンなどは

膜を通過できない。物質の細胞内外のやり取りは、細胞膜に埋め込まれたチャネルや膜輸送たんぱく質（ト

ランスポーター）による輸送と、小胞輸送によるものがある。イオンなどの低分子物質は、チャネルやトラ

ンスポーターなど、膜たんぱく質の働きによって輸送される。チャネルは輸送基質自体が持つ電気化学的な

勾配によって受動輸送される。トランスポーターでは、ATP を利用した構造変化により能動輸送が行われる

[203]。高分子物質については、細胞外から細胞内への輸送（エンドサイトーシス）、細胞内から細胞外への

輸送（エキソサイトーシス）があり、いずれも、リン脂質膜からなる小胞が細胞内を移動する小胞輸送であ

る[204]。以上のような細胞膜を介した輸送が正常に行われず、細胞内外の物質のバランスが崩れることで、

様々な疾患が起こることが知られている。 

生体膜たんぱく質については、流動モザイクモデル（図 1-1）が提唱されてから、急速に知見が集まり、

詳細な機序が分かってきた。しかしながら、細胞膜を主に構成し、細胞内輸送小胞の主要構成要素でもある

膜脂質に関しては、その詳細な役割や、分子機序、膜たんぱく質と膜脂質との関連や、膜脂質量の制御など

について、不明な点が数多く残されている。したがって、細胞膜脂質の分子機序や、細胞膜における役割を

解明することは、様々な疾患の画期的な治療法を生み出すことにつながると期待できる。 

 そこで本研究では、近年重要な役割があることが知られてきた、ホスファチジルイノシトール 4 リン酸

（PI4P）について、その分子機序を明らかにし、細胞膜における機能や役割を解明するため、急速凍結・凍

結割断レプリカ標識（QF-FRL）法を用いてその局在を解析した。PI4P はホスファチジルイノシトール（PI）

が PI4 キナーゼ（PI4K）によってイノシトール環第 4位がリン酸化されることで生成する。そして、PI4Pの

イノシトール環第 5 位が PI4P-5キナーゼ（出芽酵母における Mss4p）によってリン酸化されることでホスフ

ァチジルイノシトール 4,5-二リン酸（PI(4,5)P₂）が生成する（図 1-5）。PI(4,5)P₂は細胞膜に分布し、イノ

シトール 3 リン酸（IP₃）とジアシルグリセロール（DG）に加水分解されることで、セカンドメッセンジャー

として働く[205]。さらに、細胞膜 PI(4,5)P₂と細胞膜のチャネルが作用することで、その機能が制御される

[206]。また、PI(4,5)P₂はエンドサイトーシスやエキソサイトーシスを制御することが分かっている[207]。

このように多岐に渡る役割を持つ PI(4,5)P₂の前駆体の役割を持つ脂質として、古来より PI4P が知られてい

た。しかしながら、細胞膜 PI4Pの大部分は、PI(4,5)P₂生成にほとんど利用されておらず、PI(4,5)P₂と独立

した PI4P 自体の重要な役割を示唆する結果が報告された[23]のは、これまでの脂質研究の歴史から考える
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と、最近のことと言える。しかし、細胞膜における PI4P の詳細な機能や役割は明らかでない。 

本研究では、細胞膜における PI4Pや PI(4,5)P₂の役割や動態を解明することを目的とし、出芽酵母の遺伝

子改変技術によって PI4K を不活化した株の細胞質側（PF: Protoplasmic Face）、細胞外側（EF: Exoplasmic 

Face）を区別し（図 2.4-1）、PI4P、PI(4,5)P₂の微細局在を解析した。出芽酵母のエフェクターや脂質関連

たんぱく質の多くは哺乳動物と保存されており、これらの動態を解明するために有用なモデルである[208]。 

 

4.2 材料及び方法 

4.2.1 抗体、プローブ 

 一次抗体として、マウス抗 PI4Pモノクローナル IgM 抗体を、Echelon Biosciences（Salt lake city, 

UT, USA）から、ウサギ抗 GST ポリクローナル抗体を Bethyl Lab（Montgomery, TX, USA）から購入し

た。二次抗体として、ヤギ 10 nm金コロイド結合抗マウス IgG + IgM 抗体（EM.GAF10）、ヤギ 10 nm金

コロイド結合抗ウサギ IgG 抗体（EM.GFAR10）を BBI Solutions（Cardiff, UK）から購入した。ホスホ

リパーゼ C（PLC）-δ1 PH（pleckstrin homology）ドメインを含むグルタチオン-S-トランスフェラー

ゼ（GST）融合たんぱく質（GST-PH）を Escherichia coli に発現させ、グルタチオンアガロース樹脂

（Sigma）によって精製した[125, 126]。PHドメインは、GST-PLCδ1 PH 融合たんぱくをプロテアーゼ

で切断することにより得た（GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA）。 

 

