
１． はじめに

生体はさまざまな周囲の環境に適応する必要性から，シ
グナル伝達分子によって担われるシグナル伝達機構を発達
させており，それらへの応答として細胞の運命や行動が決
定される．このシグナル伝達の制御と細胞運命の決定が特
にダイナミックに行われるのが，多細胞生物の胚発生期で
ある．
マウスの胚発生において，受精卵は細胞の数を増やすと

同時に細胞を分化させる．この増殖と分化には大量の物資
とエネルギーが必要となる．胎盤が形成される以前のこの
時期において，母体からの栄養供給は，エンドサイトーシ
ス経路によって行われることが知られている．また，エン
ドサイトーシス経路は細胞の増殖や分化，さらには細胞ど
うしの位置関係を支配するシグナル伝達システムにも深く
関わることが報告されている．
マウス６日胚において，栄養の吸収に重要な臓側内胚葉

（visceral endoderm：VE）と呼ばれる細胞グループではきわ
めて活発にエンドサイトーシスが起きており，細胞小器官
（オルガネラ）が発達している１）．VE細胞には頂端液胞
（apical vacuole：AV）と呼ばれる特徴的なオルガネラが存
在する（図１）．動物細胞では，通常，リソソームは大き
な構造にはならないが，VE細胞や空腸上皮細胞には非常
に大きなリソソームが形成されることが知られている．頂
端液胞はエンドサイトーシスマーカーやリソソームに含ま
れるタンパク質分解酵素であるカテプシン Bを蓄積し，

限界膜にリソソーム膜タンパク質 Lamp２が存在している
ことから，リソソームの性質を持つと考えられる２）．頂端
液胞は細胞外から細胞内へ物質を取り込むエンドサイトー
シス経路の終着点であり，母体からの免疫グロブリンや各
種のシグナル分子を分解するオルガネラであると考えられ
る３，４）．
今回，我々はこの特徴的なオルガネラ＝頂端液胞を有す

る VE細胞において，ミクロオートファジーと呼ばれる特
徴的な膜動態が起こっていること，およびミクロオート
ファジーに関与する遺伝子と発生に関わるシグナル伝達経
路の関連について明らかにしたので，その内容について概
説したい．

２． VE細胞で盛んに起こっているミクロオートファ
ジー

我々は，VE細胞の頂端液胞がどのように形成されるの
かについて解析を行った．まず２種類の蛍光色素を時間差
をつけて VE細胞にエンドサイトーシスで取り込ませ，蛍
光顕微鏡下でエンドサイトーシス経路について時系列的に
観察してみたところ，細胞外の蛍光物質を取り込んだエン
ドソームが，頂端液胞に接着し，その後，エンドソームと
頂端液胞の内容が混合した．つまり，VE細胞においてエ
ンドサイトーシスによって取り込まれた物質等は頂端液胞
にたどり着き，そこでエンドソームと頂端液胞が融合する
ことが確認できた．
また，このエンドソームと頂端液胞の内容が混合する直

前に，エンドソームが頂端液胞の中に存在することを見い
だした．電子顕微鏡による観察によっても，大きな頂端液
胞の中に小胞が存在するような，二重に膜で囲まれた構造
を確認することができた．我々はこの現象について，エン
ドソームが丸ごと頂端液胞に取り込まれた後，エンドソー
ム膜と頂端液胞の膜が分解されることによって，エンド
ソーム内容物が頂端液胞内に放出され混合するのではない
かと考えた．
そこで，膜分解阻害薬（リパーゼ阻害薬である Orlistat）

存在下で，２種類の蛍光色素を段階的に取り込ませる実験
を行ったところ，エンドソームが頂端液胞内に取り込まれ
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るものの，内容物の混合が起こらないという結果が得られ
た（図１）．このように，VE細胞では，通常の小胞輸送と
は異なり，エンドソームを頂端液胞が丸ごと取り込んだ後
に膜を分解することで膜と物質の輸送が起こることがわ
かった５）．
さて，このユニークなエンドソーム～頂端液胞間の輸送

