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研究成果の概要（和文）：オートファジーは、細胞内に扁平な膜構造が現れ、それが細胞成分を包み込みリソソームに
運びこむことで分解を行う現象である。このオートファジーの障害は様々な疾患に繋がることが知られている。本研究
課題はこの膜形成の機構解明を目的として行った。オートファジーに関わる重要なタンパク質の一つがAtg9であり、細
胞の膜上に存在している。我々はこのAtg9の局在を解析し、直径50nm程度の小胞構造「Atg9小胞」上にあることを明ら
かにした。さらに同じ膜上にあるタンパク質を調べていくことで、Rab1と呼ばれる小胞輸送に関わるタンパク質がAtg9
小胞上に共局在し、膜形成に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Atg9 is a membrane protein essential for autophagy and considered to be directly 
involved in the autophagosome formation. Mammalian Atg9A was reported to be localized to trans-Golgi 
network and endosomal compartment. For dissecting the Atg9A-containing membranes, we examined subcellular 
localization of Atg9A and performed immunoisolation of those membranes. Atg9A-GFP in human culture cells 
was observed as numerous puncta that move rapidly throughout the cytoplasm. We succeeded in isolation of 
these cytoplasmic membranes, and revealed that they were small vesicles by electron microscopy. Proteomic 
analyses revealed that isolated these vesicles contained proteins including Rab1, a small GTPase in 
ER-Golgi vesicle trafficking. In Rab1B-depleted cells, Atg9A accumulated on intermediate membrane 
structures at autophagosome formation site. These results indicated that Rab1B is involved in the 
regulation of proper development of autophagosome.

研究分野： オートファジー
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１．研究開始当初の背景 
 真核生物における細胞内分解系であるオ
ートファジーは、様々な細胞内現象に関わる
とともに種々の疾患に関与するなど生理的
な重要性についても知見が増してきている
[1]。オートファジーの基礎的な研究において
重要なテーマの一つが、オートファジーの特
徴である膜構造（オートファゴソームおよび
隔離膜）の形成機構である。膜形成に関与す
る数十個のタンパク質がこれまで報告され
ているが詳細なメカニズムは不明な点が多
く、現在も活発に研究がなされている。オー
トファジーに必須のタンパク質のうち唯一
の膜貫通型タンパク質である Atg9 は膜形成
において重要な役割を担うと推測されてい
る[2]。 

 我々はこの Atg9 を対象として研究を行っ
ている。過去に我々が行った出芽酵母細胞に
おける研究で出芽酵母 Atg9 が特殊な膜構造
（Atg9 小胞）上に存在することを発見した[3, 
4]。ヒト・動物細胞においては Atg9A が主に
オートファジーに関与していることが知ら
れており、これまでは主にゴルジ装置・エン
ドソーム系への局在が報告されており、酵母
と同様な特殊化された膜構造があるかどう
かははっきりしていない。そこでこの Atg9A
が局在する膜構造の同定・解析を行うことか
ら Atg9A の機能の解明に繋がる知見を得る
ことができ、さらにはオートファジーにおけ
る膜形成機構全体を考える上でも重要な手
がかりを得られると期待して研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、哺乳類細胞における
Atg9A についてオートファジーにおける役
割の解明を目的とする。Atg9A が局在する膜
構造を単離、形態的・生化学的な解析を行う
ことで、オートファジーに直接関与する膜構
造体を同定すること、さらには Atg9 と共局
在・相互作用する因子を同定し、その機能を
解析することでオートファゴソーム膜形成
時の分子機構について理解を深めるために

研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 ヒト培養細胞を用いて、Atg9AのGFP
融合体を発現し観察を行った。Atg9A の
局在に関して理解したうえで Atg9A を
含む膜構造の単離精製を試みた。単離は
界面活性剤を用いずに膜構造を維持し
たままで行うことで膜上の複数のタン
パク質の解析が行えるようにした。単離
した膜構造を電子顕微鏡により形態解
析を行い、さらに質量分析により膜構造
全体のプロテオーム解析を行うことで、
膜成分の由来・性質を明らかにする。さ
らに Atg9A と相互作用するタンパク質
を網羅的に同定することで膜形成に係
る新規因子を同定した。同定した因子の
局在解析およびノックダウン実験を行
い、その機能の解明を試みた。 
 
４．研究成果 
 HEK293 細胞および HeLa 細胞において
Atg9A-GFP を発現させて観察を行った。
その結果それまでに知られているエン
ドソーム・ゴルジ体への局在に加えて高
解像度、高速度でなければ検出出来ない
小さな構造が細胞質中を動き回ってい
ることを見出した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらには超薄切片法による電子顕微鏡
観察により、これらの細胞の一部には小
胞の集合体があることが分かった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの構造の由来と性質を明らかに
するために免疫沈降法による単離を行
った。Atg9A-GFP を含む構造体を膜構造
を保ったまま超遠心分離にかけ、Atg9A
を含む上清から GFP 抗体で Atg9-GFP 陽
性膜構造を単離した。単離膜構造をネガ
ティブ染色法電子顕微鏡解析により観
察を行った。その結果、直径 50 nm 程度

