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研究成果の概要（和文）： 
 オートファジーは、真核生物がもつ細胞内分解系の一つであり、ほ乳動物においては、飢餓
適応・細胞内品質管理・生体防御などさまざまな生理的役割を果たしていることが近年明らか
となった。しかしながらその制御機構については未だ不明な点が多い。本研究課題では、自然
免疫系とオートファジーの相互制御機構について研究を行った。その結果、これまで自然免疫
系で働くアダプター分子と考えられてきたタンパク質TAB2, TAB3が基底レベルのオートファジ
ーを負に制御することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Autophagy is an intracellular bulk degradation system conserved among eukaryotes. In 
mammals, autophagy plays many physiological roles such as starvation response, protein 
quality control, host defense and so on. However, the molecular mechanisms of autophagy 
regulation are not well understood. Here, I focused my study on cross-regulatory 
mechanisms of innate immunity and autophagy. I found that TAB2 and TAB3, previously 
characterized as adapter proteins involved in innate immunity, negatively regulate basal 
autophagy in mammalian cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、ほ乳動物においてオートファジーが
飢餓適応以外にも細胞内品質管理・発生・自
然免疫・獲得免疫・プログラム細胞死・がん
抑制など様々な高次生命現象にも関わって
いることが急速に明らかとなってきた。この
ような多様な場面でオートファジーが適切
に機能するためには、それぞれに特異的な制
御機構が存在すると考えられるが、それに直
接関わる分子やそれらの作用機序について
は未だ不明な点が多く、今後解明されるべき
重要課題となっている。研究代表者は、
LPS/TLR4 シグナル伝達経路で必須の役割を
果たすプロテインキナーゼ TAK1 のアダプタ
ー分子 TAB2, TAB3 を同定し、その機能解析
を行ってきた。TAB2, TAB3の未知の分子機能
を探る目的で yeast two-hybrid screening
を用いて TAB3 結合タンパク質を探索した結
果、オートファジー制御タンパク質の一つ
Beclin-1がTAB2およびTAB3と結合すること
を独自に見いだした。そこで、TAB2, TAB3が、
自然免疫系とオートファジーの間をつなぐ
制御因子として機能する可能性を考え、本研
究課題を立ち上げた。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題においては、まず TAB2 および
TAB3 がオートファジー制御に関与するのか
どうか、もしそうなら TAB2, TAB3 は全ての
オートファジーに共通の制御因子として働
くのかそれともある特定の刺激に応答して
オートファジーを制御する刺激特異的な制
御因子として働くのか、TAB2, TAB3がどのよ
うなメカニズムでオートファジーを制御す
るのか、TAB2, TAB3によるオートファジー制
御の生理的意義は何か、あるいは Beclin-1
が TAB2, TAB3 を介して TLR シグナルの調節
に関わる可能性があるのか、また、TAK1はオ
ートファジーに関与するのかどうか、を明ら
かにすることを目的として、以下の研究を行
った。 
 
３．研究の方法 
（１）TAB2, TAB3がオートファジー制御因子
として機能するかどうかの検討 
 まず、TAB2およびTAB3がオートファジー
の制御に関与するかどうかを調べるため、
RNAi法を用いてこれらの遺伝子のノックダ
ウンを行い、基底レベルのオートファジー、
飢餓・低酸素・TRAIL刺激などによって誘導
されるオートファジーに対する影響を調べ
る。逆に、TAB2またはTAB3の過剰発現がオ
ートファジー活性にどのような影響を及ぼ

すかを検討する。オートファジー活性の検出
は、特異的基質の一つとして知られる内在性
p62/SQSTM1のタンパク量および、オートファ
ゴソームマーカーとして知られるLC3-IIの
増減によって行う。 
（２）TAB2, TAB3によるオートファジー制御
の分子機構の解明 
 次に、TAB2, TAB3によるオートファジー制
御の分子機構を明らかにするため、過剰発現
系および内在性レベルにおいて、TAB2および
TAB3とBeclin1の相互作用、細胞内局在の変
化を検討する。相互作用の検出は、免疫沈降
法またはショ糖密度勾配遠心法を用いて行
い、細胞内局在は蛍光タンパク質を融合させ
たGFP-TAB2, RFP-Beclin1を細胞に発現させ
て、共焦点レーザースキャン顕微鏡を用いて
観察する。 
（３）TAK1がオートファジーに関与する可能
性の検討 
 TAK1ノックアウトマウス由来の胎児繊維
芽細胞(MEF)を使って、TAK1がオートファジ
ーに必須かどうか検討する。また、TAB2によ
るオートファジー制御がTAK1に依存するか
どうかを調べるため、TAB2の過剰発現との組
み合わせで、野生型、ドミナントネガティブ
変異型TAK1の効果も検討する。 
（４）Beclin-1がTLRシグナルの制御因子と
して働く可能性の検討 
 RNAi法を用いてBeclin-1をノックダウン
し、LPS刺激によるIL-6の産生に変化が生じ
るかどうかをELISA法で測定する。 
 
