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研究成果の概要（和文）：オートファゴソーム形成に必須のAtg2は脂質輸送活性を持っており、小胞体からオー
トファゴソーム膜へと脂質を供給していると考えられている。Atg2は常に小胞体と結合しているわけではないた
め、オートファゴソーム形成時にのみ小胞体と結合できるようになると予想される。しかしAtg2と小胞体との相
互作用の制御機構はまだ良くわかっていなかった。本研究ではオートファゴソーム形成の場でAtg2がリン酸化さ
れることで小胞体と相互作用できるようになることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Atg2, which is essential for autophagosome formation, has lipid transfer 
activity and is thought to supply lipids from the endoplasmic reticulum to the autophagosomal 
membrane. Atg2 does not always bind to the endoplasmic reticulum, suggesting that it becomes capable
 of interacting with it only during autophagosome formation. However, the regulatory mechanism of 
the interaction between Atg2 and the endoplasmic reticulum remains poorly understood. In this study,
 we obtained results suggesting that Atg2 is phosphorylated during autophagosome formation, which 
facilitates its interaction with the endoplasmic reticulum.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： オートファジー　酵母

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでにオートファゴソーム形成に必須のタンパク質の個々の機能は明らかとなりつつある。しかし、それら
の機能がどのようにして制御されているのか、また、これらタンパク質群がどのように協調的に働いているかな
ど、まだ多くの疑問が残されており、オートファゴソーム形成の完全なる理解には至っていない。本研究ではオ
ートファゴソーム形成に必須のAtg2の機能制御機構に関する知見を得た。本研究での結果を基に研究を進めるこ
とで、オートファゴソーム形成機構のさらなる理解につながると期待できる。

※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 
オートファジーは細胞内成分を「オートファゴソーム」と呼ばれる二重膜小胞で取り囲み、液胞
へと運び、分解する機構である。オートファジーが誘導されると、細胞質に「隔離膜」と呼ばれ
る扁平な⼩胞が現れ、細胞質の⼀部を取り込みながら伸張し、閉じることでオートファゴソーム
が形成される。オートファゴソーム形成時にはオートファゴソーム形成に必須の Atg タンパク
質群が液胞近傍に集積し、pre-autophagosomal structure (PAS) と呼ばれるオートファゴソーム膜
前駆体を形成する。これらの Atg タンパク質がすべて揃って、初めて隔離膜は伸張する。Atg2 は
オートファゴソーム形成に必須の Atg タンパク質である。Atg2 は Atg18 と複合体を形成して、
Atg タンパク質の中で最後に PAS に局在化する。Atg2 を欠失すると、Atg18 を除くオートファゴ
ソーム形成に関わるすべての Atg タンパク質が PAS に局在化するが、隔離膜は形成されない。
そのため、Atg2-Atg18 複合体が隔離膜の膜伸張に重要であることが示唆されていた。しかし長年
その機能は明らかとなっていなかった。私たちは Atg2 の N 末端領域と C 末端領域内にオートフ
ァゴソーム形成に重要な膜結合領域があることを報告し、Atg2 はオートファゴソーム膜前駆体
を小胞体に繋ぎ留めて、膜の伸張を開始するというモデルを提唱した。その後、Atg2 に脂質輸
送活性があることが示され、Atg2 が小胞体から隔離膜へと脂質を直接供給し、隔離膜が伸張す
るというモデルが広く受け入れられている。しかし、Atg2 が小胞体のどこから脂質を引き抜い
ているのかなど詳細な分子機構は明らかとなっていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
オートファジーが誘導されていない時、Atg2 は細胞質中に拡散している。また、オートファジ
ーの誘導条件下でも、PAS が形成できない変異株においては Atg2 が⼩胞体に局在化しない。こ
のことは Atg2 が PAS に局在化し、何らかの作⽤を受けて初めて⼩胞体に結合できるようになる
ことを⽰唆している（図 1）。そこで本研究では Atg2 が PAS でどのような制御を受け、小胞体の
どこと相互作用しているのかを明らかにすることを目的とした。さらに試験管内での小胞体か
らオートファゴソーム前駆体膜への脂質輸送の再構成を目指し、膜伸張反応の具体的なメカニ
ズムの解明を目的とした。 
 

 
３．研究の方法 
本研究では出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae を用いて、分子生物学的手法、生化学的手法、蛍光
顕微鏡解析、電子顕微鏡解析、質量分析など私が所属する研究室でよく行われている手法に加え、
近接依存性標識法を導入し、解析を進めていく計画を立てた。 
 

 
図 1 研究計画 



 
４．研究成果 
これまでの研究により Atg2 の N 末端領域が小胞体との相
互作用に重要であることが示唆されていた。そこで、Atg2 の
N 末端領域がオートファジー誘導時に何らかの制御を受け
るのかを解析した。N 末端にタグを付加した Atg2 を発現す
る細胞の抽出液を 2-ニトロ -5-チオシアナト安息香酸 
(NTCB) で処理し、タンパク質をシステイン残基の N 末端
側で切断し、抗タグ抗体を用いたイムノブロッティングを
行うことで Atg2 の N 末端領域のみを検出する系を構築し
た。この系を用いて Atg2 の N 末端領域の挙動を解析したと
ころ、オートファジーの誘導依存的にアップシフトしたバ
ンドが現れることが分かった。このバンドシフトは Atg2 の
PAS への局在化にも依存しており、Atg2 が PAS で何らかの
修飾を受けることが明らかとなった（図 2）。 
 
