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研究成果の概要（和文）：オートファジータンパク質Atg2は小胞体と隔離膜を係留しリン脂質を小胞体から隔離
膜へ輸送するが、そのリン脂質輸送の仕組みはこれまで明らかにされていなかった。本研究では単粒子解析や
AlphaFold2から得られた構造情報を利用することで、Atg2のリン脂質輸送について詳細な解析を行った。構造情
報に基づくと、Atg2は分子の長軸に沿って脂質を結合することが可能な疎水性の溝を持っている。溝を狭めると
予測されるアミノ酸欠損は、Atg2の脂質輸送能を低下させ、オートファジーを阻害した。以上の結果は、Atg2が
小胞体と隔離膜をつなぐリン脂質の輸送橋として機能していることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：The autophagy-related protein Atg2 tethers the endoplasmic reticulum (ER) to
 the isolation membrane (IM) and transfers phospholipids from the ER to the IM. The mechanism of 
Atg2-mediated phospholipid transfer has not been elucidated. In this study, we obtained structural 
information of Atg2 using single particle analysis and AlphaFold2 and used it to investigate how 
Atg2 transfers phospholipids. Based on the structural information, Atg2 has a long hydrophobic 
groove for phospholipid binding. Amino acid deletion predicted to narrow the groove of Atg2 reduced 
the phospholipid transfer activity of Atg2 and impaired autophagy in yeast cells. These results 
suggest that Atg2 acts as a bridge for phospholipids to move from the ER to the IM.

研究分野： 構造生物

キーワード： オートファジー　脂質輸送
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞が機能を維持する上で、オルガネラ間の脂質のやり取りは必要不可欠である。膜間での大量のリン脂質移動
は膜同士の接触によって起こると考えられてきた。本研究成果は、脂質輸送タンパク質によっても大量のリン脂
質の移動が起こりうることを示しており、オートファジー分野だけにととどまらず細胞生物学的にも学術的意義
が高い。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
オートファジーは、隔離膜（オートファゴソーム前駆体）と呼ばれる一過性の巨大オルガネラ

を利用して多様な細胞構成物を液胞/リソソームに輸送し分解を行うプロセスである。オートフ
ァジー関連タンパク質 Atg2 は隔離膜先端と小胞体を係留し、隔離膜伸長に必要なリン脂質を小
胞体から隔離膜へ輸送しているのではないかと考えられていた（引用文献 1）。しかし、膜間で
の大量のリン脂質の移動は膜同士の接触で起こると一般的には考えられており、果たして Atg2
がリン脂質輸送の主要な担い手であるのか、そして Atg2 がどのようにしてリン脂質を輸送して
いるのかは明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
Atg2 の構造機能解析を行うことで隔離膜への脂質供給の仕組みを解明する。 
 
３．研究の方法 
出芽酵母 Atg2 を対象とした構造機能解析を行った。当初はクライオ電子顕微鏡を用いた単粒

子解析によって Atg2 の立体構造決定を試みたが、機能解析の基盤となるほどの高分解能構造を
得ることはできなかった。そこで AlphaFold2 による予測構造に基づいて、Atg2 の脂質輸送活性
を低下させうる変異体をデザインし、変異体の活性（膜係留活性、脂質輸送活性）および変異体
がオートファジーに及ぼす影響を調べた。 
単粒子解析のための画像データの収集は Talos Arctica で行い、画像解析には Relion を使用

した。Atg2 の原子モデルは AlphaFold Protein structure Database から取得した。Atg2 変異体
の構造予測には AlphaFold2 を使用した。オートファジー活性の評価は Pgk1-GFP cleavage 
assay 、aminopeptidase 1  maturation assay によって行った。Atg2 の膜係留能に関しては、
リポソームの粒子径分布の変化を動的光散乱で測定することによって評価した。Atg2 の脂質輸
送活性は、蛍光脂質とリポソームを利用したアッセイよって評価した。機能解析に関しては、共
同研究者の協力のもと行った。 
 
４．研究成果 
単粒子解析の結果、出芽酵母由来

Atg2 の三次元再構成像（分解能 9.5
Å、FSC=0.143）の取得に成功した。
三次元再構成像は細長い形をしてお
り、像の長軸に沿って長い空洞（～
160Å）が存在していた（図）。Atg2 の
アミノ酸配列に基づくと、観察され
た内部空洞は疎水性アミノ酸によっ
て構成される脂質結合部位ではない
かと推測された。Atg2 は脂質輸送能
に加えて膜同士を係留する機能も有
している。そのため、Atg2 は小胞体
と隔離膜をブリッジし、疎水性空洞
を通してリン脂質を隔離膜側へ輸送
している可能性が考えられた。 
構造情報に基づく機能解析が仮説

の検証に必要であったが、機能解析
の基盤となるような高分解能構造を
実験的に決定することはできなかった。そこで、AlphaFold2 による Atg2 の予測構造を機能解析
の基盤として利用した。予測構造の形状は再構成像と似ており、構造の長軸に沿って疎水性の溝
が存在していた。溝の大部分はハーフパイプ状の繰り返し構造によって構成されており、そこに
は溝の開口部を跨ぐ特徴的なループ構造(ARCH)が複数見られた。ARCH の長さを短くすると、疎
水性溝が狭くなることが AlphaFold2 により予測された。そこで共同研究者の協力のもと、ARCH
を短くした Atg2 変異体を複数作製し、それら変異体を発現させた出芽酵母のオートファジー活
性を調べた。その結果、細胞内局在や他因子との相互作用が正常にも関わらず、オートファジー
を阻害する変異体が含まれていることが明らかとなった。その変異体の膜係留能は野生型と同
等である一方で、脂質輸送能は野生型と比べて低下していた。以上の結果は、疎水性溝が狭くな
ることで Atg2 から隔離膜へのリン脂質の移動が妨げられたことを示唆しており、Atg2 が「橋」
として機能することでリン脂質を隔離膜へ運んでいるのだと考えられる。また、ARCH 変異が Atg2
の脂質輸送能だけを低下させ、それがオートファジーの阻害へとつながったことから、隔離膜へ
のリン脂質輸送の主要な担い手は Atg2 ではないかと考えられる。 
 

 

図 Atg2 の三次元再構成像と AlphaFold2 予測構造 
(A)三次元再構成像（左）とその断面図（右）（B）
AlphaFold 構造 
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