現象は，ミクロオートファジーとして知られている膜オル
ガネラのダイナミクスとよく似ている．オートファジーは
大きく分けてマクロオートファジー・シャペロン介在性
オートファジー・ミクロオートファジーの三つの異なるメ
カニズムで進行することが提唱されている．マクロオート
ファジーでは，二重膜構造が細胞質の一部（オルガネラを
含むこともある）を取り囲み，閉じた小胞（オートファゴ
ソーム）を形成して，それがリソソーム連続膜を形成しつ
つ融合する結果，オートファゴソームの内容物を分解コン
パートメントに送り込む．シャペロン介在性オートファ
ジーでは，細胞基質のタンパク質にシャペロンが結合し，
この分子複合体がリソソーム膜上の受容体に認識されてリ
ソソーム内に送り込まれる．細胞内で不要になったもの
や，異常なタンパク質を選択的に分解するメカニズムとし
て機能するため，病態生理との関連が指摘されている．ミ
クロオートファジーはこれら二つのオートファジーとは異
なり，液胞が分解されるべきオルガネラ・細胞基質と接触

し，自身の膜とともに対象オルガネラ・物質を液胞内部の
空間（内腔）に送り込み，分解する．酵母におけるミクロ
オートファジーの報告はあるが，酵母以外の生物，哺乳類
においては報告例が少なく，詳細に関しては未解明であ
る６，７）．今回みられたような，哺乳類の初期発生胚できわめ
て活発にミクロオートファジーが起きていることは新しい
発見である．

３． mVam２，Rab７は VE細胞でのミクロオートファ
ジーに必須である．

酵母細胞には液胞と呼ばれる巨大なオルガネラが存在す
る．液胞は，動物細胞におけるリソソームに相当する細胞
小器官である．酵母の遺伝学的な解析により，この液胞の
形成に関与する遺伝子が５０以上同定されている．Vam２は
homotypic fusion and vacuole protein sorting（HOPS）complex
と呼ばれる膜融合に機能するタンパク質複合体のサブユ
ニットで，オルガネラ間の膜融合調節を担っている因子で
ある８）．Ypt７は低分子量 Gタンパク質で，HOPS complexの
Vam２と相互作用し，こちらもオルガネラ間の膜融合調節
を担っている９）．いずれもその遺伝子変異酵母株では液胞
が断片化し，大きな液胞が形成できないという表現型を示
す１０）．我々は，酵母における液胞形成に必須な VAM２ お

図１ 臓側内胚葉（VE）細胞におけるミクロオートファジー
エンドサイトーシスにより VE細胞表面から取り込まれた物質は，エン
ドソームを経て最終的に頂端液胞へ運搬される．頂端液胞では小さなエ
ンドソームが丸ごと頂端液胞に取り込まれ，後でエンドソーム膜と頂端
液胞の膜が分解されることによって，エンドソーム内容物が頂端液胞内
に放出され混合するミクロオートファジーが起きている．膜分解阻害薬
（リパーゼ阻害薬である Orlistat）存在下では，エンドソームが頂端液胞内
に取り込まれるものの，膜が分解されず内容物の混合が起こらない．ま
た，mVam２，Rab７ 遺伝子を欠損すると小胞が蓄積し VE細胞に特徴的な
頂端液胞が形成されない．
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よび YPT７ 遺伝子のマウスホモログである，mVam２ およ
び Rab７ 遺伝子欠失により，リソソーム様オルガネラであ
る頂端液胞の形成に異常が生じるのではないかと考え，遺
伝子ノックアウトマウスを作製し解析を行った．
mVam２，Rab７ 遺伝子ノックアウトマウスの胚を摘出

し，VE細胞を電子顕微鏡にて解析したところ，mVam２，
Rab７ いずれの遺伝子のノックアウトマウスでも，正常型
胚の VE細胞に特徴的な頂端液胞が形成されておらず，そ
のかわりに，小さなエンドソームらしき小胞が蓄積してい
た（図１，図２）．また，mVam２，Rab７ いずれの遺伝子欠
損胚においても，２種類の蛍光色素を時間差をつけて取り
込ませる実験を行ったところ，エンドサイトーシスにより
各色素を取り込んだ小胞が蓄積し，内容物が混合していな
かったことから，先に形成されたエンドソームと，後から
取り込まれたエンドソーム間の融合が起きないことが確認
できた．これらのことから mVam２，Rab７ いずれも，VE
細胞における頂端液胞の形成に必要な遺伝子であることが
示された５，１１）．