 相互作用の制御は多くの場合、翻訳後修飾によって行われる。オートファジーにおいてもリン
酸化によって Atg タンパク質とその結合相手との相互作用が制御されることが数多く報告され
ている。Atg2 についてもオートファジーの誘導依存的にリン酸化されることが報告されている
が、その役割は不明である。これまでに Atg2 のリン酸化部位がいくつか報告されている。これ
らの部位をアラニンに置換した変異体を作製し、オートファジー活性を解析した。しかし、どの
変異体もオートファジーの欠損を示さなかった。次に近縁種間での保存性の高いセリン残基に
注目し、アラニン置換変異体を作製して、オートファジーに重要なセリン残基を探索した。その
結果、N 末端領域内にそのようなセリン残基を二つ見出した。これら残基のアラニン置換はこの
変異体の PAS への局在化には影響を与えなかった。さらにこれら残基のアスパラギン酸やグル
タミン酸に置換した変異体（疑似リン酸化変異体）ではオートファジーの欠損は示さなかった。
これらの結果からこれらのセリン残基がオートファゴソーム形成時にリン酸化される可能性が
考えられたが、このセリン残基が実際にリン酸化されるかは不明である。オートファジー活性に
欠損を示すアラニン置換変異体の N 末端に膜結合性の両親媒性ヘリックスを付加すると、オー
トファジー活性が部分的に回復したことから、これらのセリン残基は Atg2 の膜への結合に関与
することが示唆された。 
 
 Atg2 が小胞体のどこと相互作用するのかを明らかにするため、APEX 法を用いて Atg2 の近傍
にあるタンパク質の同定を試みた。Atg2 の N 末端に APEX2 を付加し、Atg2 の近傍に存在する
タンパク質のビオチン化を行った。ビオチン化タンパク質をストレプトアビジン結合ビーズで
回収し、質量分析により Atg2 に付加された APEX2 によってビオチン化されたタンパク質の同
定を行った。しかし、小胞体膜に局在するタンパク質の同定には至らなかった。また Atg2 と同
様に伸張中のオートファゴソーム膜の先端に局在化する他の Atg タンパク質に APEX2 を付加
し、伸張中のオートファゴソーム膜の近傍に存在する小胞体局在タンパク質の同定を試みたが、
同定には至らなかった。 
 
 PAS にはリン酸化酵素である Atg1 が存在している。また、Atg2 は Atg1 によってリン酸化さ
れるという報告もある。そこで Atg1 によって Atg2 がリン酸化されることで Atg2 が小胞体と結
合できるようになるという仮説を立て検証した。オートファジー誘導条件においても Atg2 は
PAS 局在のみが観察され、小胞体全体への局在化は観察されない。これは Atg1 によるリン酸化
が PAS 上でのみ起こり、小胞体に結合できる Atg2 が PAS に局在化したものに限られているた
めだと考えられる。そこで細胞質で Atg1 によって Atg2 をリン酸化することができれば、Atg2
が小胞体に局在できるのではないかと考え、Atg2 と Atg1 を人工的に結合させた。その結果、
Atg2 の小胞体局在を観察することができた。この Atg2 の小胞体局在には Atg1 のリン酸化活性
や Atg2 のオートファジーに重要な N 末端領域が必要であることが明らかとなった。また、Atg2
が小胞体に局在化する条件で Atg2 を免疫沈降し、共免疫沈降産物の質量分析を行うことで小胞
体に局在する Atg2 の相互作用因子の同定を試みた。Atg2 との相互作用因子の候補因子として細
胞膜と小胞体のコンタクトサイトで働く Scs2 を得た。Scs2 を欠失すると Atg1 と Atg2 を人工的
に結合させても Atg2 の小胞体全体への局在化は観察できなかった。しかし Scs2 を欠失させても
オートファジー活性には大きな影響を与えなかった。Scs2 欠失細胞においても、Atg1 と人工的
に結合させた Atg2 は小胞体近傍に輝点を形成することから、Scs2 以外の因子も Atg2 と小胞体
との相互作用に関与することが示唆された。 
 

 

図 2 NTCB 処理による 
Atg2 の N 末端領域の解析 



 Atg2 過剰発現細胞を長時間培養すると、
Atg2 が細胞膜付近に局在化することを見つ
けた（図 3）。細胞膜の直下には小胞体も存在
しており、Atg2 が小胞体に局在化している可
能性も考えられる。この Atg2 の細胞膜付近
への局在化は Atg2 の結合相手である Atg18
には依存せず、Atg2 の N 末端領域に依存し
ていることを明らかにした。 
 
 本研究課題により Atg2 と小胞体との相互
作用が Atg1 によるリン酸化によって制御さ
れることが示唆された。Atg2 が相互作用する
小胞体の部位に関してはまだ不明な点が残
されている。また、試験管内での小胞体からオートファゴソーム前駆体膜への脂質輸送の再構成
には着手することができなかった。これらの点は今後の課題となる。 

 

図 3 Atg2 過剰発現細胞を YPD で 2 日間培
養した時の Atg2 の細胞膜局在 
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