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研究成果の概要（和文）：オートファジーの始動はPASが担っている。ユビキチン様タンパク質Atg8は、ユビキ
チン結合系に類似した酵素反応でホスファチジルエタノールアミンと可逆的に結合し、オートファジーの膜伸長
に直接関わる重要な分子であるが、その意義についてはこれまでわかっていなかった。本研究では新たに液－液
相分離の視点を導入することで、細胞内におけるAtg8結合反応系の真の制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：PAS is responsible for initiating autophagy. The ubiquitin-like protein Atg8
 is reversibly conjugated with phosphatidylethanolamine in an enzymatic reaction similar to the 
ubiquitin-binding system and is an important molecule directly involved in membrane elongation 
during autophagy. However, its precise role in autophagy has not yet been elucidated. By introducing
 a new perspective of liquid-liquid phase separation, this study revealed the mechanism of the 
actual regulation of the Atg8-conjugation reaction system in the cell.

研究分野： 生化学

キーワード： オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では従来型の酵素学的研究のみ行われてきたオートファジー結合系に液-液相分離の概念を導入すること
で、これまでとは全く異なる視点からの研究が展開された。このような視点に基づいた研究は先進的であり、オ
ートファジーのメカニズム解明に革新をもたらしたばかりでなく、今後は液-液相分離による細胞内反応制御と
いう細胞生物学における新しい切り口の研究領域の創成にも貢献していくものと考えられる。

※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 
細胞内のタンパク質やオルガネ

ラが適切に分解されることは、細
胞が正常に機能するために重要で
ある。オートファジーは、栄養飢
餓などに応じて、細胞が自身の構
成成分である細胞質やオルガネラ
をリソソーム/液胞に輸送し、分解
する現象である。オートファジー
が飢餓などで誘導されると、被分
解物を細胞質から隔離する“オー
トファゴソーム”と呼ばれる二重
膜構造体が形成される(図 1)。出芽酵母では飢餓条件下、約２０種類ある Atg（AuTophaGy）タン
パク質の殆どが液胞近傍のプレオートファゴソーム構造体 (pre-autophagosomal structure : 
PAS) に局在し、隔離膜の形成に働くが、そのメカニズムは依然として謎に包まれている。Atg1、 
Atg13、 Atg17、 Atg29、 Atg31 の５つのタンパク質からなる Atg1 複合体は、それぞれの因子
が数十コピーからなる高次の多量体を形成することで PAS の足場を形成し、オートファジーの
始動に働く。研究代表者らはこれまでに、天然変性タンパク質である Atg13 が Atg17 同士を架橋
することで Atg1 複合体の高次会合を引き起こすこと、それが PAS 構築およびオートファジー始
動に重要であることを明らかにした（Dev. Cell, 2016）。さらに研究代表者らは Atg1 複合体が
試験管内において液-液相分離を引き起こし、球状の会合体（液滴）を形成すること、酵母にお
ける PAS も液滴の性質を持つことを見出した（Nature, 2020）。細胞内には核小体やストレス顆
粒など、膜のないオルガネラが多数存在しており、それらは天然変性タンパク質や核酸などが液
-液相分離することで形成される。膜のないオルガネラの特徴として、必要な時に現われ、不要
になると消失するようなダイナミックな動態を示すこと、周囲との速い分子交換や高い内部流
動性などの液体の性質を持つことが知られている。すなわち PAS は膜のないオルガネラの一種
であると考えられた。 
Atg1複合体がPASの足場を形成したのち、

下流 Atg 因子が PAS 局在することでオート
ファゴソーム形成が進行する。ユビキチン
様タンパク質であるAtg8と Atg12は共通の
活性化酵素 (E1) であるAtg7により活性化
されたのち、結合酵素 (E2) である Atg3 と
Atg10 にそれぞれ受け渡され、最終的には
Atg8-PE (phosphatidylethanolamine) 結合
体と Atg12-Atg5 結合体を形成する(図２)。
これら結合体は PAS および伸張中の隔離膜
上に局在し、オートファゴソーム形成に働
く。Atg12-Atg5 結合体は細胞質で恒常的に形成されるのに対し、Atg8-PE 結合体は飢餓時にのみ
大量に形成されることが知られており、それがオートファゴソーム形成に重要である。すなわち
後者には飢餓時に反応を亢進させるメカニズムが存在すると思われる。研究代表者らはこれま
で、2つの結合系について X線結晶構造解析と in vitro での結合反応再構成系という手法を用
いて研究を行ない、これら因子群の立体構造と特異的な結合反応のメカニズム解明を進めてき
た。その過程で、in vitro では Atg7 は Atg8 をその特異的 E2 酵素である Atg3 だけでなく、
Atg12 の E2 酵素である Atg10 へも効率的に受け渡してしまうこと、その結果 Atg8 は Atg5 と結
合体を形成してしまうことに気がついた（Nat. Struct. Mol. Biol., 2012）。同様に in vitro
では Atg7 は Atg12 を Atg10 だけでなく Atg3 にも受け渡してしまう。一方で細胞内では Atg8 は
PE に、Atg12 は Atg5 に厳密にコントロールされて結合することから、in vitro の系には何か重
要な要素が欠けていると思われた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、研究代表者が最近見出した『PAS は足場複合体が液-液相分離することで形

