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研究成果の概要（和文）：本研究は、マクロオートファジーにおける膜動態と分解標的選択のメカニズムの解明
を目指して実施した。結果として、オートファゴソーム前駆体の構築機構に関する理解を大きく前進させるとと
もに、形成中のオートファゴソーム膜の形態を制御する新たなメカニズムを発見した。また、小胞体と核の一部
をちぎり取るようにしてオートファゴソームに取り込む際に、これらオルガネラを変形させるメカニズムを明ら
かにした。核膜孔複合体、グリコーゲン顆粒など、選択的マクロオートファジーの新規分解標的を同定すること
にも成功した。さらに、核成分の分解におけるマクロオートファジーとミクロオートファジーの連携を明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed at elucidating mechanisms underlying membrane dynamics and 
target selection during macroautophagy. The results largely advanced our understanding of the 
mechanism of autophagosome precursor formation and also revealed a novel mechanism by which the 
morphology of the forming autophagosomal membrane is regulated. In addition, we revealed the 
mechanisms of organelle deformation during selective macroautophagy of the endoplasmic reticulum and
 the nucleus. Our analyses also identified nuclear pore complexes and glycogen granules as novel 
selective targets for macroautophagy. Moreover, the interplay between macroautophagy and 
microautophagy in degradation of nuclear components was unraveled.

研究分野：分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、マクロオートファジーを支える様々な分子基盤の理解を大きく前進させるものであり、本研究で
用いた酵母のみならず、ヒトを含めた他の生物種におけるオートファジー研究にも重要な指針を与えるものであ
る。また、マクロオートファジーにおける脂質膜の形成や形態制御、オルガネラ変形の分子機構に関する成果
は、関連する細胞生物学の分野に広く波及効果を与えると考えられる。さらに将来的には、マクロオートファジ
ーが関わる疾患の分子病態の理解や治療法の開発に関連する医薬学的研究のための基盤情報として利用されるこ
とも期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
マクロオートファジーにおいて、分解の対象となる細胞成分は、オートファゴソームと呼ばれる
二重膜小胞内に隔離され、リソソーム/液胞に輸送され、分解される。オートファゴソームは扁
平な“隔離膜”が伸展して形成される（図 1）。酵母のオートファジー関連遺伝子（ATG 遺伝子）
の発見を機に、マクロオートファジーのタンパク質レベルでの分子機構の理解は急速に進んだ。
しかし、本研究開始当初、その膜動態に関しては、「最初に隔離膜は何を材料としてどのように
形成されるのか」、「隔離膜は何を膜の供給源としてどのようにして伸張するのか」、このような
基本的問題に対する答えは得られていなかった。応募者は、出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeと
その無細胞系を用いて、マクロオートファジーの分子機構の解明に取り組んできた。オートファ
ゴソーム形成における Atgタンパク質の分子機能と作動機構の理解を推進し、核、小胞体、ペル
オキシソーム等を標的とする選択的マクロオートファジーの分子基盤、制御機構、生理的重要性
を明らかにしてきた。一方で、積年の課題である膜形成の素過程の解明にも取り組んできた。オ
ートファゴソームの形成は、Atg タンパク質群が集合して“pre-autophagosomal structure (PAS)”を
構築することに始まる。応募者は最近、PAS において Atg9 を含むゴルジ体由来の小胞が“シー
ド”となり“隔離膜前駆体”が形成されることを見いだした（図 1）。また、Atg2-Atg18複合体が PAS
を小胞体に繋ぎ留めることを報告した。さらに、小胞体からゴルジ体への輸送小胞である COPII
小胞がオートファゴソーム膜の一部となることを示した。これら最近の発見を端緒とし、長らく
謎に包まれていたマクロオートファジーにおける膜形成のメカニズムが急速に明らかになりつ
つある。また、応募者は最近、伸張中の隔離膜の開口端に局在化するタンパク質複合体を発見し、
この複合体が細胞質超分子複合体のオートファゴソームへの取り込みに重要であることを明ら
かにしつつある。この発見は、マクロオートファジーにおける基質選択に新たな概念を提起する
ことにつながることが期待された。さらに、応募者は、核の一部がちぎり取られるようにしてオ
ートファゴソーム内に隔離され、分解されることを見いだしたが、核はミクロオートファジーに
よっても分解されることが知られていた（液胞膜が陥入し、核の一部を直接液胞内に取り込んで
分解する）。しかし、これら 2 つのモードの“ヌクレオファジー（核の選択的オートファジー）”
の関係は明らかとなっていなかった。 

