
東京医科歯科大学・難治疾患研究所・プロジェクト准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

新規オートファジーを制御するUlk1のリン酸化解析とその生理的・病理的意義の解明

Analysis of Ulk1 phosphorylation to control alternative autophagy and 
elucidation of its physiological and pathological significance

１０４４４００１研究者番号：

鳥居　暁（Torii, Satoru）

研究期間：

１８Ｋ０６２１０

年 月 日現在  ３   ６   ５

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：生物を構成する細胞には、オートファジーという自らのタンパク質などを分解し再利
用するメカニズムが備わっている。私の所属研究室においては、オートファジーには大きく二つの経路（通常型
と新規）があることを以前に報告した。両経路においてタンパク質Ulk1が必須であることがわかっていたが、そ
の制御機構は明らかになってなかった。本研究において、Ulk1タンパク質はセリンの746番目のリン酸化によっ
て制御されることで、下流の二つのオートファジーへの分岐が調節されていることが明らかとなった。さらに、
このリン酸化を目印に使うことで生体内での二つの経路を区別しその活性状態をモニタリングできるようになっ
た。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a catabolic process in which cellular contents, such as 
proteins, are degraded. In addition to canonical autophagy, my colleagues previously discovered 
alternative autophagy. Ulk1 is involved in both autophagic pathways. However, the detailed molecular
 mechanisms of Ulk1 regulation remains unclear. In this study, we find that Ulk1 is phosphorylated 
at Ser746 in the initiation of alternative autophagy, but not that of canonical autophagy. The 
activation of alternative autophagy in tissues can be observed by using anti-p-Ulk1746 antibody.

研究分野：細胞生物学(オートファジーと細胞死）

キーワード： オートファジー　Ulk1　リン酸化　RIPK3

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オートファジーは様々な生体現象や疾患にとって重要であることがわかっているが、その中で二種類のオートフ
ァジーが、どのように使い分けられているのかは、これまで不明だった。本研究は、その制御メカニズムを発見
したもので、オートファジー研究に重要な知見を与えるものである。さらに、今回作製したUlk1の746番目セリ
ンのリン酸化抗体を用いることにより、新規オートファジーを捕捉することが初めて可能となったことから、新
規オートファジーに関する研究の今後の発展が期待でき、将来的にはオートファジー異常に関連した疾患治療の
ための医薬設計に指針を与える可能性がある。

※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 
オートファジーは、隔離膜と呼ばれる膜構造で細胞質成分を覆い、オートファゴソームと呼

ばれる二重膜に取り囲んだ後に、オートリソソーム内でミトコンドリアなどの細胞小器官やタ

ンパク質を分解する機構である。酵母を用いた解析によって多くのオートファジー関連タンパ

ク質(Atg)が同定され (引用文献 1)、オートファジーの初期応答には Atg1や Atg5の制御する共

役機構が重要であることが見出されてきた（図 1）。酵母 Atg1の哺乳類ホモログとして Ulk1お

よび Ulk2が同定されており、このタンパク質はリン酸化酵素（キナーゼ）として下流因子をリ

ン酸化してオートファジーを促進することがわかっていた（図 1）。Ulk1はそれ自体リン酸化に

よって制御されており、申請者は以前に Ulk1 の脱リン酸化酵素(ホスファターゼ)として

PPM1D/Wip1を明らかにすることでUlk1の制御機構の一端を見出していた(引用文献 2)。近年、

所属研究室の研究によって、新規のオートファジーが発見された（引用文献 3,  図 1）。この新

規オートファジーは主にDNA損傷によって誘導されAtg5に依存せずに実行されるオートファ

ジーである。新規オートファジーの実行分子の多くは、従来型オートファジーと異なっている

が、Ulk1に関しては共通に利用されている。ここで大きな疑問として (1)同じ Ulk1というタ

ンパク質を経由するに

も関わらず、二種類のオ

ートファジーをどのよ

うに選択して誘導（分岐）

できるのか？ (2)なぜ

二種類のオートファジ

ーがあるのか？新規オ

ートファジーの生理的、

病理的意義は何か？と

いう点が考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究では上記 2 点

の「問い」の回答を示すことが研究の目的である。 

(2)問い(1)を解決する上でリン酸化に注目して研究を行う。今までの Ulk1 のリン酸化解析は従

来型オートファジーへの正か負かの活性の変化、すなわち「ON/OFF」を見るだけのものであ

った。一方、本研究は、従来型オートファジーと新規オートファジーを使い分ける「分岐器:

