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研究成果の概要（和文）：本研究では、最新のイメージング法、プロテオミクス、生化学を駆使してAP膜形成の
初期過程の形成機構の解明を目指してきた。小胞体膜輸送経路のプロテオミクスで取れてきた候補因子の解析が
進み、普段細胞質に存在する最上流オートファジー関連因子がどのようにオートファゴソーム形成場に運ばれる
のかを解明、論文投稿しminor revision中である。次に、オートファゴソーム膜形成初期の形成場の詳細解析を
行っており、VPS34KO細胞にて、CLEM法を用いた結果、初期形成構造体に関して新規知見が得られた。小胞体・
ミトコンドリア接触部位のプロテオミクスによる候補因子に関し結果が強くでている３つに候補を絞れた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have elucidated the mechanism of the early steps of 
autophagosome formation mechanism using state-of-the-art imaging methods, proteomics, and 
biochemistry. Proteomics of the endoplasmic the secretary pathway has led to the analysis of 
candidate factors, and we have elucidated how the upstream autophagy-related proteins, which 
normally reside in the cytoplasm, are translocated to the autophagosome formation site. Next, we 
analyzed in detail the formation site of the early step of autophagosome membrane formation, and 
have obtained new findings on the early forming structures in VPS34KO cells using the CLEM method. 
Also, we narrowed down the candidate factors to three that had strong results in the proteomics of 
endoplasmic reticulum-mitochondria contact sites.

研究分野： 細胞生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
オートファジーは細胞内大規模分解システムとして発見され、今では様々な疾患と関わることがわかってきた。
オートファジーの分子機構の研究は、今後明らかになっている疾患治療に繋げるためには不可欠である。基礎研
究の成果は長期間かかるが必ず将来に生かされる情報である。本研究で明らかにしたオートファジー誘導時の初
期機構を明らかにできたことは、オートファジーの亢進や抑制の制御機構にも繋がりうる内容で、将来的に疾患
の治療薬の開発につながることが期待される。

※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 
 細胞内大規模分解系であるオートファジーは、発生、癌、神経変性疾患や感染症の抑制な
ど様々な疾患に関与することが明らかになってきた。オートファジー誘導時に形成される
膜オルガネラ、オートファゴソーム、が形成されるが、新規に合成される膜の起源は長年来
論争の的となっている。必要時に突如できるオートファゴソームの膜形成機構は細胞生物
学的にも非常に興味深く、小胞体やミトコンドリア等他のオルガネラの関与が明らかとな
ってきたことで、多面的なアプローチで解析が進められる状況となった。 
 
２．研究の目的 
オートファジーは、飢餓時のエネルギー源確保による生存維持や細胞内浄化による発がん、神
経変性疾患、炎症性疾患、感染症、生活習慣病等の疾患発症の抑制など多岐に亘る重要な
役割を担い、近年大きく注目を集めている細胞内大規模分解系である。オートファジーが
誘導されると、細胞質で膜オルガネラであるオートファゴソーム(AP)が新規に形成され
る。APは、細胞内のオルガネラであるにも関わらず他のオルガネラと異なり既存で存在
しない。我々は、細胞生物学の大きな謎であったAP膜の形成場が小胞体・ミトコンドリア接
触部位であると同定した（Nature 2013）。AP膜形成は複雑でダイナミックな過程であるが、
最も重要な形成初期の実態がこれで明らかになることが期待される。なぜ、小胞体・ミト
コンドリア接触部位で形成されるのか、小胞体との関係は我々だけではなく世界中でも報告
があるためどのように形成に関わるのか、詳細を明らかにしたい。本研究では、最新のイメ
ージング法、プロテオミクス、生化学を駆使してAP膜形成の初期過程の形成機構の解明を目
指す。 
 
３. 研究の方法 
(A)小胞体からの輸送経路とオートファジー形成の関係の解明 近年EMBLのPepperkokグループが
ゲノムワイドRNAiスクリーニングにより小胞輸送に関わる因子の探索を行い200近くの因子
を同定した(NCB, 2013)。共同研究により、同定された因子らのAP膜形成への影響を観察し、
候補因子であるZDHHC13の解析を同定、解析をすすめる。細胞生物学的、生化学的アプロー
チに加えイメージングにてZDHHC13のオートファジーにおける役割と作用機序の解明を行
う。 

