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研究成果の概要（和文）：オートファゴソームとリソソームの膜融合に関わる因子を同定するため、オートファ
ゴソーム外膜因子の網羅的同定を行った。STX17変異体過剰発現、OptiPrep密度勾配遠心、LC3を標的とした短時
間精製を組み合わせることでオートファゴソームを高純度・高効率に精製する方法を確立した。水溶性ビオチン
化試薬で外膜因子を特異的に修飾・精製した後、質量分析に供することで複数の外膜因子候補を得た。これらの
因子についてCRISPR法での遺伝子破壊細胞の作製、およびsiRNA法でのタンパク質量抑制を行ったがオートファ
ジー活性への影響は限定的でリソソームとの膜融合に関わる因子の同手には至っていない。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a fundamental degradation system conserved in eukaryotes. Upon 
induction of autophagy, a double-membrane structure, called an autophagosome, is generated and fuses
 with lysosomes to degrade its contents. Although many ATG proteins have been identified, it remains
 unclear how autophagosome-lysosome fusion is regulated. In this study, we tried to develop a 
biochemical method to purify autophagosomes and to identify autophagosomal outer membrane proteins 
involved in the membrane fusion. For this purpose, we prepared GFP-STX17DN cells to accumulate 
autophagosomes, harvested an autophagosome-enriched fraction by OptiPrep flotation, and purified 
autophagosomes using 3xFLAG-LC3. Finally, outer membrane proteins were labeled by a 
membrane-impermeable biotinylation reagent. By mass spectrometry of the biotinylated proteins, we 
obtained several candidates of outer membrane proteins. We prepared KO cells (CRISPR) or KD cells 
(siRNA), however, significant phenotypes were not observed.
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１．研究開始当初の背景 
 オートファジーは真核生物が持つ細胞内
大規模分解機構であり、栄養飢餓時に細胞質
成分の一部を分解し、その分解産物を再利用
することで飢餓を生き延びるという生存戦
略の１つと考えられている。また、近年の研
究から、オートファジーは飢餓応答だけでな
く、細胞内品質管理、初期胚発生、腫瘍形成
抑制など様々な高次生理機能に関与するこ
とが明らかとなり、臨床応用や創薬の面から
も注目を集めている。 
 オートファジーが誘導されると隔離膜と
呼ばれる扁平な膜が形成され、この隔離膜が
伸長することで二重膜構造体であるオート
ファゴソームが形成される。その後、オート
ファゴソームの外膜と分解オルガネラ（哺乳
類などではリソソーム、出芽酵母や植物など
では液胞）が膜融合することで内容物が分解
される。オートファジーの過程は大きく３つ
のステップに分けられ、(1) オートファジー
関連因子 ATG (autophagy-related) の集積
ステップ（オートファゴソーム形成の初期ス
テップに相当）、(2) オートファゴソーム膜の
伸長ステップ、(3) オートファゴソームとリ
ソソームの膜融合ステップで構成されてい
る。出芽酵母や哺乳類などを用いたこれまで
の研究から、多くのオートファジー関連因子
ATG (autophagy-related) が同定されてお
り、ATG 因子の集積ステップや、オートファ
ゴソーム膜の伸長ステップについては分子
レベルでの理解が進みつつあるが、終盤のオ
ートファゴソーム膜融合ステップについて
はその理解が遅れている。細胞内において、
分解オルガネラであるリソソームとの膜融
合は時空間的に厳密に制御されていると考
えられるが、この膜融合ステップに関連する
因子についての報告は少なく、特にオートフ
ァゴソーム外膜に局在する因子については
ほとんど分かっていない。 
 
２．研究の目的 
オートファゴソームとリソソームの膜融合
過程について理解が進んでいない原因の１
つとして、オートファゴソームの外膜に局在
する因子がほとんど分かっていないという
点が挙げられる。これは、オートファゴソー
ムがオートファジー誘導に伴って新規に作
られる一過性のオルガネラで細胞内存在量
が非常に少ないことから局在因子の同定が
困難であるという理由がある。また、通常の
方法でオートファゴソームを単離しただけ
ではオートファゴソームの内容物（細胞質成
分を含む）とオートファゴソーム膜局在因子
を区別することができないため、オートファ
ゴソーム膜局在因子だけを同定することが
できないという制約があった。そこで本研究
では、第一の目的としてオートファゴソーム
を高効率・高純度に単離精製する方法の確立
を目指し、第二の目的として単離オートファ
ゴソームを化学的に修飾する、あるいは外膜

