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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアが正常に働き、恒常性を保つには、不要ミトコンドリ

アを分別・処理することが重要である。この選択的にミトコンドリアを丸ごと分解するしくみ

は「マイトファジー」と呼ばれ、重要な品質管理システムであるが、詳細な分子機構は未だ不

明である。これまで我々は出芽酵母をモデルに、マイトファジーの特異的制御因子 Atg32 を同

定した。本研究では、この因子と相互作用するタンパク質群を生化学的に探索し、新規因子群

を同定することに成功した。	
 

 
研究成果の概要（英文）：Selective degradation of damaged or surplus mitochondria is 
important for cellular homeostasis. Recently, it has been proposed that degradation of 
mitochondria, termed mitophagy, is critical for mitochondrial quality control system. 
However, the molecular mechanisms remain largely unkown. We identified the specific 
mitochondrial receptor Atg32 that is essential for the mitophagy using budding yeast. 
In this study, we performed the biochemical screening and identified novel factors 
interacting with Atg32. 
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１．	
 研究開始当初の背景	
 
	
 
	
 ミトコンドリアが正常な機能を発揮し恒
常性を保つには、傷ついたミトコンドリアを
分別・処理することが重要である。この選択
的ミトコンドリア分解は「マイトファジー」
と呼ばれ、酵母からヒトまで保存された、品

質管理システムとして最近注目を集めてい
るが、その分子機構はよくわかっていない。
これまでの研究で、我々は出芽酵母をモデル
に、マイトファジーに特異的な制御因子を同
定した。本研究では、このマイトファジー制
御因子と相互作用するタンパク質群を同
定・解析する。このアプローチにより、マイ
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トファジーを実行する複合体の構造と機能
が明らかとなり、どのようにミトコンドリア
を隔離・除去するのか、という本質的問題に
ついての分子理解が飛躍的に深まるものと
考えた。	
 
	
 
	
 オートファジーはダイナミックな膜動態
を伴う大規模な分解系であり、細胞内の成分
を自己分解によってリサイクルする、真核細
胞に普遍的な現象である。細胞が栄養飢餓に
晒されると、隔離膜と呼ばれる２重膜構造を
形成し、分解されるべき細胞質成分を囲み込
み、オートファゴソームとして完成する。そ
の後、オートファゴソームはリソソーム（酵
母では液胞）と融合し、中身がリソソーム内
の加水分解酵素群によって分解される。現在
まで、オートファジー関連因子が３０以上同
定されている。	
 
	
 

加えて、この分解経路の生理機能に関する

研究が次々と報告され、その重要性が認識さ

れつつある。そして、これまで最もよく研究

されていた飢餓時のアミノ酸産生のための

バルク分解以外にも、障害を受けたオルガネ

ラやタンパク質を選択的に分解することも、

最近示唆されている。中でも、ミトコンドリ

アは酸化的リン酸化を経て ATP を作り出すと

ともに、酸化ストレスからの障害を受けやす

い。そのため、ミトコンドリア品質管理のた

めの分解機構はミトコンドリア機能維持に

極めて重要であると考えられる。その分解に

はミトコンドリア・オートファジー（マイト

ファジー）の関与が示唆されていながらも、

その詳細なメカニズムは不明であった。ほ乳

類では、酸化ストレス等のダメージによる、

異常なミトコンドリア蓄積から引き起こさ

れる病態や神経変性疾患も知られており、マ

イトファジー解明の期待は大きいと考えら

れた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 

	
 

そこで我々は、ミトコンドリア分解の分子

基盤を獲得するため、出芽酵母をモデルに、

マイトファジーに関わる因子のスクリーニ

ングを行った。まず、ミトコンドリア・マト

リックス局在シグナル付き GFP（mito-GFP）

をマーカーとして発現させ、ミトコンドリア

に局在した GFP が液胞へと移行する様子を観

察し、これをマイトファジー可視化システム

とした。加えて、Fig1 の電子顕微鏡写真に示

すように、野生株ではマイトファジー誘導条

件下に、液胞にミトコンドリアが取り込まれ

ている様子が観察されるが、オートファジー

変異株では、液胞内へのミトコンドリアの取

り込みが見られず、マイトファジーが阻害さ

れていることから、ミトコンドリアの分解は

オートファジーによることも確認された。	
 

	
 

	
 

次に、生存に必須でない遺伝子破壊株ライブ

ラリー（約 5,150 種）を用意し、mito-GFP プ

ラスミドを形質転換した。そして前述した条

件にて、mito-GFP が液胞へと取り込まれず液

胞が光っていない変異体（マイトファジー欠

損株）を顕微鏡下でスクリーニングした。こ

れにより、約 53 のマイトファジー関連タン

パク質が同定され、そのうち最もマイトファ

ジーが顕著に阻害されていた変異体の欠失

している新規のタンパク質を、Atg32 と命名

し解析を行った。Atg32 は約 59kDa のミトコ

ンドリア外膜タンパク質であり、N 末側をサ

イトゾル、C 末側をミトコンドリア膜間部に

向けている。興味深いことに、このタンパク

質はマイトファジー誘導時に発現が上昇し、

マイトファジーの進行とともに、下がってゆ

く。また、オートファゴソーム形成に必須な

Atg8 は、マイトファジー誘導時に Atg32 依存

的にミトコンドリアに局在しているのが観

察された。さらに、Atg8 とともに選択的オー

トファジーに必要とされる Atg11 と免疫共沈

降されることから、Atg32 とこれらの Atg タ

ンパク質は相互作用していることが示唆さ

れた。	
 

	
 