(B)AP膜形成初期過程の解明〜PI3キナーゼ複合体からのアプローチ〜 オートファジー誘導時
に、オートファジー関連因子の最上流で働くULK複合体がAP膜形成場へ局在した後、PI3  
キナーゼ複合体も小胞体・ミトコンドリア接触場に局在する。Atg14はPI3キナーゼ複合体に
含まれ、小胞体パターンを示すことを報告している。PI3キナーゼの局在は、小胞体には
含まれない脂質PI3Pが産生され蓄積していきAP膜の形成が行われると考えられている。
小胞体にはない組成の脂質がつくられることで小胞体膜に曲率等なんらかの影響を与えてい
ると推測される。実際にAP膜の形成場ではPI3Pが産生されそこでAP膜が形成されるのが観察
できる。そこで、既に報告されているPI3キナーゼ（Vps34）の構造情報を基にキナーゼ活性
ドメインに変異をいれることでPI3産生量を変化させ、AP膜の形成への影響や小胞体膜がど
のような変化を示すか最新CLEM法（光学顕微鏡で同定した場を電子顕微鏡で観察する方法）
を用いて観察し、オートファゴソーム膜初期形成過程の経時的変化を観察しどのように形
成されるのか明らかにしたい。 
(C) 小胞体・ミトコンドリア接触部位のプロテオミクスによるAP膜に関与する新たな関連因子の同定 

及び機能解析 小胞体・ミトコンドリア接触部位は密度勾配遠心法で単離することが可能で、清華
大学のLi Yu教授らの協力のもと分画のmass解析を行った。比較した条件は、栄養富条件
vs飢餓、野生株vs AP形成変異細胞である。1次スクリーニングで数個に候補を絞り、AP膜
形成のどの段階に影響を及ぼすのか、序列の決まっているAtgらの局在で調べ明らかにす
る。それらの結果を踏まえ、AP膜形成がなぜ小胞体・ミトコンドリア接触部位で行われるのか



の問いに答えたい。Atg因子らだけではAP膜形成過程が明らかにならないので、他の関与因
子の同定が形成機構を解く鍵になる可能性が高い。 

 
４．研究成果 
(A)小胞体からの輸送経路とオートファジー形成の関係の解明 ZDHHC13をノックダウンすると、
オートファジー能に抑制がみられた。LC3-IIは形成されるため、コンジュゲーション系に関
わるものではない。ZDHHC13は酵素活性をもち、たんぱく質の脂質修飾を行う。普段細胞
質に局在する最上流因子であるULK複合体がどのようにオートファゴソーム膜形成場に運ばれ
るのか謎だったが、そこへのZDHHC13の関与が示唆された。ZDHHC13ノックダウンを行うと、
飢餓時のULK複合体の局在に影響を及ぼした。さらに、ZDHHC13はULK複合体と飢餓時に一部の共
局在がみられ、脂質修飾もみられ、ULK1の構造データより脂質修飾に必要なシステ
インに変異をいれるとオートファジー能が落ちることが観察できた。これまで明ら
かになっていなかった、オートファジー誘導時にULK1がどのようにオートファゴソーム形
成場に局在できるのかを明らかにできた。Minor revision後投稿し判断を待っている状態
である。 
 
(B)AP 膜形成初期過程の解明〜PI3 キナーゼ複合体からのアプローチ〜 Vps34 のノックアウト
細胞を作成し、その細胞を飢餓状態にしたところ、オートファゴソームよりはるかに大き
な LC3II のシグナルを確認した。その状態に VPS34 を
一過的に入れ戻すとその構造体はなくなり、通常のオ
ートファゴソームの形成が見られた。このシグナルのつ
よい箇所を CLEM で観察した結果、多数の vesicles の集
合体とその外に膜構造が確認されたものがあり、オート
ファゴソームの初期構造体に迫れるものではないかと考
えている。今後の解析でオートファゴソーム膜形成過程の詳細を明らかにする足がかりを見
つけることができた。 
 

(C)小胞体・ミトコンドリア接触部位のプロテオミクスによるAP膜に関与する新たな関連因子の同定 
及び機能解析 小胞体・ミトコンドリア接触部位を単離しプロテオミクス解析から得られた結果
をもとに、オートファジー能をみる tfLC3 アッセイを用い１次スクリーニングを行い、１
０近くまで候補を絞った。その中にはオートファジーを抑制するものと亢進するものもみ
つかった。多くのオートファジーが関与する疾患はオートファジー能亢進が症状緩和に繋
がるため、創薬の新たなターゲットになりうる可能性がある。候補因子の中には小胞体に
関連する因子もあり、小胞体・ミトコンドリア接触部位がオートファゴソーム膜形成に重要なの
か明らかにするツールとなる可能性がある。 
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