4.2.2 出芽酵母株 

 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeの SEY6210 株（MATα leu2-3,112 ura3-52 his3-Δ200 trp1-

Δ901 suc2-Δ9 lys2-801; GAL）は、大隅良典博士（東京工業大学）、藤本豊志博士（順天堂大学）か

ら譲渡していただいたものを本研究で用いた。AAY102 株、AAY104株、AAY105 株は Cornell University

の Dr. Scott D. Emr、ナショナルバイオリソースプロジェクト（NBRP）から譲り受けた。出芽酵母は

YPD 培地（1% Yeast Extract, 2% Bacto Peptone, 2% dextrose）で、対数期または静止期まで 30℃で

培養した。 

 

4.2.3 急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法 

a. 凍結法 

第三章<2>2.2.4と同様に、メタルサンドウィッチ法を用いて、出芽酵母を凍結した。少量の出芽酵

母ペレットを銅箔にのせ、薄い金箔で覆った（面積～4 mm²、厚さ 20 µm）。そして、液体窒素で予冷し

た 2つの金メッキ銅ブロック間で挟むことによって凍結した[126, 149]。 
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b. 凍結割断 

第三章<1>1.2.4 と同様の手順で、凍結サンプルを Balzers BAF400 装置（Bal-Tec AG, Balzers, 

Lichtenstein）を用いて、-130℃、1×10-6 millibars 真空下で脂質二重層の間で割断した。レプリカ

の厚さを結晶厚モニタによって制御しながら(EM QSG100; Leica)、露出面に白金と炭素を真空蒸着し

た。解凍した試料を、2.5% ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）/0.1 M トリス塩酸緩衝液（Tris-HCl、pH 

8.0）中で、60～70℃で一晩処置した。出芽酵母細胞壁溶解は、第三章<2>2.2.4 と同様の手順で行っ

た。 

 

4.2.4 抗体標識・電子顕微鏡観察 

 PI4P を標識するために、第三章<2>2.2.5 と同様に、3% BSA/PBS により 30分室温でブロックしたレ

プリカを、0.1% BSA/PBS で 1度洗浄後、PLC-δ1 PH ドメイン（1 mg/mL）で処置した（図 2.1-2）。一

次抗体と 4℃で一晩インキュベートし、0.1％ BSA/PBS で 4 度洗浄し、二次抗体と 37℃で 30分インキ

ュベートした。 

 PI(4,5)P₂を標識するために、レプリカを、1% BSA/PBS 中で GST-PLCδ1 PHドメイン融合タンパク質

(100 ng/ml)とともに 4℃で一晩インキュベートした。0.1% BSA/PBS で洗浄した後、レプリカをウサギ

抗 GST 抗体（5 µg/ml）で 30 分間処理し、次に 10 nmの金コロイド結合抗ウサギ IgG 抗体（1/40 希釈）

と、37℃で 30分間インキュベートした。最後にレプリカを 0.1% BSA/PBS で 4度洗浄し、蒸留水で 3度

洗浄した。レプリカをホルムバール膜 EMグリッドに取り上げた。透過型電子顕微鏡（H7650, HITACHI）

を 80 kVで作動させ観察した。 

 

4.2.5 統計解析 

 上記の方法で 3 回以上実験を繰り返し、電子顕微鏡写真を取得し、解析に用いた。ImageJ ソフトウ

ェア（National Institutes of Health(NIH)）を用いて特定構造の面積を測定し、金コロイドの数を数

えた。特定の構造における標識密度を、金コロイドの数と測定面積から計算した。正規性と等分散を確

認し、Dunnettの多重比較検定、Kruskal–Wallisの一元配置分散分析を用いて有意差を求めた（p<0.05）。 
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4.3 結果 

