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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、異種タンパク質生産に広く用いられるメタノール資化性酵母（Ｃ1酵母）を
対象に、オートファジーの関連タンパク質（Atgタンパク質）のさらなる機能解明を通じて、本酵母のタンパク質・脂
質生産に資する知見を得ることを目的とした。結果、１) Atg8の融合タンパク質を用いた解析から、本タンパク質が中
性脂質蓄積の場となる脂肪滴の形態制御にも機能しうることを見いだした。また、２）液胞膜に局在するAtg18とAtg21
の解析から、両タンパク質のペルオキシソーム分解オートファジーにおける機能を明らかにし、Atg18がリン酸化制御
を介して多様な環境変化に応じた液胞形態制御を行うことを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, I aimed to obtain insights useful for protein or lipid p
roduction in the methylotrophic yeast (C1 yeast), by elucidating molecular functions of autophagy-related 
(Atg) proteins in this yeast species. As a result, I discovered that 1) Atg8 can act on the morphological 
regulation of lipid droplets, a storage site of neutral lipids, as revealed by the analysis of several Atg
8-fused proteins. And 2) I elucidated the role of two vacuole-localized Atg proteins (Atg18 and Atg21) in 
peroxisome-targeting autophagy, and also discovered that Atg18 drives the morphological changes of the vac
uole in response to various environmental alternations, which is regulated by the phosphorylation status o
f the protein. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年の急速な研究進展により、細胞内成分
の主要な分解経路であるオートファジーの
分子機構が明らかとなってきた。特に、分解
対象を包み込むための新生膜の形成に機能
する、オートファジー関連タンパク質（Atg
タンパク質）が多数同定され、これらタンパ
ク質間での相互連関も解明されつつある。 
 このような基礎生物学的な知見を応用面
で利用することを考えると、産業用酵母にお
けるオートファジー分子機構の理解が必要
となる。私たちはこれまでに異種タンパク質
生産系宿主となるメタノール資化性酵母（C1
酵母）における、Atg タンパク質群の同定と
機能解析を進めてきた。その過程において
Atg タンパク質が本酵母の多様な培養条件で
の生育に必要であることを見いだしていた。
また Atg タンパク質群のうち、Atg8 がそれ
まで見出されてきたオートファジー新生膜
の伸長・形成のみならず、液胞形態の制御に
も関与することを見いだしていた。 
 このような経緯から本研究開始の際には、
C1 酵母の１）多様な培養条件適応に機能す
るAtgタンパク質機能の分子機構詳細と、２）
幅広いオルガネラ動態を制御するAtgタンパ
ク質機能の分子機構を理解することにより
本酵母がタンパク質・脂質生産を行う際の培
養条件変化に対する適応能力を上昇させる
ことや、オルガネラへの生産物質の蓄積能を
上昇させることが期待された。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、第一の目的として C1 酵
母の環境変化適応時にAtgタンパク質がどの
ような分子応答を示すのかを把握すること
を設定した。具体的には本酵母のメタノール
への炭素源変換や、浸透圧、酸化ストレスの
付加時のAtgタンパク質の局在や生化学的性
質の変化を検出し、その生理機能を明らかに
することを目指した。 
 もう一つの目的として、本酵母における
様々なオルガネラの動態制御に機能する Atg
タンパク質の機能解明を目的とした。特に、
上記の液胞膜動態や、ペルオキシソーム及び
中性脂質代謝・生産の重要な場となる脂肪滴
の動態制御機構を明らかにすることに注力
した。 
 
３．研究の方法 
（１）多様な培養条件変化に応答する Atg タ
ンパク質の分子機能解明 
 酵母の液胞形態は、多様な培養条件の変化
に応じダイナミックに変化することが知ら
れていた。そこで C1 酵母 Pichia pastoris
の Atg タンパク質のうち、液胞膜に局在する
2つのタンパク質（Atg18とAtg21）の局在を、
それぞれに蛍光タンパク質を付加した融合
タンパク質の顕微鏡解析により追跡観察し
た。また、上記の Atg タンパク質に別の低分
子量のエピトープタグを付加した融合タン

