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研究成果の概要（和文）：Golgi-membrane-associated degradation pathway (GOMED)は、ゴルジ体から細胞外
や細胞膜に輸送されるタンパク質の運搬が障害されたときに、行き場を失ったタンパク質が分解される機構であ
り、生理的役割を担っている。申請者は、このGOMED実行分子Wipi3の同定に成功し、(1) Wipi3がGOMED誘導時に
脱リン酸化を受けること、(2) Wipi3脱リン酸化はGOMED実行に必要であることを見出した。また、(3) この
Wipi3脱リン酸化に関与する脱リン酸化酵素を同定し、Wipi3の脱リン酸化制御がGOMED誘導に必須であることを
見出した。

研究成果の概要（英文）：The Golgi-membrane-associated degradation (GOMED) pathway is a physiological
 mechanism that mediates the degradation of proteins whose trafficking from the Golgi apparatus to 
the plasma membrane or extracellular space is impaired. In this study, we identified Wipi3 as an 
essential effector molecule of the GOMED pathway. Furthermore, it was demonstrated that: (1) Wipi3 
undergoes dephosphorylation upon induction of GOMED; (2) this dephosphorylation is critical for the 
execution of GOMED; and (3) the phosphatase responsible for Wipi3 dephosphorylation was identified. 
These findings reveal that regulation of Wipi3 dephosphorylation is indispensable for the activation
 of the GOMED pathway.

研究分野：細胞生物学

キーワード： タンパク分解　神経変性　ゴルジ体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GOMEDを制御する分子Wipi3の解析から、GOMEDの分子機構の一端を理解することができた。また、Wipi3の脱リン
酸化制御が、GOMED実行に不可欠であることを示すことができた。GOMEDは分泌経路を遮断するときに誘導される
機構であることを勘案すると、分泌を行っている細胞を中心に、多岐にわたる細胞で重要な役割を果たしている
ものと考えられる。また、糖尿病や神経変性疾患などの多くの疾患の発症に関わっている可能性が考えられる。
従って、本研究は、様々な疾患の病態生理解明や疾患治療に波及効果をもたらすと期待される。

※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 
オートファジーが実行される為には、Atg5 や
Atg7 などの分子が必要不可欠であると考えら
れてきた。しかしながら、申請者のグループは、
Atg5/Atg7 に依存しない新しいメカニズムによ
るオートファジーを発見し  (Nature 2009)、
Golgi membrane-associated degradation pathway 
(GOMED)と命名した (EMBO J., 2016)。２つの
オートファジーは、細胞内のオートファジー形
態はほぼ同じであるが、誘導刺激の種類や実行
分子、実行メカニズムなどが大きく異なってい
る（EMBO J., 2016）。また、通常のオートファ
ジーが細胞質タンパク質を主に分解するのに
対して、GOMED は分泌タンパク質などを主に
分解する。分解するタンパク質の違いのため
に、お互いが代償することはなく、生体では異
なる役割を果たしている (Nature Commun., 
2020a)（図１）。 

GOMED が誘導されないマウスを作製した
ところ、赤血球の分化異常による貧血症や、神
経細胞死による神経変性症状など、様々な異
常が認められた (図２：EMBO J., 2016, Nature 
Commun., 2014, 2020a)。また、膵b細胞が低血
糖に曝された時には、インスリン分泌が抑制
されるが、この時に細胞内に残存したインスリンの分解を GOMED が担うことも見出した 
(EMBO J., 2016)。これらの結果は、GOMED が、様々な細胞において機能しており、生体維持に
不可欠な機能であることを示している。 

このような GOMED の重要性にも関わらず、その分子機構に関しては、Ulk1, Wipi3, Rab9 など
の実行分子は同定されているものの、全体像の理解にまでは至っていない。また、膵b細胞や神
経細胞において GOMED が生理機能を果たすときに、これらの分子が、どのように活性化され、
どのように機能しているかも不明である。さらに、GOMED の破綻が原因と思われるヒト疾患も
示唆されているが、その病態メカニズムを明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
(1) GOMED の分子機構を解明する。また、膵b細胞において、GOMED シグナルが on/off するメ
カニズムを明らかにする。さらに、神経細胞における恒常状態、負荷状態での GOMD シグナル
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) GOMED の分子機構の解明 