4.3.1 出芽酵母の細胞膜における PI(4,5)P₂の局在 

 細胞膜において、PI4P、PI(4,5)P₂はどちらも PFに局在することが知られている[130, 209, 210]。

以前の我々の研究では、GST-PLCδ1 PHドメイン融合タンパク質が PI(4,5)P₂に特異的に結合し[125]、

細胞膜 PFに局在することを報告した[123, 125]。本研究においても、同様の結果となった（図 2.4-2）。 

さらに、出芽酵母の細胞膜 PFには、3つのドメインが存在するとされている。(1)直線の溝状の陥入

を伴うドメイン領域（図 2.4-3、橙色「溝状エリア」）、 (2)六角形の規則的な結晶粒パターンを持つド

メイン領域（図 2.4-3、青色「六角形エリア」）、 (3)それ以外の平坦な部分（図 2.4-3、緑「平坦エリ

ア」）である。以前我々は、出芽酵母おいて、PI4P は細胞膜 PF 上の六角形・溝状エリアを避けて分布

し、平坦エリアに主に分布することを報告した[130]。またこのことは、本研究でも確かめられた（図

2.4-3B）。PI(4,5)P₂標識は PI4P 標識と同様、細胞膜 PF に局在し、六角形エリアを避けて分布した（図

2.4-3A、青）。しかし、いくつかの PI(4,5)P₂の金コロイド標識は六角形エリア端にも分布した（図 2.4-

3A、白丸）。標的分子から金コロイドへの距離が 16 nm であったため[211]、六角形エリア端の標識は、

平坦エリアの PI(4,5)P₂を標識したと考えられる。また、PI4P とは異なり、PI(4,5)P₂標識は溝状エリ

アの周囲に集中し、溝状エリア中心には分布しなかった（図 2.4-3A、橙）。図 2.4-3B には、出芽酵母

細胞膜 PF上の 3つのエリアにおける PI4P、PI(4,5)P₂の局在割合を示した。PI(4,5)P₂標識は、溝状エ

リアにおいて、六角形あるいは平坦エリアに比べて高い割合で局在した。対して、PI4P 標識は、溝状エ

リアには他の 2 エリアに比べて低い割合で分布した[130]。また、その標識密度においても、溝状エリ

アにおける PI(4,5)P₂標識密度は、他 2エリアと比較し有意に高かった（図 2.4-3C）。 
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図 2.4-1 急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法による細胞膜の割断 

QF-FRL 法を用いて出芽酵母細胞膜を割断し、凹凸によって EF、PF を区別し、脂質特異抗体で標識すること

で、本研究における目的の脂質（PI4P、PI(4,5)P₂）の非対称性分布を解析した。 

図 2.4-2 出芽酵母細胞膜における PI(4,5)P₂局在 

QF-FRL 法によって割断した出芽酵母細胞膜 EF（A）、PF（B）において、PI(4,5)P₂を抗体標識した電子顕微鏡写

真。スケールバー：500 nm。（C）電子顕微鏡写真を解析し、PI(4,5)P₂の標識密度をグラフで示した。PI(4,5)P₂は

出芽酵母細胞膜 EF にはほとんど局在せず、PF に高密度に局在した。（p<0.05） 
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図 2.4-3 出芽酵母細胞膜の 3 つのエリアにおける PI(4,5)P₂局在 

（A）QF-FRL 法によって割断した出芽酵母細胞の PI(4,5)P₂を標識し、細胞膜 PF の溝状（橙）、六角形（青）、平

坦（緑）の 3 つのエリアに分けて示した電子顕微鏡写真。スケールバー：200 nm。（B）PI4P、PI(4,5)P₂について、

溝状（橙）、六角形（青）、平坦（緑）エリアの標識局在割合をグラフで示した。（C）PI(4,5)P₂の標識密度をグラフ

で示した。PI(4,5)P₂は溝状エリアに集中して局在した。（p<0.05） 
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4.3.2 細胞膜の PI4P 生成における Pik1p、Stt4p の役割 

 出芽酵母において、PI4P を生成する PI4K は 3種類（Pik1p、Stt4p、Lsb6p）知られている。中でも、

出芽酵母の生命維持や細胞機能に重要な役割を持つものは Pik1p、Stt4p とされており、それぞれ遺伝

子をノックアウトすると致死となる[22]。そこで我々は、Pik1p、Stt4pそれぞれの温度感受性株（pik1ts、

stt4ts）を用いて、制限温度（38℃）での不活化条件、許容温度（24℃）での活性化条件を調節し、QF-

FRL 法によって細胞膜における PI4P、PI(4,5)P₂の局在を解析した。pik1tsでは、制限温度（38℃）、許

容温度（24℃）両方の条件において、細胞膜 PI4P はほとんど観察されなかった（図 2.4-4）。stt4tsで

は、制限温度（38℃）、許容温度（24℃）両方で PI4P 標識密度が低下した（図 2.4-4）。つまり、Pik1p、

Stt4p は、許容温度（24℃）においても、既に不活化されたことが考えられる。このことは、pik1ts、

stt4tsを用いた実験で制限温度・許容温度両方の条件下でたんぱく質が不活化されたことを示した以前

の報告と一貫している[22]。 

 pik1ts、stt4tsとは異なり、lsb6Δでは、細胞膜 PF 上の PI4P 標識密度は野生株（WT）におけるもの

変化がみられなかった（図 2.4-5A、B）。また、その分布様式も全く変化が確認されなかった（図 2.4-

5A、C）。つまり、Lsb6pは細胞膜 PI4Pの生成に関与しないことが明らかとなった。 
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図 2.4-4 出芽酵母細胞膜における PI4P 局在への PI4K（Pik1p、Stt4p）の影響 