図 1. オートファゴソームの形成過程と本研究の対象としたプロセス 
 
２．研究の目的 
本計画研究では、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機構、新たな基質選
択のメカニズム、マクロオートファジーとミクロオートファジーの連携に関する以下の研究を
中心に推進した。 
(1) マクロオートファジーにおける膜動態の解明 
マクロオートファジーにおける中心的イベントであるオートファゴソームの形成機構について、
「膜形成の“シード”となる小胞の形成機構」、「シード小胞の隔離膜前駆体への変換機構」、「隔離
膜の伸張機構」、「膜の供給源」など、まだ明らかとなっていない重要課題に取り組んだ。 
(2) マクロオートファジーにおける基質選択機構の解明 
伸張中の隔離膜の開口部に局在化するタンパク質複合体の分子機能を明らかにするとともに、
開口径のサイズ制御という新たな概念に基づく基質選択機構の存在の証明に挑んだ。また、分解
基質がオートファゴソームに選択的に取り込まれるメカニズムの解明にも取り組んだ。 
(3) マクロオートファジーとミクロオートファジーの連携 
核成分の分解におけるマクロオートファジーとミクロオートファジーのインターワークとその
分子基盤および、生理的意義の解明に取り組んだ。 
(4) オートファジーによるタンパク質分解の総合的理解 
オートファジックボディ（オートファゴソームの外膜と液胞膜の融合によって液胞内に遊離す
るオートファゴソーム内膜小胞）のプロテオーム解析をおこない、オートファジーによって分解
されるタンパク質を包括的に解析し、オートファゴソームに選択的に取り込まれることが明ら
かとなった新規基質についてはそのメカニズムの解明に取り組んだ。 
 



３．研究の方法 
分子機構の解析に優れる出芽酵母及び無細胞系を用いて、免疫沈降や質量分析によるタンパク
質間相互作用解析や新規相互作用因子の同定、蛍光顕微鏡を用いたタンパク質の細胞内局在・動
態解析、蛍光顕微鏡及び電子顕微鏡によるオートファジー関連膜の形態解析、構造生物学的情報
を取り入れた分子機能解析、数理解析による膜の形態変化予測など、多面的なアプローチにより
上記目的の達成を目指した。 
 
４．研究成果 
本研究によって得られた主な成果のうち、本計画研究班が中心的な役割を果たし、論文として公
表するに至ったものを中心に以下に要約する。 
 
(1) マクロオートファジーにおける膜動態に関する成果 
シード小胞（Atg9小胞）は、多くの Atgタ
ンパク質の働きにより、隔離膜前駆体
（PAS）へと変換される。本研究では、こ
れまでまったく未知であった、ホスファチ
ジルイノシトール 3-キナーゼ複合体Ｉ
（PI3KCI）の局在化機構を明らかにした。
すなわち、PI3KCI は、液胞膜タンパク質
Vac8、PAS形成の足場となる Atg1複合体、
Atg9と、それぞれ、Atg14、Atg38、Vps30
を介して相互作用することにより、PASに
局在化することを報告した (Hitomi et al, J. 
Cell Biol., 222, 2023)（図 2）。  
                      図 2. PI3KCIの PASへの局在化機構モデル 
 
 Atg24 ソーティングネキシン複合体が伸張中の隔離膜の開口端に局在化することを発見した。
隔離膜の開口端は膜が強く屈曲しているため、非常に不安定であり、隔離膜の形態に大きく影響
する。Atg24複合体は、この屈曲部位に結合し、安定化させる BARドメインを持つ。Atg24複合
体が欠損すると、隔離膜は開口部を大きく拡張して伸張することができなくなり、リボソームや
プロテアソームといった
直径約 25 nm 以上の大き
な細胞質粒子を取り込む
ことができないまま、オー
トファゴソームが完成す
ることを示した。すなわ
ち、伸張中の隔離膜の開口
部を拡張させて細胞質成
分を真に非選択的に取り
込むメカニズムが存在す
ることを初めて証明した 
(Kotani et al, Nat. Commun.,     図 3. 形成中のオートファゴソームの口を拡げるメカニズム 
14, 2023)（図 3）。       
                   