ターンアウトスイッチ」としての役割を担うリン酸化を見出すものである。 

(3)問い 2)を解決する上で、抗リン酸化抗体を作製し解析に用いる。新規オートファジーに特異

的な Ulk1リン酸化は、当然新規オートファジーのマーカーともなりうるため、この抗体を用い

ることで新規オートファジーの生理的な動向を可視的に解析することが可能となる。「ON/OFF」

だけに注目した場合は見いだされなかったこのような発想はこれまでにないものであり、生理

的、病理的意義の解明においてこの研究分野に新しいアイディアとブレイクスルーをもたらす

と考える。 
 
３．研究の方法 
(1)新規オートファジーに特異的な Ulk1リン酸化部位の同定（2018年度） 



野生型のマウス線維芽細胞（MEF）と従来型オートファジーが起きない Atg5KO MEFに DNA

損傷誘導試薬エトポシドを投与し、Ulk1 タンパク質を免疫沈降して濃縮後、サンプルを

LC-MS/MSにかけ、Ulk1特異的な配列ペプチドからリン酸化部位を同定する。野生型と Atg5KO

の結果を比較して新規オートファジーに特異的なリン酸化部位を選抜する。その際に既に見つ

かっている「ON/OFF」に関わるリン酸化、脱リン酸化は除外する。 

(2)リン酸化と新規オートファジーの関連：細胞生物学的解析（2018年度-2019年度） 

(1)で同定したリン酸化部位に関してセリン等をアラニンに置換した非リン酸化型変異体

（例:SA 変異体）もしくはセリン等をアスパラギン酸に変異したリン酸化模倣変異体（例:SD

変異体）を作製する。Atg5と Ulk1を共に無くした Atg5/Ulk1ノックアウトMEFに上記の変異

体をそれぞれ stable に発現する細胞株を作製する。この細胞株の新規オートファジー誘導能を

オートリソソームの肥大化を指標にして解析する。 周辺配列情報から Ulk1の上流の酵素（キ

ナーゼ or ホスファターゼ）を特定できる場合があるので、データベースを用い関連論文を参

考にして特定する。予測が立った場合に、上流酵素と Ulk1との直接の結合やキナーゼアッセイ

による in vitroの酵素活性の解析を行う。さらにはその酵素の阻害剤やノックアウトMEFを用

いることで新規オートファジーとの関連性を示す。 

(3)-1抗リン酸化抗体の使用とマーカーとしての有用性（2018年度-2019年度） 

 上記の細胞を用いた実験と並行して、抗リン酸化抗体の作製を逐次進める。抗リン酸化抗体

ができ次第、ウェスタンブロットによるリン酸化の同定、細胞染色による解析を行う。さらに

免疫電子顕微鏡法を用いて、詳細にどの構造物に局在するかを解析する。Ulk1/2のノックアウ

トMEFもしくは SA変異体等をネガティブコントロールとして偽陽性を排除し解析を行う。リ

ン酸化のタイミング（無刺激、DNA 損傷誘導時等）、変異体実験での新規オートファジーへの

必要性を吟味し、新規オートファジーマーカーとして使用できるか結論を出す。 

(3)-2新規オートファジーの生理的意義、病理学的影響の解明 （2019年度-2020年度） 

 今までの新規オートファジーの解析には、Atg5ノックアウトの状態にすることで従来型オー

トファジーを排除し、その際でも起こるオートファジーを解析するのが通例だった。しかし上

記の抗リン酸化抗体を用いることで野生型のマウス組織でも新規オートファジーの誘導を可視

化することが可能だと考えられる。野生型および Ulk1ノックアウトマウスを用いて抗リン酸化

抗体で各種組織での免疫

組織化学を行い、新規オー

トファジーの実行部位を

探る。さらにマウスに種々

のDNA損傷等のストレス

を加えた上で同様の解析

を行い、いかなるストレス

に応じてどの細胞、組織で

新規オートファジーが誘

導されるかを明らかにす

る。 
 
４．研究成果 

2018-2020年度において、

研究方法に沿って実験を



行った結果、(1)DNA 傷害（エトポシド

処理）によって新規オートファジーを誘

導した際のUlk1のリン酸化をMS/MS解

析し、新規オートファジーに特異的なリ

ン酸化として 494番目セリンや 746番目

セリンなどを複数同定した。(2)そのリン

酸化されるセリン部位をアラニン置換

した変異体を恒常的に発現した

Atg5/Ulk1 ノックアウト細胞株を作製し、

オートリソソームの肥大化を指標にし

て新規オートファジーへの影響を調べ

た。その結果、746 番目のセリンのリン

酸化が新規オートファジー誘導に必須

であることを見出した（図 2）。(3)同定

したリン酸化セリンを認識する抗リン

酸化抗体を作製した。この抗体は細胞染

色及び免疫沈降実験において十分な結

果を得ることができ、解析の結果からリ

ン酸化 Ulk1 はゴルジ体に特異的に局在

することがわかった （図 3、4）。(4)こ

のリン酸化のキナーゼを同定する上で

リン酸化セリンの周辺配列に着目した。

その結果、ネクロプトーシス誘導因子の

RIPK3 がキナーゼであることがわかり

(図 5)、DNA傷害依存的な新規オートフ

ァジーには RIPK3 が必須であることを

見出した (図 6)。さらに RIPK3はネクロ

プトーシス経路とは独立して、新規オー

トファジーに関与することがわかった



（図 7）。この実験の過程で、新規オートファジーの新たな基質としてインテグリンα5を同定

した。これらの研究結果をまとめた論文は Nature Communicationsに 2020年 3月に受理され、4

月にオンラインにて公開された（引用文献 4）。成果報告段階までの 1 年間で引用数も 15件さ

れており（引用文献 5 等）、国内外で

高く評価されている。 

2020年度は、さらに新規オートファ

ジーの生理的意義、病理学的影響の解

明に関して解析を進めた。今までの新

規オートファジーの解析には、上記細

胞の実験でも見られるように、Atg5

ノックアウトの状態にすることで従

来型オートファジーを排除し、その際

でも起こるオートファジーを解析す

るのが通例だった。そこで、上記の抗

リン酸化抗体を用いることで野生型

のマウス組織でも新規オートファジーの誘導を可視化することができるか解析した。抗リン酸

化抗体で各種組織での免疫組織化学を行った結果、24週齢のマウスにおいて、ストレスに弱い

胸腺細胞での Ulk1のリン酸化のシグナルを検出した。このことからこの抗リン酸化抗体が組織

中での新規オートファジー誘導のマーカーとして有用であることが示唆された。この抗体染色

は新規オートファジーのマーカーとして使用できる可能性が見出された。 
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