（A）QF-FRL 法によって割断した PI4K（Pik1p、Stt4p）温度感受性株（pik1ts、stt4ts）において、PI4P を標識した

細胞膜 PF の電子顕微鏡写真。観察された PI4P 標識を黒矢印で示した。スケールバー：200 nm。（B）PI4P 標

識密度について、野生株（WT）、pik1ts、stt4ts を比較してグラフで示した。pik1ts、stt4ts では WT と比較して、PI4P

標識密度が有意に低かった。（p<0.05） 
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図 2.4-5 出芽酵母細胞膜における PI4P 局在への PI4K（Lsb6p）の影響 

（A）QF-FRL 法によって割断した PI4K（Lsb6p）遺伝子欠損株（lsb6Δ）において、PI4P を標識した細胞膜 PF の

電子顕微鏡写真。スケールバー：200 nm。（B）PI4P 標識密度について、野生株（WT）、lsb6Δを比較してグラフ

で示した。（C）PI4P 標識密度を、溝（橙）、六角形（青）、平坦（緑）エリアに分けてその分布をグラフで示した。

WT と lsb6Δでは PI4P 標識密度・分布パターン共に差異は見られなかった。 
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4.3.3 細胞膜の PI(4,5)P₂生成における Pik1p、Stt4p の役割 

 以前の HPLC 解析を用いた報告では、Pik1p、Stt4p は PI4P を生成し、PI4P-5キナーゼの基質として

PI(4,5)P₂の生成に働くとされていた[22]。そこで、細胞膜 PI(4,5)P₂の生成源としての PI4Pの役割を

詳細に検討するため、pik1ts、stt4ts を用いて PI(4,5)P₂の分布を解析した。しかしながら驚くべきこ

とに、pik1ts、stt4tsの制限温度（38℃）では、PI(4,5)P₂の標識密度は野生株（WT）と同等であった（図

2.4-6）。したがって、Pik1p、Stt4pそれぞれは出芽酵母細胞膜 PI(4,5)P₂の生成に必須ではないことが

分かった。一方で、Pik1p、Stt4p を両方不活化した状態での PI(4,5)P₂を観察するため、Pik1p、Stt4p

両方の温度感受性株（pik1ts/stt4ts）を用いて同様の実験を行ったところ、制限温度（38℃）で PI(4,5)P

₂標識がほとんど消失した。しかし、許容温度（24℃）では、野生株（WT）とほとんど同等の PI(4,5)P

₂標識密度であった（図 2.4-6）。つまり、出芽酵母細胞膜の PI(4,5)P₂の生成には、Pik1p、Stt4pどち

らかによって生成された PI4P が必要であることが示唆された。 

 また、PI4P 局在と同様に、lsb6Δでは、細胞膜 PF 上の PI(4,5)P₂標識密度は野生株（WT）における

ものと変化がみられなかった（図 2.4-7A、B）。その分布様式も、全く変化は確認されなかった（図 2.4-

7A、C）。すなわち、Lsb6p は細胞膜 PI(4,5)P₂の生成には関わらないことが明らかとなった。 
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図 2.4-6 出芽酵母細胞膜における PI(4,5)P₂局在への PI4K（Pik1p、Stt4p）の影響 

（A）PI4K（Pik1p、Stt4p）温度感受性株（pik1ts、stt4ts）を、38℃の制限温度、24℃の許容温度それぞれで培養

し、QF-FRL 法によって割断し、PI(4,5)P₂を標識した細胞膜PF の電子顕微鏡写真。スケールバー：200 nm。（B）

PI(4,5)P₂標識密度について、野生株（WT）、pik1ts、stt4ts、pik1ts/stt4ts を 38℃、24℃それぞれで比較してグラフ

で示した。Pik1p、Stt4p を両方不活化した株では、PI(4,5)P₂密度は有意に低かった。（p<0.05） 
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図 2.4-7 出芽酵母細胞膜における PI(4,5)P₂局在への PI4K（Lsb6p）の影響 