(2) マクロオートファジーにおける基質選択機構に関する成果 
これまでに研究代表者らは、小胞体および核の一部がちぎり取られるようにしてオートファゴ
ソームに取り込まれて分解されることを世界に先駆けて発見し、報告した。これらのオートファ
ジー経路は、マクロ ERファジーおよびマクロヌクレオファジーと呼ばれる。本研究期間内には、
まず、マクロ ERファジーにおいて、細胞質にチューブあるいはシート状に広がる小胞体がどの
ようにして効率的にオートファゴソーム内に詰め込まれるのかを明らかにした。すなわち、レテ
ィキュロンファミリータンパク質のように小胞体膜を曲げる機能を持つ小胞体膜タンパク質
Atg40 が、隔離膜上の
Atg8 と相互作用するこ
とにより、小胞体と隔離
膜の接触部位に濃縮さ
れ、その部分で小胞体を
局所的に折り曲げている
ことを示唆する結果を得
た (Mochida and Yamasaki 
et al, Nat. Commun., 11, 
2020) （図 4）。 
                    図 4. マクロ ERファジーにおける小胞体変形機構 
 



 また、マクロヌクレオファジー
において核の一部がちぎり取られ
るメカニズムの一端を明らかにす
ることにも成功した。すなわち、
マクロヌクレオファジーに必須の
Atg39 は典型的な膜貫通ドメイン
を介して核外膜にアンカーされる
とともに、核膜内腔領域に持つ両
親媒性ヘリックスを介して核内膜
に結合すること、この両親媒性ヘ
リックスの働きにより、核膜を細
胞質側にチューブ状に突出させる
機能があることを明らかにした 
(Mochida et al, J. Cell Biol., 221, 
2022) （図 5）。 
                     図 5. マクロヌクレオファジーにおける核膜出芽機構 
  
 他にも、窒素飢餓時に、核膜孔複合体がマクロオートファジーによって選択的に（Atg11およ
び Atg8の Atg8-family interacting motif結合能に依存して）分解されることを発見した。この時、
核膜孔複合体は、上記 Atg39 依存的マクロヌクレオファジーの場合と同様の核由来二重膜小胞
に埋め込まれた状態でオートファゴソームに取り込まれるが、核膜孔複合体の分解は Atg39 に
はあまり依存しなかった。核膜孔複合体をオートファゴソームに積み込む未知のメカニズムが
存在することが示唆された (Tomioka et al, J. Cell Biol., 219, 2020)。 
 
(3) マクロオートファジーとミクロオートファジーの連携に関する成果 
マクロオートファジーを介した核成分の分解、すなわち、マクロヌクレオファジーは、窒素飢餓
条件で誘導され、核の一部が小胞状に食いちぎられるようにしてオートファゴソームに取り込
まれ、分解される。Atg39はこのプロセスに必須の因子であり、ATG39破壊細胞は窒素飢餓時に
早期に死に至る。この細胞死の原因を究明した結果、別のモードのオートファジー、すなわちミ
クロヌクレオファジー（液胞膜が陥入して核の一部を直接取り込んで分解する経路）が異常に昂
進し、様々な核成分が過剰に液胞に輸送されることが原因であることを明らかにした。マクロヌ
クレオファジーの役割のひとつに、ミクロヌクレオファジーの抑制があることが明らかとなっ
たとともに、核成分の分解におけるマクロオートファジーとミクロオートファジーの生理的関
係を初めて示すことに成功した (Li et al, under revision)。 
 
(4) オートファジーによるタンパク質分解の総合的理解に関する成果 
オートファジックボディの単離法を確立し 
(Kawamata et al, J. Biol. Chem., 298, 2022)、その
内容物を質量分析により網羅的に同定した。
得られた結果をもとに解析を進め、グリコー
ゲン顆粒がマクロオートファジーによって選
択的に分解されることを明らかにし、グリコ
ーゲン顆粒のオートファゴソームへの隔離を
媒介する分子として Atg45 を同定した (Isoda 
et al, iScience, 27, 2024) （図 6）。 
                                                図 6. グリコーゲンの選択的マクロオートファジー 
 
 他にも、非常に効率良くオートファゴソームに取り込
まれるタンパク質として Hab1を同定し、そのメカニズム
を明らかにした。また、Hab1がリボソームと結合するこ
と、オートファジーを介したリボソームの分解に寄与す
る可能性を提示した (Takeda et al, EMBO J, 2024) （図 7）。 
 
 また、単離したオートファジックボディを利用するな
どして、リパーゼである Atg15 によるオートファジック
ボディの崩壊のメカニズムの理解を大きく前進させた 
(Kagohashi et al, J. Cell Biol., 222, 2023)。 
 
                              図 7. マクロオートファジーにおける 
以上                            Hab1の作動機構 
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