
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

挑戦的萌芽研究

2013～2012

選択的オートファジーの積荷を予測するアルゴリズムの作製とスクリーニングへの応用

Prediction and screening of selective autophagy cargo in Saccharomyces cerevisiae

２０３７３１９４研究者番号：

鈴木　邦律（Suzuki, Kuninori）

東京大学・新領域創成科学研究科・准教授

研究期間：

２４６５７０８３

平成 年 月 日現在２６   ６   ５

円     3,100,000 、（間接経費） 円       930,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、タンパク質分解に関わるオートファゴソーム（以下AP）というオルガネラを単
離し、内容物を網羅的に同定した後、統計処理を行うことで、AP内に選択的に積み込まれるタンパク質を網羅的に同定
しようとしたものである。本研究結果により、非選択的と考えられてきたオートファジーの積荷タンパク質の多くに偏
りのあることが明らかとなった。今後はこの偏りを生み出す分子機構を明らかにし、真核生物における選択的オートフ
ァジーの生理的役割を解明したい。

研究成果の概要（英文）： Macroautophagy (autophagy) is a bulk protein-degradation system ubiquitously cons
erved in eukaryotic cells. During autophagy, cytoplasmic components are enclosed in a membrane compartment
, called an autophagosome. In this study, we developed a method for monitoring intact autophagosomes ex vi
vo by detecting the fluorescence of GFP-fused aminopeptidase I, the best-characterized selective cargo of 
autophagosomes in Saccharomyces cerevisiae. A combination of LC-MS/MS with subsequent statistical analyses
 revealed a list of autophagosome cargo proteins. The methods we describe will be useful for analyzing the
 mechanisms and physiological significance of Atg11-independent selective autophagy.
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーとは、飢餓に応答してオー

トファゴソームと呼ばれるオルガネラが細
胞質に形成されることにより被分解物を包
み込み、細胞内分解コンパートメントである
液胞／リソソームと融合した後に分解され
るという現象である。我々の研究により、オ
ートファジーによる選択的タンパク質分解
（選択的オートファジー）が出芽酵母のゲノ
ムの安定化に寄与していることが明らかと
なった（Suzuki, K. (2011) Dev. Cell）。ま
た、哺乳動物ではオートファジーの破綻が腫
瘍 形 成を引 き 起こす こ とが示 さ れ た
（Takamura, A. (2011) Genes Dev.）。腫瘍
形成の主原因は未だ明らかになっていない
が、オートファジー不能によるゲノムの不安
定性がその一原因であると考えることもで
きるだろう。このような背景から、選択的オ
ートファジーの積荷タンパク質を同定する
ことは極めて意義深い。本研究によって得ら
れる知見は、我々が真核生物のモデルとして
用いている出芽酵母だけではなく、高等動植
物にも応用可能であることから、真核生物に
おける選択的オートファジーの生理的役割
の解明に寄与する知見となることが期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
オートファジーの中心を担うオートファ

ゴソーム（以下 AP）という細胞内小器官が発
見されてから今日まで、APを単離してタンパ
ク質組成や脂質組成を分析しようとする
様々な試みがなされてきた。しかし、これま
では細胞破砕液中の AP の安定性を検証する
方法が限られていたことから、明確な結果は
得られてこなかった。本研究では、AP を生化
学的に単離する手法を確立し、プロテオーム
解析に供することにより、選択的オートファ
ジーの積荷タンパク質を網羅的に同定する
ことを目的とした。また、生化学的・バイオ
インフォマティクス的解析を進め、選択的オ
ートファジーの生じるメカニズムを解明す
る。 
 
３．研究の方法 
 

真核細胞が栄養飢餓にさらされるとオー
トファジーと呼ばれる細胞内分解システム
が誘導され、細胞質に小さな袋状の膜が形成
され、それが伸展して隔離膜となり、伸展し
た隔離膜の末端が閉じることによって被分
解物を内包する AP が形成される（図１）。通
常の野生株内においては、AP の寿命は極めて
短いため、APを単離してその内容物を同定す
るためには、細胞内に AP を蓄積させる必要
がある。そのために、我々は ypt7 破壊株を
使用した。Ypt7 は AP が液胞と融合するため
に必要なタンパク質であることから、YPT7遺
伝子を破壊してオートファジーを誘導する
と、細胞内に AP が蓄積することが知られて
いる（図２）。 

 
このように、生きた細胞の中で AP を可視

化することは可能であったが、細胞破砕液中
では Western blot 法を利用して AP の有無を
確認する方法しか開発されておらず、単離法
の最適化を迅速に進める上で難があった。そ
こで我々は、AP の選択的積荷の中で最も解析
の 進 ん で い る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ １
（prApe1）に GFP を融合することで細胞破砕
液中での AP の可視化を試みた。 
 
４．研究成果 

まず、従来の生化学的手法により、AP が細
胞破砕液中で浸透圧の低下に敏感に反応し
崩壊することを示した（図３）。 

 
続いて GFP-prApe1 を過剰発現する ypt7破壊
株を作製した。この細胞を用いてオートファ
ジーを誘導後、細胞を破砕し、蛍光顕微鏡観
察することによって AP の存在をモニターで
きることを見出した（図４）。また、この細
胞破砕液を低速遠心し、沈殿画分に回収され
た AP を免疫電子顕微鏡法により確認するこ
とに成功した（図５） 
 



 

 
GFP-prApe1 を用いて AP 画分をモニターしつ
つ、密度勾配遠心法を用いることによって AP
画分を得ることに成功した（図６）。 

 
こうして得られた AP 画分をショットガンプ
ロテオミクスに供し、AP 内部に取り込まれる
タンパク質を網羅的に同定した。さらに、本
解析により得られたデータを分析すること
により、AP 内部に選択的に積み込まれるタン
パク質の候補を複数個同定した。近年報告の
あったリボソームを構成するタンパク質や，
かつて我々のグループが同定した aldehyde 
dehydrogenase 6 (Ald6)などが候補に挙がっ
てきた。得られた新規の候補の中で、解糖系
の初発酵素であるphosphofructokinase複合
体を構成する Pfk1/2 の選択的取り込みが確
認された（図７）。 

 
現在これらのタンパク質が AP に選択的に取

り込まれる機構を生化学的手法・バイオイン
フォマティクス的手法により解析中である。 
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