（A）QF-FRL 法によって割断した PI4K（Lsb6p）遺伝子欠損株（lsb6Δ）において、PI(4,5)P₂を標識した細胞膜 PF

の電子顕微鏡写真。スケールバー：200 nm。（B）PI(4,5)P₂標識密度について、野生株（WT）、lsb6Δを比較して

グラフで示した。（C）PI(4,5)P₂標識密度を、溝（橙）、六角形（青）、平坦（緑）エリアに分けてその分布をグラフで

示した。WT と lsb6Δでは差がみられなかった。 
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4.4 考察 

 本研究において、以下の画期的な事象を発見することができた。 

(1) PI4P、PI(4,5)P₂は出芽酵母細胞膜 PFに局在したが、PI4P は平坦エリアに、PI(4,5)P₂は溝状エリア周囲

に集中して局在した。 

(2) 出芽酵母細胞膜 PFの PI4P は、Pik1p、Stt4pそれぞれの不活化条件でほとんど消失した。 

(3) 出芽酵母細胞膜 PFの PI(4,5)P₂は、Pik1p、Stt4p それぞれの不活化条件では野生株と同等の標識密度で

あったが、Pik1p、Stt4p 両方の不活化条件では PI(4,5)P₂標識密度は有意に減少した。 

 

4.4.1 PI(4,5)P₂の出芽酵母細胞膜における分布パターン 

 細胞膜は細胞の保護バリアとして機能し、その役割は、エンドサイトーシス、分泌、栄養素の取り込

み、イオン恒常性、シグナル伝達、形態維持、細胞壁・細胞外マトリックスの合成など、多岐に渡る[212]。

細胞膜のバリア機能を維持しながらも、様々な機能をどのように調節しているか、という問題は、分子

細胞生物学における重要な課題である。近年では、細胞膜をドメインに分割することで、細胞機能の調

整にどのように役立つかという理解が着々と進んでいる。しかしながら従来は、主に脂質から構成され

る細胞膜ドメインを定義づけることは、技術的に困難であった[213]。現在では、たんぱく質分布解析

に基づく研究によって、出芽酵母細胞膜には、顕著な膜ドメインやネットワークパターンが存在するこ

とが明らかとなっている[214]。そのドメインは、(1)MCC（membrane compartment of Can1）/エイソソ

ーム、(2)MCT（membrane compartment containing target of rapamycin kinase complex 2 (TORC2))、

(3)MCP（membrane compartment containing Pma1）である[214]。 

MCC には細胞膜たんぱく質 Sur7[215]や、アルギニントランスポーターCan1[216, 217]が特異的に局

在する。さらに、Pil1、Lsp1 というたんぱく質が細胞膜に結合し、MCCの下にエイソソームと呼ばれる

複合体を形成する[218]。つまり、細胞膜内在性膜たんぱく質と脂質は MCC の一部であり、末梢膜たん

ぱく質複合体をエイソソーム、この複合体全体を MCC/エイソソームと呼ぶ。先行研究では、この MCC/

エイソソームは電子顕微鏡で観察される溝状構造[219]に対応することが示された [220]。Pil1、Lsp1

には膜の湾曲を促進する BAR（Bin-amphiphysin-Rvs）ドメインが含まれており、細胞膜の溝を形成す

るフィラメントをつくる [221, 222]。この時の Pil1、Lsp1 の細胞膜への結合、および、MCC/エイソソ

ームの形成は、細胞膜 PI(4,5)P₂に依存することが分かっている[222, 223]（図 2.4-8①）。また、

PI(4,5)P₂の生成と加水分解のサイクルが適切なエイソソーム構築に重要であることが報告された

[224]。これらの報告は、本研究において、出芽酵母細胞膜 PFの溝状エリアにおける PI(4,5)P₂の局在

と一貫している（図 2.4-3）。したがって、PI(4,5)P₂は MCC/エイソソームに局在することが分かった。

PI(4,5)P₂は細胞膜において、様々なイオンチャネル、トランスポーターに直接結合し制御するとされ
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ている[225]。MCC/エイソソームには、Can1（アルギニントランスポーター）、Fur4（ウラシルトランス

