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研究成果の概要（和文）：オートファジーに関わるタンパク質群の多くは，出芽酵母からヒトに至る真核生物に
おいて広く保存されている。しかし，一部は高等真核生物に固有の因子であり，高等真核生物のオートファジー
を理解するためには，それらの詳細な構造機能解析が必須となる。
本研究では固有の因子の一つであるFIP200に注目し， ULK複合体としてオートファジーの始動に関わる各因子
（ULK1，Atg13，Atg101）との相互作用解析を行った。Atg101を除く3者は互いに相互作用して複合体を形成する
ことが明らかとなった。その相互作用様式は出芽酵母のホモログと類似点がある一方で，高等真核生物に特有の
ものもあることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Many proteins involved in autophagy are widely conserved in eukaryotes from 
budding yeast to humans. However, some of the proteins are unique to higher eukaryotes such as 
humans. Analysis of the structure and function of these proteins are essential to understand 
autophagy in higher eukaryotes. 
In this study, I focused on FIP200, which is one of the factors unique to higher eukaryotes. 
Moreover, I analyzed the interaction of FIP200 with each factor of ULK complex, ULK1, Atg13 and 
Atg101, involved in autophagy initiation in higher eukaryotes. I found that Atg101 interacted only 
with Atg13, while the other three interacted with each other to form ULK complex. The mode of 
interaction of the three proteins in higher eukaryotes had some similarities with budding yeast 
homologues, while some specificity to higher eukaryotes.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： オートファジー　X線結晶構造解析　分子間相互作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生命科学研究は生体構成の単純なモデル生物を利用して，その作動原理や機能を解明することが多いが，一方で
それは必ずしもヒトなどの高等生物にそのまま当てはめることができない。オートファジーはモデル生物として
出芽酵母を用いてその基本的な作動原理の多くが解明されてきたが，本研究はヒトのタンパク質を用いて実施し
た研究であり，得られた知見も出芽酵母とは似て非なる部分もあった。そのため，ヒトなどの高等生物のオート
ファジーの理解や，オートファジーが関わる疾患の解明やその治療薬開発の一助になることが期待される。

※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(以後、オートファジー)は真核生物に広く保存された基本的な細胞内分

解システムである。オートファジーは多様な生理的機能を担っており、その異常により癌や神経
変性疾患、感染症、代謝性疾患など重篤な疾患が引き起こされる。出芽酵母を用いて、これまで
に多数の Atg 蛋白質が同定された。その多くはヒトなどの高等生物でも保存されている。哺乳類
におけるオートファジーは以下の様な過程で進行する。まず、細胞質中の小胞体近傍の
Autophagosome formation site に Atg 蛋白質群が集積する。続いて、この部分から隔離膜が出現し、
湾曲伸長しながら被分解物を取り囲む。形成された二重膜構造体はオートファゴソームと呼ば
れる。その後、オートファゴソームの外膜はリソソームと融合し、内膜ごとリソソーム内の加水
分解酵素によって分解される。この過程に関わる分子群は複合体形成能や遺伝学的な解析から、
ULK 複合体、Phosphatidylinositol 3 キナーゼ(PI3K)複合体、Atg9、Atg2- WIPI 複合体、Atg12-5-
16L1 結合系、LC3-PE (phosphatidylethanolamine)結合系の 6 つのグループに分けることができる。
このうちユビキチン様の Atg12-Atg5-Atg16L1 結合系、LC3 (Atg8)-PE 結合系の各因子においては、
酵母の因子とともにヒトの因子でも構造解析・機能解析が進められ、よく理解が進んでいる。し
かしながら、それ以外の Atg 蛋白質群については実際にそれらがどのように機能してオートフ
ァゴソーム形成に関わっているのか未解明な部分が多い。また高等生物に特有の因子も存在す
ることから、出芽酵母とヒトなどの高等生物とでオートファジーの過程が異なる可能性が考え
られる。オートファジーという複雑な膜動態を伴う現象の分子機構を解明、およびオートファジ
ーが関与する疾患を理解するためには、これらの因子、特に高等生物に固有のものについての構
造機能解析が強く求められる。 