Wipi3 との相互作用分子の解析から、脱リン酸化酵素を同定し、siRNA や CRISPR/Cas9 を用
いて、Wipi3 の脱リン酸化を検討する。また、in vitro ホスファターゼ・アッセイを行う。さらに、
脱リン酸化 Wipi3 と結合するゴルジ体分子の同定、ゴルジ膜の変化を解析する。新たな GOMED
関連分子をで見出し、Ulk1, Wipi3 との相互作用を解析し、シグナル伝達の全貌を明らかにする。 
 
(2) 膵b細胞における GOMED シグナルの解析 

膵b細胞株(MIN6 細胞)に対して、crispr/Cas9 を用い、Atg5/Wipi3 二重欠損細胞を作製し、低グ
ルコース負荷時のインスリン応答や細胞の脆弱性などを解析する。 

 
(3) 神経細胞における GOMED シグナルの解析 

神経細胞特異的 Wipi3 欠損マウス脳に、脱リン酸化ミミック Wipi3 およびリン酸化ミミック
Wipi3 を発現させ、前者のマウス脳における GOMED の回復および症状や神経病理の改善を検討
する 
 
４．研究成果 

 (1) GOMED の分子機構の解明 
Atg5 KO MEF における、GOMED 誘導前後の Wipi3 の脱リン酸化について、MS 解析を行っ

た。その結果、Wipi3 は、etoposide 刺激による GOMED 誘導後に脱リン酸化されることがわかっ

図 ２: GOMED が破綻してる Wipi3 欠損マウス (右)
では、clasping (a), 歩行障害などの神経症状 (b), 神
経細胞への鉄沈着 (黒点)が認められる。 

図 1:  生体を構成するすべての細胞は、Atg5依存的
な従来型オートファジーと GOMED の２つの機能を
有している。 
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た。さらに、その他の GOMED 誘導剤でも、Wipi3 は脱リン酸化を受けることが分かった。また

Wipi3 は、2 箇所で脱リン酸化されることが明らかになった。 
Atg5/Wipi3 DKO MEF に、リン酸化ミミック Wipi3 および脱リン酸化ミミック Wipi3 を導入し

たところ、脱リン酸化ミミック Wipi3 を導入した細胞では、autolysosome 形成が形成され、細胞

質タンパク分解も惹起されていることが示唆された。反対に、リン酸化ミミック Wipi3 を導入し

た細胞では、etoposide による autolysosome 形成が抑制され、細胞質タンパク分解も抑制されて

いることが示唆された。これらのことから、Wipi3 の脱リン酸化は GOMED 誘導に必要であるこ

とが示唆された。 
Wipi3 は GOMED 誘導時、細胞質から trans-Golgi に局在を変化させる。この脱リン酸化ミミ

ックの Wipi3 の細胞内局在を観察すると、無刺激の状態で、trans-Golgi に局在していることが分

かった。反対に、リン酸化ミミック Wipi3 は、trans-Golgi に局在せず、細胞質に局在したままで

あった。以上のことから、GOMED 誘導シグナルが実行されると、Wipi3 は細胞質で脱リン酸化

され、脱リン酸化 Wipi3 が trans-Golgi に局在し、GOMED が誘導されることが示唆された。 
Wipi3 の脱リン酸化を行っている分子を探索した結果、脱リン酸化酵素 A を同定することが

できた。この脱リン酸化酵素 A と Wipi3 との相互作用を免疫沈降法および近接ライゲーション

アッセイ法を用いて検討した結果、GOMED 誘導後、脱リン酸化酵素 A と Wipi3 の結合が増加

することが確認された。さらに、この脱リン酸化酵素 A を欠損した Atg5 DKO MEF での GOMED
惹起を検討した結果、脱リン酸化酵素 A を欠損すると autolysosome 形成が抑制され、この細胞