ポーター）、Tat2（トリプシン・チロシントランスポーター）、Lyp1（リシントランスポーター）、Mup1

（メチオニントランスポーター）などのたんぱく質が分布する [226]。これらのトランスポーターを

PI(4,5)P₂が直接制御することに関してはこれまで示されていないが、今後、QF-FRL 法を用いたナノス

ケールでのさらなる分布解析によって、証明が可能となることが期待できる（図 2.4-8②）。 

さらに、MCC/エイソソームが細胞膜 PI(4,5)P₂を制御することで正常な形態維持および細胞壁ストレ

スへの耐性の保持につながるとも考えられている。細胞膜 PI(4,5)P₂は、細胞壁形態、分泌、エンドサ

イトーシスなどに重要な役割を持つ[227]。エイソソームを構成するたんぱく質である Pil1 の遺伝子

欠損変異体では、異常な内側への細胞壁成長がみられ、その他の MCC/エイソソーム局在たんぱく質変

異体でも形態的異常が観察された[215, 218, 228]。また、PI(4,5)P₂ホスファターゼ（Inp51/Sjl1、

Inp52/Sjl2、Inp53/Sjl3）変異体によって PI(4,5)P₂レベルを増加させると、Pil1 遺伝子欠損変異体と

同様に、異常な内側への細胞壁成長がみられることが報告された[229]。PI(4,5)P₂ホスファターゼ遺伝

子解析によって、Inp51/Sjl1 は Pil1との機能的関係を持ち[230]、Inp51/Sjl1 がエイソソームたんぱ

く質と物理的に相互作用するため[231]、直接的な関係があることが示唆された。さらに、Pil1 遺伝子

欠損株では、Inp51/Sjl1遺伝子欠損株と同様に、細胞膜 PI(4,5)P₂レベルが上昇することが明らかとな

った[230]。以上より、エイソソームを構成する Pil1 は、Inp51/Sjl1 を細胞膜にリクルートし、PI(4,5)P

₂レベルを制御する役割をもつと結論づけられた[230]（図 2.4-8③）。 

つまり、本研究における PI(4,5)P₂の MCC/エイソソームへの局在は、上記のように、PI(4,5)P₂によ

る MCC/エイソソームの形成促進、および、MCC/エイソソームによる PI(4,5)P₂の制御の根拠の 1つとな

る結果であると言える。MCC/エイソソームに局在する PI(4,5)P₂のターンオーバーが働き、PI(4,5)P₂

レベルが一定に保たれることが重要であると考えられる。  
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図 2.4-8 出芽酵母細胞膜 MCC/エイソソームにおける PI(4,5)P₂局在の役割 

①MCC/エイソソーム複合体を構成するLsp1、Pil1はPI(4,5)P₂依存性に膜へ結合し、膜を湾曲させる。②MCC/

エイソソームに分布する数々のトランスポーターは、PI(4,5)P₂によって制御される可能性が期待できる。③Pil1

は PI(4,5)P₂ホスファターゼである Inp51/Sjl1 を膜にリクルートすることで、PI(4,5)P₂のターンオーバーを促進し、

その正常な局在レベルを保つ。 
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4.4.2 出芽酵母細胞膜 PF上への PI4P 局在における PI4K の影響 