４． mVam２，Rab７は初期発生に必須である

また，mVam２，Rab７ 遺伝子欠損マウス胚の発生につい
ては，いずれの遺伝子欠損マウス胚も受精後７日前後で発
生が停止し，胎生致死となった．それらの胚について
in situ ハイブリダイゼーション法により各種発生マーカー
の発現について調べたところ，受精後６日程度までは発生
が進行し前後軸の決定が行われているが，受精後７日以
降，中胚葉マーカーである Brachyury の発現はみられたも
のの，原腸陥入が進行せず，発生が停止したと考えられた
（図３）５，１１）．

mVam２ 遺伝子欠損マウス胚で，骨形成タンパク質
（BMP）シグナルの活性化状態について BMP経路の細胞
質メディエーターである Smad１／Smad５のリン酸化状態を
比較し検討したところ，本来 BMPシグナルが抑制されて
いなければならない部位でも活性化されており，その結果
として発生異常が起きることが予想された．このことは，
mVam２タンパク質が細胞内膜動態の制御を通じて，BMP
シグナルの制御に寄与していることを示唆している１１，１２）．
Rab７ 遺伝子欠損マウス胚では，mVam２ 遺伝子欠損マ

ウス胚と同様に原腸陥入が進行しないという表現型を示す

図２ Rab７ 遺伝子欠損マウス胚 VE細胞における小胞の蓄積
正常型マウスおよび Rab７ 遺伝子欠損マウスの胎生６．５日胚 VE細胞の電子顕微鏡象を
示す．正常型胚では，大きな空胞＝頂端液胞が形成されているが，Rab７ 遺伝子欠損胚
（変異型胚）では小胞が多数蓄積し，頂端液胞の形成が起こらない．図中 AVで頂端液
胞を，矢印で蓄積した小胞を示す．

図３ Rab７ 遺伝子欠損マウス胚における中胚葉の低形成
正常型マウスおよび Rab７ 遺伝子欠損マウスの胎生７．５日胚に
対して，in situ ハイブリダイゼーション法により中胚葉マー
カーである Brachyury 遺伝子を検出した結果（図中，黒で染色）
を示す．正常型胚，Rab７ 遺伝子欠損胚（変異型胚）ともに，
前後軸の決定はなされているが，異常型胚では Brachyury 陽性
領域の遠位方向への陥入が進まず，原腸陥入が停止している．
図中，矢印で原腸陥入が進行している部分（正常型胚）を示す．
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のに対し，BMPシグナルの活性化状態については，野生
型胚と大きな差がみられなかった（未発表）．興味深いの
は，mVam２ 遺伝子と Rab７ 遺伝子欠損マウス胚の VE細
胞では，ミクロオートファジーが起きず，頂端液胞が形成
されないという表現型は同様であるのに対し，BMPシグ
ナルの伝達については異なる結果が得られた点である．

５． PipkIII 遺伝子ノックアウトマウスと VPS５２ 遺伝
子変異マウスの表現型

我々はエンドサイトーシス経路が哺乳動物初期発生のシ
グナル制御に不可欠であることを示してきた．最近，細胞
内膜動態の制御がマウス初期胚発生に重要な役割を果たす
ことを支持する知見が得られつつある．細胞内膜動態に関
与する因子として，膜構成リン脂質の存在もあげられる．
特に，ホスファチジルイノシトール（PtdIns）のイノシ
トール環にリン酸が付加されたリン脂質［PtdIns（３）P，
PtdIns（３，５）P２など，PtdIns（X）Pn］がオルガネラの特異性
を規定し，細胞内情報伝達を制御することが明らかにされ
てきている．PipkIIIは PtdIns（３）Pのイノシトール環５位
にリン酸基を付加する脂質キナーゼ（PtdIns kinase type III）
で，初期エンドソーム膜の PtdIns（３）Pを PtdIns（３，５）P２に
変換する．PtdInsの変換は，初期エンドソームから後期エ
ンドソームへのオルガネラの変換に必須であることが知ら
れており，出芽酵母では PipkIIIのオーソログである Fab１
タンパク質を欠損すると液胞が超巨大化する．この PipkIII
遺伝子変異マウス胚では VE細胞の頂端液胞が超巨大化
し，同時に受精後６日で胚の形態に異常を示し，胎生致死
となることが明らかになった．同時に，蛍光色素を取り込
ませエンドサイトーシス経路の観察を行ったところ，巨大
な頂端液胞へは色素が移行せず，初期エンドソームから頂
端液胞に至る経路のどこかで膜動態が停止していることが
示唆された１３，１４）．
エンドソームからの輸送小胞のトランスゴルジ網膜への