 
２．研究の目的 
出芽酵母においては Atg1 複合体(Atg1-13-17-29-31)がオートファジーの起点となるが、高等生

物においては ULK 複合体であり、これは 4 つの因子 ULK1/2(Atg1 のホモログ)、Atg13、FIP200 
(Atg17 の機能類縁体)、Atg101 で構成される。FIP200 と Atg101 は高等生物に特有の因子であり、
出芽酵母とそれ以外の生物とでオートファジーの開始機構が異なることが予想され，これらに
ついての構造機能解析が高等生物のオートファジー指導の理解に必要である。Atg101 について
は研究代表者らによって全体構造と機能の一端が明らかとなっていたため（Suzuki et al., 2015），
本研究ではもう一つの特有な因子であるFIP200の構造を明らかにするとともに、ULK1やAtg13、
Atg101 も含めた 4 者複合体での全体像の把握と機能解析を行うことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) タンパク質の調製 
【FIP200】 
全長体の発現を昆虫細胞発現系により行った。発現および精製の過程で分解物が生じること

が明らかとなったため，FIP200 分子を N 末端が和知 C 末端側に分け，発現コンストラクトの検
討を行った。 
【ULK1】 
全長体の発現を昆虫細胞発現系で行うとともに，Atg13 との相互作用に関与するとされる C 末

端側のドメインのみの調製を大腸菌発現系または昆虫細胞発現系で行った。溶解度の向上や精
製を簡便に行うためマルトース結合タンパク質（MBP）を付加しての発現も検討した。 
【Atg13】 
全長体の発現を大腸菌発現系により行った。ただし，すでに明らかとなっている Atg101 との

結合が見られなかったため，適切な立体構造を保持していないと考えられた。そのため，昆虫細
胞発現系でも試料調製を行った。Atg13 の C 末端側の天然変性領域（IDR）は FIP200 や ULK1 と
の相互作用に重要であることから，領域を区切ったコンストラクトを GST 融合タンパク質とし
て大腸菌発現系により調製した。 

 
(2) 調製サンプルの性状解析と結晶化スクリーニング 

(1)の発現サンプルはいずれもゲル濾過クロマトグラフィーにて単一のピークとなるまで精製
を行った。それらの試料は動的光散乱法（DLS）により単分散であるか否かを調査するとともに，
CD スペクトル測定により二次構造情報を取得し，結晶化妥当性の評価をした。その上で，結晶
化スクリーニングを実施した。スクリーニングは sitting drop 蒸気拡散法により 20°C で行った。
結晶化剤として市販のスクリーニングキットを用いた。 

 
(3) タンパク質間相互作用の解析 

(1)および(2)を完了したサンプルを用い，pulldown アッセイにより相互作用領域を決定した。
相互作用領域が限定されたら，等温滴定カロリメトリー(ITC)によって，その結合定数を決定し
た。 

 



４．研究成果 
(1) タンパク質の調製と性状解析 
【FIP200】 
ヒト FIP200 の全長は 1594 アミノ酸残基からなる。全長体は一部切断を受けることから，背う

段が予想される領域をトリミングした試料（FIP200FLmimic）を調製した。併せて，N 末端側（ア
ミノ酸残基 1–624）と C 末端側（アミノ酸残基 838–1594）に分割した試料も調製した。これら
は DLS による性状解析と CD スペクトルによる二次構造解析を行った（図１）。DLS から，それ
ぞれの分子サイズは 58.3 nm, 26.4 nm, 30.4 nm であった。CD スペクトルから α-helix に富んだ構
造であることがわかった。アミノ酸配列から計算される分子量と併せて考えると，分子全体が細
長い構造をしていることが予想された。 

【ULK1】 
ヒト ULK1 の全長は 1051 アミノ酸残基からなる。種々の方法で全長体の発現を試みたが，調

製はできなかった。そこで，C 末端側（アミノ酸残基 834–1051）のみを調製することとした
（ULK1_C）。ただし，C 末端側ドメイン単独では試料が凝集してしまうため，MBP 融合タンパ
ク質（MBP-ULK1_C）として調製するか，あるいは結合相手である Atg13 と共発現して調製す
る必要があることが明らかとなった。 
【Atg13】 
ヒト Atg13 の全長は 517 アミノ酸残基からなる。N 末端側（アミノ酸残基 1–190）は HORMA

ドメインと呼ばれ，Atg101 との相互作用に関わる。大腸菌で発現した試料は SDS-PAGE で全長
体ではあるものの，Atg101 との相互作用を検出できなかった。すなわち，HORMA ドメインが
適切な立体構造を保持していないことが考えられた。この点を回避するため，昆虫細胞で発現し
た全長 Atg13 を準備した。当該試料は Atg101 と結合することが可能であり，適切な立体構造を
保持していると考えられた。 
【Atg101】 
大腸菌で調製した試料で結晶構造が報告されているため，試料調製は容易であったが，前述の