 PI4K（Pik1p/PI4KⅢβ、Stt4p/PI4KⅢα、Lsb6p/PI4KⅡα/β）は、PIのイノシトール環第 4位をリ

ン酸化して PI4Pを生成する。中でも、出芽酵母では Pik1p、Stt4pが重要な役割を持つ[21]。Pik1p は

ゴルジ体に[22, 232-234]、Stt4pは細胞膜に分布する[235]。以前の報告では、GFP タグで PI4P の Osh2-

PH ドメインを標識したところ、stt4tsの制限温度で細胞膜 PI4P が消失し、pik1tsの制限温度ではゴル

ジ体 PI4P が消失した[22]。つまり細胞膜 PI4P は Stt4p 由来であることが示された。しかしながら、

Osh2 の PH ドメインは PI(4,5)P₂にも非特異的に結合する[23, 236]。したがって、PI4P の局在解析に

は、特異性への細心の注意が必要であり、細胞内 PI4P 分布に関する報告は刷新されるべきである。本

研究では、抗 PI4P抗体の PI(4,5)P₂への非特異的な結合を防ぐため、ブロッキング後のサンプルを PLC-

δ1 PH ドメイン（1 mg/mL）で処置した（図 2.1-2）。この方法による抗 PI4P 抗体の特異性について確

認し、既に報告した[126]。 

本研究では、pik1ts、stt4tsそれぞれの制限温度（38℃）において、細胞膜 PI4P 標識は消失し（図 2.4-

4）、Pik1p、Stt4p 両方が細胞膜 PI4P レベルの維持を担うことが示唆された。出芽酵母[235]・哺乳類

において、細胞膜に分布する Stt4p/PI4KⅢαが細胞膜 PI4P を生成し[237]、ゴルジ体に分布する

Pik1p/PI4KⅢβは、ゴルジ体の PI4P を生成すると考えられてきた[22, 232, 234]。本研究の結果は、

古くからの認識と矛盾するが、本研究の結果を支持する報告も複数存在する。哺乳類細胞では、PLC シ

グナル伝達が誘導され活性化される間、ゴルジ体 PI4P は細胞膜 PI(4,5)P₂プールの維持に関連するこ

とが示された[238]。また、pik1 変異株においてゴルジ-細胞膜分泌が阻害されたことから、Pik1p が、

細胞膜への分泌に必要であると報告された[22]。輸送小胞の分泌・融合メカニズムは、真核生物の間で

保存されており[239, 241]、輸送小胞は、小胞体からゴルジ体を経て分泌され、細胞表面や特定の細胞

内小器官へ融合する[239, 240]。以前我々は、QF-FRL 法を用いた観察時に、ゴルジ体膜に加えて、100

～200 nm の小胞構造にも PI4P が高密度に検出されることを示した[130]。この小胞構造を輸送小胞で

あると考えると、細胞膜 PI4P の一部は、ゴルジ体 Pik1p由来の PI4P が小胞により輸送されたものであ

ると仮説が立てられる。細胞内膜輸送経路の全貌は未だ解き明かされておらず、今後のさらなる研究に

よって解決されていくべき重要な課題である。 

 

4.4.3 出芽酵母細胞膜 PFに局在する PI(4,5)P₂の生成における、PI4K の影響 

 現在まで、Stt4p によって生成された細胞膜 PI4P は、細胞膜 PI(4,5)P₂の前駆体として働くことが

示されてきた[235, 242]。PI4P-5キナーゼである Mss4pは細胞膜に分布し、PI4Pのイノシトール環第

5 位をリン酸化することで PI(4,5)P₂を生成する。リン酸化酵素 Stt4p、Mss4p は細胞膜皮質構造上の

それぞれ異なるパッチに分布するため[235, 243]、Stt4p 由来の細胞膜 PI4P が PI(4,5)P₂の前駆体で
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あると考えられてきた[222]。 

しかし、Stt4p 由来 PI4P の細胞膜 PI(4,5)P₂生成への直接的な関与については、近年様々な報告が

あり、議論のさなかである。ある報告では、stt4ノックダウン細胞において、細胞膜 PI(4,5)P₂レベル

の変化が見られなかったことから、Stt4p 由来 PI4P は細胞膜 PI(4,5)P₂の生成に関与しないことが確

かめられた[244]。また哺乳類細胞における実験では、人為的に細胞膜 PI4P レベルを低下させるも、細

胞膜 PI(4,5)P₂レベルには影響を与えなかったと報告された[23]。さらに、4.4.2にも記述したように、

PLC シグナル伝達が誘導され活性化される間、ゴルジ体の PI4P は細胞膜 PI(4,5)P₂プールの維持に関

連することが示された[238]。 

本研究では、出芽酵母細胞膜 PFに局在する PI(4,5)P₂レベルに関して、Pik1p、Stt4p 両方の不活化

条件では低下が見られたが、Pik1p、Stt4p 一方の不活化では変化が見られなかった（図 2.4-6）。つま

り、細胞膜 PFに PI4Pが局在しない条件においても、細胞膜 PI(4,5)P₂は生成され、Pik1p 由来の PI4P、

Stt4p 由来の PI4P どちらかが必要であることが示めされた。 

 

4.5 結論 

以前の報告では、出芽酵母において、PI(4,5)P₂を生成する Mss4p は、ほとんどが細胞膜に分布した一方

で、細胞内点状構造にも少量観察されたとされている[245]。上記の報告と本研究における結果を受け、以下

の 2 つの仮説を立てることができる（図 2.4-9）。(1)ゴルジ体で Pik1p によって生成された PI4Pが輸送小胞

またはゴルジ体に少量分布する Mss4p の基質となり、PI(4,5)P₂が生成され、細胞膜へ輸送される。(2)細胞

膜で Stt4p によって生成された PI4P、あるいは、ゴルジ体で Pik1p によって生成され、輸送小胞を介して細

胞膜へ分泌された PI4Pが細胞膜 Mss4pの基質となり、細胞膜 PI(4,5)P₂が生成される。以上の 2つの仮説が

同時に起こり細胞膜 PI4P、PI(4,5)P₂レベルを維持する可能性がある。これらについて、今後さらなる検討

が必要である。 
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図 2.4-9 出芽酵母細胞膜における PI(4,5)P₂局在の機序に関する仮説 