	
 以上の知見から、Fig3 に示すようなマイト

ファジーのモデルを考えている。通常生育時

には酸化ストレスのレベルも低く、Atg32 の

レベルも低く保たれているが、酸化ストレス

の上昇などによるマイトファジー誘導シグ

ナルに伴って Atg32 のレベルも上昇し、ミト

コンドリア表面に局在した Atg32 は Atg8 お

よび Atg11 と協調して、ミトコンドリア特異

的オートファゴソーム（マイトファゴソー



ム）を形成する。さらに、図中の○で示した

未知の Atg32 相互作用因子がマイトファジー

制御に関与していることも考えられる。酸化

ストレスがマイトファジーの誘導に関わる

とすれば、ミトコンドリアの生理活性状態を

認識するために、ミトコンドリア膜間スペー

スあるいは内膜のタンパク質が Atg32 と相互

作用する可能性も想定される。マイトファジ

ーを理解するための最も重要なポイントの

一つは、マイトファゴソームがミトコンドリ

アを隔離する分子機構であり、ミトコンドリ

ア上の「分解目印」として働く Atg32 がどの

ように制御されているのかは大変興味深い。	
 

	
 
 

	
 

 
	
 本研究では、ミトコンドリア上のタンパク
質レセプターである Atg32 がどのように制御
され、マイトファジーが起こるべき時と場所
で、隔離膜が形成されるのかを解明するため
に、Atg32 と相互作用するタンパク質を生化
学的に探索し、同定・解析することを目的と
した。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 
	
 研究目的に前述したように、Atg32 はマイ
トファジーの条件下で、一過性発現プロファ
イルを持つことから、Atg32 の制御因子が存
在する可能性が考えられる。また、酸化スト
レス等、ミトコンドリアの生理活性状態を伝
達するようなミトコンドリア内在性因子が
Atg32 と相互作用する可能性も想定されるこ
とから、質量分析から相互作用因子を同定す
るという生化学的スクリーニングの手法を
選択し、以下のアプローチをとった。	
 
	
 
（1）マイトファジー誘導条件下にて、	
 タグ
付き Atg32 の精製のための発現系の構築とミ
トコンドリアの単離をおこなった。	
 
	
 
（2）次にその単離ミトコンドリアを用いて、
アフィニティー・クロマトグラフィー精製を

行い共沈される因子 Aip	
 (Atg32-interacting	
 
protein)	
 を LC-MS にて同定した。その後、
それらの欠損株表現型を詳細に調べるとと
もに、Aip タンパク質の機能解析を行った。	
 
	
 

４．研究成果	
 

	
 

	
 (1)	
 生化学的探索において、精製目的のタ

ンパク質複合体が機能的であることを前提

とするため、マイトファジー誘導条件下の細

胞にて、Atg32-3xStrep-8xHis が内在性の

Atg32 と同等にマイトファジーに機能する

ことをまずは検証した結果、このタグ付き

コンストラクトも内在性のものと同等に機

能することが確認された。 
 
(2) Atg32-3xStrep-8xHis を ATG32内在性プ

ロモーター制御下で発現させた細胞におい

てマイトファジーを誘導後、ミトコンドリ

アを単離し、アフィニティクロマトグラフ

ィーの手法を用いて２段階精製を行った。

Atg32-3xStrep-8xHis 自身の精製純度を上げ

ることはできたが、精製途中のタンパク質

分解の問題や、共沈殿する因子も減少傾向

にあることが明らかとなったために、

Atg32-HA と HA 抗体アガロースを用いた一段

階の精製に戻り、アフィニティー精製を行う

こととした。 
	
 

	
 まず、マイトファジー誘導条件下の細胞か

ら Atg32-3xHA とその免疫共沈降物を精製し

た後、電気泳動で分離した。次に、銀染色で

検出されたバンドのうち、HA タグなしのネガ

ティブ・コントロールに見られないものを切

り出し、質量分析を行った。また、マイトフ

ァジーが起こらない条件下でのサンプルや、

いくつかの変異体のコンストラクトの精製

を繰り返し試みて再現性の確認をしつつ、相

互作用候補因子 Aip	
 (Atg32	
 interacting	
 

protein)	
 の絞り込みを行った。その結果、

精製産物 Atg32-HA 自体や共沈することが既

に判っている Atg11 とともに約２０の Aip 因

子が同定でき、解析をすすめた。この Aip の

いくつかの遺伝子は破壊により、酵母は致死

に至る（そのために、前回の遺伝学的スクリ

ーニングではなく今回の生化学的手法によ

って新たに得られるという期待に一致）ため、

まずはそのタンパク質に MYC タグを付けて、

実際に in	
 vivo で Atg32-HA との相互作用を

検証した。その中でも、ミトコンドリア上で

機能する、ある ABC トランスポーターである

膜タンパク質において、共沈降を再確認出来、



これらのタンパク質間相互作用が強く示唆

された。興味深いことに、ミトコンドリア内

での特異的な相互作用を示すデータとして、

Atg32 の C 末端側ミトコンドリアの膜間スペ

ースに面した側を欠失したコンストラクト

とこの因子との共沈降がみられなくなる結

果も得られている。今後は、生化学的手法に

よって得られている Aip 因子群の更なる機能

解析をすすめることで、マイトファジーの活

性化（または収束）のシグナリングにおいて、

Atg32 がどのように他のタンパク質群と協同

して、機能しているのか、詳細な機序の理解

を深めることが期待される。他の新規相互作

用因子候補として、Rsp5(E3 ユビキチン・リ

ガーゼ)、Cka1,	
 Cka2（	
 カゼイン・キナーゼ

２のサブユニット）Sfc1（コハク酸-フマル

酸トランスポーター）等が、特異的に検出さ

れており、細胞内での他の現象とのクロスト

ークを解明も期待される。これらの Aip と

Atg32 の詳細解析データを積み重ねにより、

マイトファジーにて働く複合体の機能理解

は今後より深まると期待される。	
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