では、タンパク質分解も抑制されることが示唆された。 
Wipi3 は 2 箇所で脱リン酸化されるが (サイト 1, 2)、この脱リン酸化酵素 A がどちらの脱リン

酸化に関与するかどうか、2 種類の Wipi3 リン酸化ペプチドと精製した脱リン酸化酵素 A を用

いた、in vitro ホスファターゼ・アッセイを行った。その結果、この脱リン酸化酵素 A はサイト

1 で脱リン酸化していることが分かった。この脱リン酸化酵素 A による Wipi3 の脱リン酸化を

調整する低分子化合物の大規模スクリーニングを実施したところ、Wipi3 の脱リン酸化を促進あ

るいは抑制する複数の低分子化合物を同定することができた。GOMED 誘導時、この脱リン酸化

酵素の活性化メカニズムを明らかにするため、現在、GOMED シグナルの最上流シグナル分子で

ある Ulk1 との相互作用を解析中である。 
Wipi3 と相互作用する新規分子を IP-MS 解析によって複数同定することができた。これらにつ

いて Atg5 DKO MEF を作成し、GOMED の誘導の多寡を検討した結果、一部は GOMED 実行分

子であることが分かった。さらに、免疫沈降法を用いて Wipi3 との相互作用を検討した結果、こ

れらの分子は Wipi3 と相互作用していることが明らかになった。これらの解析を通じて、シグナ

ル伝達の全貌が明らかになると考えている。 
 

 (2) 膵b細胞における GOMED シグナルの解析 
膵b細胞株 (MIN6 細胞)に対して、Atg5 および Wipi3 を crispr/Cas9 を用い、二重欠損細胞を作

製した。この細胞に対して低グルコース負荷をかけ、細胞内に蓄積したインスリン量を、生化学

的に評価した。その結果、Atg5 KO MIN6 細胞では、低グルコース負荷をかけると細胞内蓄積し

たインスリン量が時間依存的に減少し、この減少は、リソソーム阻害剤である bafilomycin A1 に

よって阻害された。しかし、Atg5/Wipi3 DKO MIN6 細胞では、低グルコース負荷をかけても細胞

内蓄積したインスリンの減少は検出できなかった。このことから、Wipi3 が膵b細胞においても

重要な生理的機能を有していることが示唆された。 
 
(3) 神経細胞における GOMED シグナルの解析 

神経特異的 Wipi3 欠損マウスを作製し、マウス小脳を解析

した。様々な金属の蓄積の有無について検討した結果、Wipi3
欠損マウスでは、鉄が沈着していることが明らかになった 
(図 2)。さらに、小脳に蓄積する鉄関連タンパク質を探索した

結果、鉄輸送タンパク質であるセルロプラスミンが蓄積して

いることが分かった (図 3)。さらに、Atg5 KO MEF 細胞にセ

ルロプラスミンを発現させ、GOMED 誘導剤である etoposide
を添加すると、セルロプラスミンが GOMED-1 依存的にリソ

ソーム分解を受けることがわかり、セルロプラスミンが

GOMED の基質であることが示唆された。すなわち、GOMED
の基質であるセルロプラスミンの分解不全によって、鉄沈着

が生じることが示唆された。神経細胞における Wipi3 脱リン

酸化の役割を明らかにするため、脱リン酸化ミミックおよびリン酸化ミミック Wipi3 のレンチ

ウィルスを作製した。現在、神経細胞特異的 Wipi3 欠損マウス脳に導入し、前者のマウス脳にお

ける GOMED の回復および症状や神経病理の改善を解析中である。 

図3: GOMEDが破綻してるWipi3
欠損マウス (右)では、セルロプラス
ミン(緑)の蓄積が認められる。赤: 
Calbindin, 青: DAPI。 

野生型 Wipi3欠損
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