４．研究成果 
（１）TAB2 および TAB3 がオートファジー制
御因子として機能するかどうかを明らかに
するために、HeLa, MCF-7, MEFの各細胞を用
いて RNAi ノックダウンを行った。ウェスタ
ンブロットまたは RT-PCR 法でそれぞれのタ
ンパク質発現量、mRNA発現量を検出し、遺伝
子ノックダウンができていることを確認し
た。また、この実験から、TAB2,TAB3 のどち
らかをノックダウンすると、それだけで細胞
死が誘導されることを発見した。一方、TAK1
をノックダウンしても細胞死は全く起こら
なかったことから、TAB2, TAB3 は TAK1 非依
存的に細胞の生存に必須の役割を果たして
いると考えられる。TAB2 または TAB3 のいず
れかをノックダウンしただけでは、内在性
p62/SQSTM1 の発現量に変化は認められなか
ったが（data not shown）、TAB2, TAB3 を同
時にノックダウンした細胞における
p62/SQSTM1の発現量には、コントロールと比
べて著明な低下が認められた（図１）。この



 

 

時、細胞は常に通常の条件で培養していたこ
とから、これらの細胞では基底レベルのオー
トファジー活性が亢進している可能性が示
唆された。そこで、この p62/SQSTM1 の発現
低下がオートファジーの亢進によるものか
どうかを明らかにするために、ATG5ノックア
ウト MEF（東京医科歯科大学水島昇教授より
分与）を用いて、TAB2, TAB3ノックダウンの
効果を検討した結果、ATG5ノックアウトMEF
においては、TAB2,TAB3 ノックダウンによる
p62/SQSTM1 の発現減少がほとんどおこらな
いことがわかった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方、全長の TAB2 を過剰発現させた場合
は、逆に内在性 p62/SQSTM1 の発現量が上昇
し、TAB2 の C 末約 300 アミノ酸のみや N 末
400 アミノ酸のみを含む欠失変異体ではその
ような効果がなかった。また、野生型または
キナーゼネガティブ型 TAK1 を共発現させた
場合、全長TAB2の過剰発現によるp62/SQSTM1
の蓄積を促進することも阻害することもな
かった（図２）。以上のことから、TAB2, TAB3
が TAK1 非依存的に基底レベルのオートファ
ジーを負に制御すると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）TAB2, TAB3によるオートファジー制御
の分子機構を明らかにするため、Beclin-1と
の結合、他のオートファジー制御因子ATG13, 
ULK1, FIP200 との結合、ULK1 によるリン酸
化修飾を検討した。その結果、TAB2, TAB3は
coiled-coil モチーフを含む C 末の領域で
Beclin-1 と結合することが明らかとなった
（図３）。また、TAB2とBeclin-1の細胞内局
在が一致することも見いだした（data not 
shown）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに、TAB2はATG13とも結合できること、
また、TAB2 は ULK1 依存的に細胞内において
リン酸化されることが明らかとなった（図
４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１：TAB2, TAB3のノックダウンによる基底レベル
オートファジーの亢進 

図２：TAB2の過剰発現による基底レベルオートフ
ァジーの阻害 

図３：293T 細胞における TAB2 と TAK1 または
Beclin-1との相互作用 

図４：A. 293T細胞における TAB2と ATG13との相
互作用，B. 293T細胞における ULK1による TAB2の
リン酸化  
 



 

 

 これらの結果から TAB2,TAB3 が Beclin-1
との結合を介してオートファジーの制御を
行っていることが示唆され、また、TAB2,TAB3
複合体自体が ULK1 による制御を受ける可能
性も考えられる。しかしながら、細胞内在性
レベルでの相互作用については、飢餓・低酸
素・TRAIL など様々なオートファジー誘導刺
激について、免疫沈降法およびショ糖密度勾
配遠心法を用いて詳しく検討したが、相互作
用を示すデータは得られなかった。今後、検
出方法や刺激の種類を変えて引き続き検討
する予定である。 
（３）TAK1 ノックアウト(KO)MEF を用いて
TAK1 がオートファジー制御に必須かどうか
を検討した。その結果、少なくとも、基底レ
ベルのオートファジーおよび、飢餓誘導性の
オートファジーに関しては野生型と TAK1KO 
MEF において差は認められなかった（図５）。
したがって、この系において TAK1 はオート
ファジー制御に必須ではないと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）Beclin-1がTLRシグナルの制御因子と
して働くかどうかを明らかにするために、
MEFにおいて内在性Beclin-1をノックダウン
し（タンパクレベルで 90%以上のノックダウ
ンを確認）、LPS刺激３時間後および６時間後
の培養上清に含まれる IL-6 の量を ELISA 法
にて測定した。その結果、コントロールと
Beclin-1 ノックダウンの間に全く差は認め
られなかった（data not shown）。ノックダ
ウンの効率が十分でない可能性が残っては
いるものの、Beclin-1がTLRシグナルの制御
因子として必須の働きをする可能性は低い
ことが示唆された。 
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