融合（逆行輸送）に関わっている VFT／GARP複合体（VPS
５２，VPS５３，VPS５４）の構成タンパク質を欠損する酵母株
では，本来液胞内に存在するカルボキシペプチダーゼ Y
が細胞外に排出される，本来後期ゴルジ体に存在する膜タ
ンパク質が液胞膜に存在する，といった膜動態の異常を示
す１５）．VPS５２ 遺伝子変異マウスは，受精後６日程度で特に
胚盤葉上層細胞の増殖と分化に抑制がみられ，発生が停止
し，胎生致死となる．VPS５２ 遺伝子は成体マウスでは普
遍的に発現がみられる．初期胚では，受精後５日において
は VE細胞に強く発現がみられるが，胚盤葉上層細胞には
発現していない．VE細胞で VPS５２ 遺伝子を発現させた
まま，胚盤葉上層細胞でのみ VPS５２ 遺伝子の発現を抑制
したところ，受精後９．５日程度までは発生が進行するとい

う結果が得られた１６）．これらの結果は，特に受精後６～７
日の中胚葉の誘導と形成段階において VE細胞内の膜動態
がその制御に非常に重要な役割を果たしていることを示し
ている．

６． おわりに

mVam２，Rab７，PipkIII，VPS５２ 遺伝子欠損マウス胚で
みられた細胞内の表現型や初期発生の異常は，VE細胞に
おけるエンドサイトーシス経路・頂端液胞の形成が，組織
レベルの形態形成に重要な役割を果たしていることを示唆
している．
初期胚の VE細胞で観察されたミクロオートファジーと

いう現象については，その生理的な意義はいまだ解明され
ていないが，以下のような機能を提唱したい．１）エンド
サイトーシスが活発に起きている細胞内において，通常の
エンドソームとリソソームが連続膜を形成し融合するパ
ターンを繰り返していくと，リソソーム膜表面の面積がと
りとめなく増大していく結果となる．一方，ミクロオート
ファジーでは，膜構造体をいったん丸ごと取り込んでから
膜を消化するため，膜表面積の増大を防ぐことができる．
２）細胞膜表面にあるシグナル伝達分子の受容体は，その
まま細胞質に陥入し，受容体のシグナル伝達部位が細胞質
に向いた状態でエンドソームになる．このエンドソームは
通常の連続膜を形成する膜融合過程を経ると，細胞質にシ
グナル伝達部位が露出したままとなるが，ミクロオート
ファジーにより丸ごと取り込むと，シグナル伝達部位が細
胞質から速やかに遮断され，細胞内メディエーターの活性
化を速やかに抑制することができる．
しかし，mVam２ 遺伝子欠損胚でみられた BMPシグナ

ルの異常は，Rab７ 遺伝子欠損胚では顕著ではなく，欠損
遺伝子により違いがみられ，画一的なエンドサイトーシス
経路によるシグナル伝達の抑制という考え方では説明でき
ない．特定の膜輸送関連遺伝子が特定のシグナル伝達経路
を調節していると考えられる．今後，mVam２，Rab７，
PipkIII，VPS５２ をはじめとする膜輸送関連遺伝子の機能
と膜動態・初期胚発生における表現型を解析していくこと
が必要となる．また，それによって，哺乳類細胞における
ミクロオートファジーという膜動態の意義についても明ら
かになっていくものと考えられる．
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