パク質を用いて、SDS-PAGE、Western Blot に
よ る 解 析 を 行 っ た 。 ま た 、 Phos-tag 
Acrylanmide [和光純薬工業（株）社製]を用
いて、リン酸化/非リン酸化 Atg タンパク質
の分離実験も行った。さらに、Atg18,Atg21
タンパク質の GST（グルタチオン S-トランス
フェラーゼ）との融合タンパク質も作成して
精製し、タンパク質-脂質オーバーレイアッ
セイや、表面プラズモン解析により量タンパ
ク質のイノシトールリン脂質との結合能を
調べた。 
（２）多様なオルガネラの動態に機能する
Atg タンパク質の機能解析 
 上記（１）に記した Atg18、Atg21 融合タ
ンパク質発現株における液胞形態を蛍光顕
微鏡観察により調べた。ペルオキシソームに
対するオートファジー性分解の有無、速度を、
本オルガネラに局在する膜タンパク質 Pex12
に対するイムノブロット解析や、本オルガネ
ラ内部の酵素アルコールオキシダーゼの活
性染色により調べた。 
 また Pichia pastorisのメタノール培養時
における脂肪滴形態を Atg8 融合タンパク質
発現株で調べた。私たちの以前の研究から、
本酵母の Atg8 は液胞膜の融合に機能するこ
とが分かっていたことから、Atg8 と脂肪滴局
在タンパク質 Erg6 との融合タンパク質を作
成することで、この脂肪滴局在型 Atg8 融合
タンパク質が脂肪滴の形態に与える影響を
調べた。脂肪滴形態は染色色素 BODIPY を用
いて蛍光顕微鏡により観察した。 
 
４．研究成果 
（１）多様な培養条件変化に応答する Atg タ
ンパク質の分子機能解明 
 Pichia pastoris の Atg18 および Atg21 を
GST との融合タンパク質として本酵母内で発
現させたのち精製し、イノシトールリン脂質
に対する結合を調べたところ、この 2つのタ
ンパク質は非常によく似た立体構造をとる
にもかかわらず、Atg18 は主にフォスファチ
ジルイノシトール 3，5-2 リン酸（PI35P2）
に、Atg21 はフォスファチジルイノシトール
3-リン酸（PI3P）に結合するという、異なる
結合特性を有することを見いだした。 
 興味深いことにAtg18は通常のグルコース
培地での培養時にリン酸化されていること
が分かった。このリン酸化部位を本タンパク
質のトリプシン処理断片に対する質量分析
法により同定した。また、このリン酸化は低
浸透圧、酸化ストレス付加時に亢進すること
を見いだした。上記ストレスを除くと脱リン
酸化が誘導されたことから、環境変化に応じ
た可逆的な Atg18 のリン酸化・脱リン酸化サ
イクルが見出された。 
 Atg18のリン酸化と上記PI35P2への結合能
との相関を調べると、Atg18 に対する脱リン
酸化処理は本タンパク質の上記脂質結合能
を上昇させることを見出した。またリン酸化
を受けない Atg18 変異体（下記詳述）では、



この脂質結合能が正常Atg18より高いことが
分かり、本タンパク質のリン酸化が脂質結合
能を負に制御していることが明らかとなっ
た。 
（２）多様なオルガネラの動態に機能する
Atg タンパク質の機能解析 
 (１）で述べた Pichia pastoris Atg18 の
リン酸化状態は液胞形態と強い相関を示し
た。すなわち、Atg18 がリン酸化される条件
においては単一の大きな液胞が観察される
のに対し、Atg18 が脱リン酸化される条件に
おいては、複数の小さな液胞が房状に観察さ
れた。さらにリン酸化部位をアラニン残基に
置換しリン酸化を受けなくなったAtg18を発
現させたところ房状の液胞が観察される割
合が増え、逆にリン酸化部位をアスパラギン
酸に置換しリン酸基に類似した負電荷を導
入したリン酸化模倣型の Atg18 発現株では、
高浸透圧条件で単一の大きな液胞が野生株
より増加することが分かった。このことは
Atg18 のリン酸化状態が液胞膜形態に影響す
ることを示している。 
 Pichia pastoris のペルオキシソーム分解
のためのオートファジー経路に Atg18,Atg21
の両方が機能することを見いだしたが、その
作用機序は2つのタンパク質で異なっていた。
すなわち、Atg18 は液胞膜形態制御とオート
ファジー新生膜形成の両方に機能する一方、
Atg21 は新生膜形成のみに機能していた。ま
た、上記のリン酸化を模倣した Atg18 は液胞
膜に局在しにくくなる一方で、マクロペキソ
ファジーと呼ばれる経路が野生株より亢進
することが分かった。 
 同じく Pichia pastoris の Atg8 を脂肪滴
局在タンパク質 Erg6 と融合させて発現させ
た株をメタノール培地にて培養すると、野生
株ではほとんどみられない脂肪滴（BODIPY 染
色による粒状パターンにより可視化される）
が見られるようになった。このことから、
Atg8 はこれまでに報告されているオートフ
ァジー新生膜や液胞膜の融合に寄与すると
ともに、脂肪滴の形態にも影響を与えうるこ
とが示された。また、脂肪滴が細胞内の中性
脂質の蓄積の場であることから、本法を利用
して C1 酵母における中性脂質量を増加させ
る技術が可能であると考えられた。 
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