成分だけをマイクロ流体デバイスで分離す
ることでオートファゴソーム膜局在因子を
網羅的に同定することを目指す。また、同定
された因子の中からオートファゴソームと
リソソームの膜融合に関わる因子を同定す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) HeLa 細胞においてオートファゴソーム
を効率的に蓄積させるため、当研究室で開発
した STX17 ドミナントネガティブ変異体の
過剰発現細胞を用いた（引用文献①）。STX17
はオートファゴソームとリソソームの膜融
合に関与する SNARE タンパク質（膜融合に
関与するオートファゴソーム外膜因子とし
て知られている因子）で、N 末端側の Habc
ドメイン欠失体に GFP を付加することで機
能不全を起こす（GFP-STX17DN）。この
GFP-STX17DN を過剰発現させることでオ
ートファゴソームとリソソームの膜融合を
阻害することができ、オートファゴソームを
細胞質に蓄積させることが可能である。ドキ
シサイクリン誘導性の GFP-STX17DN 過剰
発現HeLa細胞からオートファゴソームの単
離精製を行った。 
(2) オートファゴソームを生化学的に単離精
製するため、オートファゴソームタンパク質
の１つである LC3 に 3xFLAG タグを付加し
て HeLa 細胞に発現させた。HeLa 細胞破砕
液を OptiPrep 密度勾配遠心に掛けてオート
ファゴソームが濃縮された画分を回収し、
anti-FLAG 磁気ビーズを用いてオートファ
ゴソームの精製を行った。 
(3) 精製オートファゴソームにおいて外膜因
子だけを特異的に標識するため水溶性ビオ
チン化試薬による修飾を行い、ビオチン化タ
ンパク質をストレプトアビジン磁気ビーズ
を用いて精製した。精製標品を質量分析に供
して外膜候補因子の網羅的同定を行った。 
(4) 質量分析で得られた外膜因子候補につい
て CRISPR 法による遺伝子破壊細胞を作製
し、オートファジー活性や膜融合活性への影
響を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) GFP-STX17DN 過剰発現 HeLa 細胞にお
いてオートファゴソームが高効率に蓄積す
ることを確認した後（引用文献①）、OptiPrep
密度勾配遠心によるオートファゴソーム画
分の濃縮を行った。その結果、オートファゴ
ソームはミトコンドリアや小胞体など他の
オルガネラと比べて非常に低密度なことが
分かったが、通常の密度勾配遠心法ではオー
トファゴソームを含む低密度画分への他の
オルガネラの混入が多かったため、分画方法
の改善・最適化を行い、最終的に OptiPrep
段階密度勾配を用いたフローテーションに
よる分画でオートファゴソームが高純度に
濃縮されることを見出した。 
(2) オートファゴソームマーカーとして



3xFLAG-LC3 を発現するGFP-STX17DN過
剰発現HeLa細胞からオートファゴソーム画
分を調製し、anti-FLAG 磁気ビーズで精製を
行った。次の特異的ビオチン化のため、オー
トファゴソームの膜を保ったまま溶出する
必要があったため、精製条件および溶出条件
を検討したところ、磁気ビーズとの結合時間
を短時間にした上で、高濃度 3xFLAG ペプチ
ドによる溶出に変更することでオートファ
ゴソームを高純度・高効率に精製することが
できた。これまで哺乳類細胞を用いてオート
ファゴソームを高純度・高効率に精製した報
告はなかったが、本研究では GFP-STX17DN
過剰発現、OptiPrep 段階密度勾配を用いた
フローテーション、3xFLAG-LC3 を標的と
した短時間精製という３つのステップを経
ることでオートファゴソームの生化学的単
離方法を確立することに成功した。 
(3) これまでオートファゴソーム膜局在因子
とオートファゴソームの内容物（細胞質成分
を含む）を区別して解析する方法がなかった
が、本研究では精製オートファゴソームに対
して水溶性ビオチン化試薬での処理を行う
ことで膜の外側に露出した因子（オートファ
ゴソーム外膜因子）だけを特異的にビオチン
化する方法を確立した。複数のビオチン化試
薬で反応条件の最適化を行ったところ、1 
mM Sulfo-NHS-Biotin (Thermo) での処理
によって内容物のビオチン化がないまま外
膜因子を特異的にビオチン化することが可
能となった。 
(4) 上記の特異的ビオチン化後、ストレプト
アビジン磁気ビーズによる精製を行い、得ら
れた精製標品を on beads でトリプシン処理
した後、質量分析に供することで複数の外膜
候補因子を得た。これらの候補因子について
CRISPR 法による遺伝子破壊細胞の作製、お
よび siRNA 法による発現量抑制実験を行っ
た。その結果、いくつかの因子ではオートフ
ァジー活性の低下が見られるもののその表
現型は非常に限定的で、現在のところオート
ファゴソーム膜融合を直接制御する因子の
同定には至っていない。また、我々のグルー
プではオートファゴソーム膜の新規 SNARE
として YKT6 を同定しており、YKT6 が
SNAP29およびSTX7とSNARE複合体を作
ることでオートファゴソームとリソソーム
の膜融合に関与することを報告している（引
用文献②）。 
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