成された膜のないオルガネラである』という知見を発展させ、液滴状 PAS と PAS に局在する下流
Atg タンパク質群との関連性の解析を通して、これまでとは異なる新しい見方から PAS の機能を
捉え直すことである。２つの Atg 結合系は、オートファジー関連膜のマーカーとしての有用性か
らオートファジー研究の黎明期から注目されてきたものの、その反応制御や分子機能に関して
深い理解がなされぬまま現在に至る。本研究を遂行することによって、長らく不明であった詳細
な制御機構を明らかにする。  
 

 図２ ２つのユビキチン様結合系 

 図１ オートファジーの模式図 



３．研究の方法 
 
本研究では、液滴である PAS が Atg 結合反応に果たす役割を明らかにするため、in vitro に

おける再構成実験を行うとともに、得られた知見を出芽酵母を用いた in vivo 実験により検証
する。 
（１）in vitro 再構成実験 
精製した Atg1 複合体 を in vitro で液-液相分離させることで Atg1 複合体液滴を作製し、PAS
液滴のモデルとして用いる。そして蛍光標識した２つの結合系の構成タンパク質を順次添加し、
共焦点レーザー顕微鏡を用いて液滴に対する各因子の局在を定量的に調べる。さらに様々な組
み合わせで結合系の因子を液滴に導入し、因子間相互作用が局在に与える影響を解析する。次に
Atg8 結合系の因子群（PEとしてリポソームも含める）、Atg12 結合系の因子群、あるいはその両
方を ATP と混合することで、Atg8-PE 結合反応と Atg12-Atg5 結合反応を in vitro 再構成し、そ
れに対する Atg1 複合体液滴添加の影響を解析する。 
（２） in vivo 実験 
（１）で得られた知見について、出芽酵母を用いた変異体実験により検証する。 
 
４．研究成果 
 
精製した Atg1 複合体 を in vitro で液－液相分離させることで Atg1 複合体液滴を作製し、

PAS 液滴のモデルとして用いた。まず、Atg8-PE を形成するために必要な 2つのユビキチン様結
合系を構成するタンパク質群（Atg7、Atg3、Atg8、Atg10、Atg12-Atg5-Atg16 複合体）を蛍光標
識したうえで、PAS 液滴にそれぞれ添加し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて液滴に対する各因子
の局在および浸潤度を定量的に調べた。その結果、Atg8 や Atg12-Atg5-Atg16 複合体が速やかに
液滴内に浸潤する一方で、当初の予想に反してそれ以外の因子は液滴内に浸潤しづらいことが
明らかになった。この結果から、PAS 液滴が Atg8 脂質化反応の反応場として働くことが強く示
唆された。そこで、結合系の因子群（PEとしてリポソームも含める）を ATP と混合することで、
Atg8-PE 結合反応を in vitro 再構成し、それに対する PAS 液滴添加の影響を解析した。その結
果、PAS 液滴存在下で、Atg8-PE 形成が促進されることが明らかとなった。 
一方、Atg8 結合系によって形成される脂質化 Atg8 は、細胞膜をはじめとする PAS ではない場

所で形成されると、Atg4 という脱脂質化酵素によって速やかに脱脂質化されることが知られて
いた。そこで研究代表者らは Atg4 の制御因子を長らく探索してきたが、これまでその因子を同
定できていなかった。本研究において液滴存在下で in vitro の Atg8 脱脂質化実験を行ったと
ころ、液滴が存在すると Atg8 の脱脂質化反応が阻害されることを見出した。つまり Atg4 の酵素
活性の制御は、他の分子との相互作用や、リン酸化などの翻訳後修飾によって立体構造が変化す
ることによって行われているというよりは、むしろ PAS 液滴内部に浸透しづらいという局在の
制限に起因していることが示唆された。 
さらに、近年予測構造の正確性が話題となっているプログラムである AlphaFold2 を用いた予

測構造をもとに、Atg1 複合体液滴（PAS 液滴）における Atg8-PE の脱脂質化反応制御の分子機構
に焦点を当てて様々な解析を行った。PAS の足場タンパク質 Atg17 と E3 酵素複合体の構成タン
パク質 Atg12 の複合体構造から、相互作用に重要と思われる残基を同定し、変異実験を行った。
その結果、プルダウンアッセイにおいて Atg12 と Atg17-Atg29-Atg31 間の結合がみられなかっ
た変異体では、液滴への Atg12 の濃縮が起こらないことが明らかになった。また、出芽酵母にお
いても変異体株では PAS に Atg12-Atg5-Atg16 複合体が局在しなくなった。これらの実験から、
Atg12-Atg17 間相互作用が Atg12-Atg5-Atg16 複合体を PAS に濃縮するメカニズムであることが
示唆された。今後は分子間の相互作用をより詳細に検討するために、NMR と ITC を利用した解析
を合わせて行っていく。 
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