その他の試料が昆虫細胞での発現が必須であり，特に相互作用相手である Atg13 の安定化のた
めには共発現が必要であるため，昆虫細胞での発現系を利用して調製することとした。 

 
 (2) タンパク質間相互作用の解析 

Atg101 と Atg13 の相互作用領域を除いて，4 者の相互作用関係および相互作用領域が十分に
同定されていなかったため，pulldown アッセイおよび ITC によ
り解析を行った。 
【Atg13 と ULK1】 

Atg13 は前述の通り，517 アミノ酸残基からなり，その C 末端
側は IDR である。また，ULK1 は出芽酵母 Atg1 のホモログであ
る。出芽酵母においては，Atg13 の IDR と Atg1 の C 末端側ドメ
インが相互作用することが明らかとなっている。ヒト Atg13 と
ULK1 においても，Atg13 の IDR と ULK1_C が相互作用するこ
とが考えられた。Atg13 の IDR を断片化し，どの領域が ULK1_C
と相互作用するか否かを検討したところ，最も C 末端側（アミ
ノ酸残基 490–517）の領域が重要であることが明らかとなった
（図 2）。ITC を用いて，Atg13_490–517 と MBP-ULK1_C の
結合定数を決定したところ，およそ 60 nM であった。 
 
【FI200 と Atg13】 

図 1. FIP200 の調製と性状解析 

図 2. Atg13 と ULK1 の相互作用 



FIP200 は巨大なタンパク質であるが，その N 末端側は出芽酵母の Atg17 のホモログであると
される。出芽酵母では Atg13 が IDR 上の 2 箇所で Atg17 と相互作用する。ヒトのホモログタン
パク質でどのようになるか検証した。FIP200 は C 末端側ではなく，Atg17 ホモログである N 末
端側で Atg13 と相互作用することが明らかとなった（図 3A）。さらに領域を絞っていくと，Atg13
の 368–400 および 436–457 の 2 箇所が FIP200 の N 末端側との相互作用に重要であり，まさに出
芽酵母の場合と同様の相互作用様式であることが示唆された（図 3B）。結合定数を決定するため，
それぞれの領域のペプチドを調製したが，368–400 の領域はペプチドが会合してしまい，ITC 測
定を行うことができなかった。436–457 の領域はペプチドとして調製可能であり，ITC 測定を実
施したところ，FIP200 の N 末端側との結合定数はおよそ 20 nM であった。また，FIP200 の N 末
端側とは，490–517 領域（ULK1 との相互作用領域）は結合しない。 

 
【FI200 と ULK1】 
前述したように FIP200 と ULK1 はそれぞれ出芽酵母の

Atg17 と Atg1 のホモログとされる。出芽酵母においては両者
の相互作用は報告されていない。他方，哺乳類では細胞内で
FIP200 と ULK1 が直接相互作用することが報告されている
（Ganley et al., 2009）。この点について in vitro で検討した。
ULK1_C は単体では凝集してしまうことから，Atg13 の C 末
端（458–517 領域または 490–517 領域）と共発現し，複合体
を形成した試料を用いた。前述したように FIP200_N と Atg13
の当該領域は直接相互作用しない（図 3B）。他方，ULK1_C と
Atg13 を共発現させた試料では FIP200_N との相互作用が確
認できた（図 4）。 
 
(3) 結晶化スクリーニング 
相互作用解析で使用した試料を用いて，結晶化スクリーニ

ングを行ったが，いずれも良質な結晶は得られなかった。
IP200 に関しては，その分子形状が細長いことが予想され，特
に分子の長軸方向での分子間接触が限定されるため，結晶成
長が進みにくいことが一因であると考えられた。ULK1_C
は，単体の性状が悪いこと，それを回避するために MBP 融
合タンパク質としたが，その場合には溶解度が上がりすぎてしまうことが要因となって結晶が
得られにくくなっているものと考えられた。また，これらの分子形状や性状と併せて，複合体と
した場合にはその結合が安定なものではない（強い結合ではない）ため，安定な複合体としての
存在比率が相対的に低く，その結果として結晶が得られなかったと考えられた。 
 
 

 
 

図 3. FIP200 と Atg13 の相互作用 

図 4. FIP200 と ULK1 の相互作用
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