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研究成果の概要（和文）：オートファジーは細胞内の異常タンパク質の除去、抗がん作用および
病原体侵入に対する防御機構等に関与する主要な細胞内タンパク質分解システムである。申請
者らは、小胞輸送に関与する低分子量 GTPase である Rab32 が、オートファゴソーム形成とタ
ンパク質凝集体のオートファジーによる除去に関与することを見出した。さらに、本研究は、
これまで明らかにされていなかったオートファゴソーム膜の由来が小胞体膜であることを明ら
かにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Autopagy is a major intracellular protein degradation system 
involved in eliminating aberrant protein aggregates, protecting against tumors, and 
defending against pathogen invasion. Here we show that a small GTPase, Rab32, is a novel protein 
required for the formation of autophagic vacuoles and regulates the clearance of aggregated proteins by 
autophagy. Although there is a long-standing debate concerning from where the autophagosomal 
membrane is derived, we found that Rab32 facilitates the formation of autophagic vacuoles whose 
membranes are derived from the ER and regulates the clearance of aggregated proteins by autophagy. 
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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の異常タンパク
質蓄積の除去、抗がん作用、抗病原体侵入作
用といった多様な疾病のメカニズムに抜本
的に関わる細胞内の防御作用として、予防医
療という観点から近年、注目を浴びている研
究分野である。さらに、過食の時代といわれ
る昨今、飢餓時の生体応答のメカニズムを解
明することで生活習慣病の予防及び治療に

つながることも期待されている。オートファ
ジーは生体が飢餓状態に曝された際に誘導
される生体防御機構であるが、同時に、細胞
構成成分を少しずつ分解し、生命維持に必要
不可欠な代謝回転に寄与しているため、生理
機構として定常状態においても行われてい
る現象である。これまで、オートファジーに
よる物質分解の主な細胞内小器官であるオ
ートファゴソームの形成に関わる遺伝子と
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して ATG 遺伝子群が同定され、その機能解
析が行われてきた。しかしながら、オートフ
ァゴソームの“基”である隔離膜の由来につ
いては明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
	 これまで、オートファジーに関する研究は
主に Atg関連タンパク質の機能解析を中心と
して行われてきた。本研究は Rabタンパク質
という膜輸送の制御因子に着目しオートフ
ァジーの制御機構の解明を目的としたもの
である。オートファゴソームの成熟に関連す
るタンパク質として Rab7、Rab24が報告され
ているが、オートファゴソームの発生そのも
のに関与するRabタンパク質はこれまで報告
されていない。 
	 そこで申請者らは小胞体へのRab32の局在
がオートファゴソームの形成に必要不可欠
であると想定し、Rab32 とともに小胞体膜に
リクルートされオートファゴソームの膜形
成に共役して関与するタンパク質の同定及
びそれら蛋白質の制御機構の解明を行うこ
とにより、オートファゴソーム形成の分子制
御機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では、Rab32 とともにオートファゴ
ソームの膜形成に共役して関与するタンパ
ク質の同定及びその分子機構の解明を目的
にしている。申請者らがこれまで行ってきた
実験結果から、Rab32 と相互作用し共役して
オートファジーに関与するタンパク質とし
て、先述した通り AKAP1及び Beclin 1があ
る。そこで以下のような実験を計画した。 
(1) これら２種のタンパク質とRab32との相
互作用について、Yeast two-hybridや GSTタ
ンパク質を用いた pull-down assay等の in vitro
実験、免疫沈降法などの in vivo実験を行う。 
 
(2) 機能解析に発展させるため各タンパク
質の変異体・欠失体を用いて相互作用ドメイ
ンを特定する。 
 
(3) 相互作用タンパク質のノックダウン時
のオートファゴソームの形成について、また
その時の Rab32の機能について解析する。 
 
(4) 相互作用とオートファジー機能の関連
について特に以下の点について詳細な検討
を行う。 
①	 Rab32及び相互作用するタンパク質の小
胞体へのリクルートメントがオートフ
ァゴソームの形成に関与するか否か。 

②	 それらの相互作用は PtdIns 3-kinase活性
に依存するか否か、また PtdIns 3-kinase
活性と比例してオートファゴソームの
形成は引き起こされるか否か。 

③	 相互作用を阻害した際にオートファジ
ーの機能破綻により異常タンパク質の
蓄積等の生体レベルで観察される症状
が生じているか否か細胞レベルで検討
する。 

	 
４．研究成果	 
(1) 低分子量 GTP 結合型タンパク質 Rab32
野生型 (WT) の発現により、小胞体タンパク
質カルネキシンを有する小胞が出現し、その
小胞にはオートファゴソームのマーカータ
ンパク質 LC3が局在することが判明した。 

 
(2) Rab32 の膜への結合に必要な残基を欠失
させた時、オートファジーは飢餓時にも誘導
されなかったことから、オートファゴソーム
の形成にはRab32の小胞体膜への局在が必要
であることが明らかになった。 
 
(3) 不活性型Rab32の発現時や siRNAを用い
た内在性 Rab32のノックダウン時に、飢餓状
態や rapamycin 等オートファジー誘導薬物で
培養した際にも、オートファゴソームが形成
されず、ユビキチン化タンパク質の凝集体 
(aggresome 様コンパートメント) が形成され
たことから、オートファゴソームの形成は
Rab32 の活性に依存し、Rab32 は定常状態で
行われるオートファジー制御機構に関与す
ることが示唆された。 
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(4) Rab32 とともに小胞体膜にリクルートさ
れ、オートファゴソーム膜の形成に関与する
タンパク質として A-kinase anchoring protein 1 
(AKAP1)およびオートファジー関連タンパク
質として知られている Beclin-1を同定した。 
 
(5) Rab32 と AKAP1 および Beclin-1 が相互
作用することを in vitro および細胞レベルの
実験により明らかにした。 
 
(6) RNAi 法によるノックダウン実験により、
Rab32 と AKAP1 および Beclin-1 が共役して
オートファゴソーム形成を制御することに
加え、Ptdlns 3-kinase (hVps34)が Rab32 と
Beclin-1 の相互作用を調節することが判明し
た。 
(7) AKAP1、Beclin-1 および hVps34 の小胞
体膜へのリクルートメントは、GTP 結合型
Rab32の発現に依存した。 
 
(8) 不活性型 Rab32 (Rab32T39N および
Rab32N143I)によるオートファゴソーム形成
阻害は、これら AKAP1、Beclin-1 および
hVps34の aggresome様構造物への局在変化に
より引き起こされることが判明した。 
	  
(9) 本研究から得られた成果は、オートファ
ジー研究の主要なテーマの１つであるオー
トファゴソーム膜の由来に関して小胞体の
可能性を明確に示し、Rab32 が主要な役割を
果たすことが明らかとなった。	 
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