本研究において、細胞膜 PI４P の生成には、細胞膜 Stt4p だけでなく、ゴルジ体 Pik1p も必要であることが明ら

かとなった。さらに、細胞膜 PI(4,5)P₂の生成には、Stt4p または Pik1p どちらかが必要であることが分かった。

細胞膜において PI4P は、細胞膜 Stt4p によって PI のイノシトール環第 4 位がリン酸化されて生成する。そし

て、細胞膜 PI4P を起源として、Mss4p がイノシトール環第 5 位をリン酸化し、PI(4,5)P₂が生成する。この経路と

別に、2 つの経路が仮説として考えられる。（仮説 1）ゴルジ体に分布する Pik1p が PI をリン酸化し、ゴルジ体

で PI4P を形成する。このＰＩ４Ｐが細胞質またはゴルジ体に分布する Mss4p によってリン酸化され、PI(4,5)P₂が

生成する。この PI(4,5)P₂がゴルジ体からの分泌小胞により細胞膜に分泌される。（仮説 2）ゴルジ体に分布する

Pik1p により生成された PI4P が、分泌小胞を介して細胞膜へ分泌され、細胞膜 Mss4p によってさらにリン酸化

されることで、PI(4,5)P₂が生成する。以上 2 つの仮設が同時に起こる可能性が考えられる。 
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第三章：考察・結論 

 

本研究では、リン脂質ホスファチジルイノシトール 4リン酸（PI4P）について、オートファジーで形成さ

れる膜構造において（第二章<1><2><3>）、また、細胞の内と外を隔て、細胞内部の恒常性を維持する役割を

持つ細胞膜において（第二章<4>）、急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法を用いた、PI4Pの微細局

在解析という観点から、その機能解明を試みた。 

 第二章<1><2>では、3種類のオートファジー経路の内、マクロオートファジーにおける PI4P の役割につい

て検討した。第二章<1>では、哺乳類細胞のオートファゴソーム細胞質側（PF: Protoplasmic Face）に PI4P

が局在し、オートファジー後期段階で働くことが示唆された。第二章<2>では、出芽酵母オートファゴソーム

膜において PI4Pは哺乳類細胞とは真逆の管腔側（EF: Exoplasmic Face）に局在した。さらに PI4K の内、

Pik1pはオートファゴソームの形成、Stt4pはオートファゴソームと液胞との融合に働くことが示唆された。

第二章<3>では、ミクロオートファジーによる脂肪滴取り込み「ミクロリポファジー」における PI4P の役割

について、出芽酵母を用いて検討した。PI4P はミクロリポファジー小胞膜 PF に高密度に局在し、Pik1p、

Stt4pどちらもミクロリポファジーに必須であった。最後に、第二章<4>では、出芽酵母細胞膜における PI4P、

PI(4,5)P₂の微細局在解析を行い、PI4K の関与について検討した。細胞膜 PFを 3つのエリアに分けて解析す

ると、PI4Pは平坦エリアに、PI(4,5)P₂は溝状エリアに集中した。また、細胞膜 PI4P 生成には、細胞膜 Stt4p

だけでなく、ゴルジ体 Pik1p 両方が必須であり、細胞膜 PI(4,5)P₂生成には、細胞膜 Stt4p 由来 PI4Pか、ゴ

ルジ体 Pik1p由来 PI4Pかのどちらかが必要であることが示唆された。 

 近年では、PI4Pに加え PI(4,5)P₂もオートファジーに関連することを示す報告もある。しかしながら、本

研究結果では、PI(4,5)P₂はオートファゴソーム膜には分布しなかった（第二章<2>）。そのため本研究におい

て、古くから考えられていた「PI(4,5)P₂の前駆体」としての PI4Pではなく「PI4P独自」の重要な役割があ

ることが強く示唆された。また細胞膜において、細胞膜 PI4P が消失した条件においても細胞膜 PI(4,5)P₂は

維持された（第二章<4>）ことから、PI(4,5)P₂レベル維持が一次元的で単純なものではなく、複雑な膜動態

か関連することが示唆された。 

 生体膜における PI4P などリン脂質の局在やその制御を明らかにすることは、脂質分布や代謝の異常が原

因で起こる疾患の解決策を見出すことに直結する。生体膜動態の解明には、その主要構成要素である膜脂質

の詳細な機能や制御方法を見出すことが必須である。本研究で用いた QF-FRL 法は、膜脂質の非対称性分布

を解析することにより、膜脂質の分子機序を解き明かすことができる有用な方法である。今後、脂質研究の

さらなる発展によって、脂質の分布や代謝制御、生体膜動態を解明し、ライフイノベーションの推進に大き

な貢献ができると考えている。 
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