Atg9 はゴルジ体・エンドソームへの局 
在が知られておりオートファゴソーム膜
形成に直接的に関与するとされている 
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の小胞であることを見出した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
またウェスタンブロッティング解析により
一般的なオルガネラタンパク質（ゴルジ体タ
ンパク質：GM130・Adaptin、エンドソームタ
ンパク質：Rab5・Rab7・TfR）を含まない特
殊な膜構造であることが示された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
加えてオートファジー誘導時における局在
解析を行った。アミノ酸飢餓でオートファジ
ーを誘導し、さらに薬剤（PI3K 阻害剤ウォル
トマニン）処理により中途段階で阻害すると、
本来オートファゴソーム上には蓄積しない
Atg9A がオートファゴソーム形成部位に蓄積
する。この条件で上記のゴルジ体・エンドソ
ーム関連タンパク質は凝集したAtg9Aと共局
在しない。以上の結果を合わせて、Atg9A を
含む特殊な小胞がゴルジ体・エンドソームか
ら生じてオートファゴソーム膜形成に関わ
ることを示した。この結果は今後の Atg9 の
機能解析をする上で非常に重要な知見とな
る。 
 Atg9 小胞のさらなる解析を行うために、単
離小胞のプロテオーム解析を行った。免疫沈
降法により単離したAtg9A小胞上のタンパク
質を電気泳動により分離し、タンパク質の銀
染色を行った。特異的バンドを切り出し
LC-MS/MS による質量分析を行った（図 5）。 
さらに iTRAQ法による定量ショットガン質量
分析も行い、両者の結果を合わせて Atg9 小
胞上に存在するタンパク質を網羅的に同定
した。その中でオートファジーに関連の強い
低分子量 G タンパク質 Rab1 についてさらな
る解析をおこなった。まず内在性の Atg9A を
用いた免疫沈降法により、正常な細胞におい
ても Rab1B が Atg9 小胞上に存在することを
示した。次に局在解析によりオートファゴソ
ーム形成部位にRab1Bの一部が局在すること
を確認した。その後 Rab1B のオートファジー

における機能について調べるために、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
siRNA によるノックダウン実験を行った。
その結果 siRab1B 処理細胞においては、
1)オートファゴソーム形成部位（p62 で
標識）に LC3 が蓄積する。2）同じくオ
ートファゴソーム形成部位にAtg9Aが蓄
積することが分かった（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LC3 は C 末端の脂質化によりオートファ
ゴソーム膜上に局在するタンパク質で
あり、Atg9 は 6回膜貫通タンパク質であ
ることから局在場所には何らかの膜構
造が出来ていることを示している。また
Atg9A は完成したオートファゴソーム上
には殆ど存在しないことから、中間段階
の構造があると予想される。実際に
Rab1B ノックダウン細胞を電子顕微鏡で
観察したところ膜構造（オートファゴソ
ーム膜の中間体と思われるもの）が多数
見られた（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
通常の細胞ではこれらはそのまま完成
したオートファゴソームとなり、リソソ
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ームによる分解へと進んで消失するため電
子顕微鏡ではめったに観察されない。以上の
結果からRab1Bは正常なオートファゴソーム
膜形成（伸長もしくは形状維持）に必要であ
り、その抑制によりオートファゴソーム形成
が中途段階で阻害されることと考えられる。 
 Rab1 は小胞体とゴルジ体を結ぶ小胞輸送
に関わる因子である。近年の研究によりオー
トファゴソーム形成には小胞体が密接に関
与すると考えられている[7]。オートファゴ
ソーム・隔離膜が小胞体近傍で形成される際
に、小胞体から膜を供給する機構に Rab1 が
関わると推測される。Atg9A および Atg9 小胞
の役割の一つとして、この様な膜形成に直接
関わる因子をオートファゴソーム形成部位
に連れてきて機能させるということが示唆
された。以上の結果はオートファゴソーム膜
形成の分子機構についての理解を深めるこ
とに貢献したと考えている。以上の成果は複
数の学術集会で発表しており、現在原著論文
を作成中である。また本課題でのプロテオー
ム解析により同定したもう一つの Rab1 タン
パク質 Rab1A についての予備的な実験では、 
Rab1A の抑制によりオートファゴソーム形成
が阻害されるが、Rab1B とは違って LC3 や膜
構造の蓄積があまり見られないという結果
を得ている。このことは Rab1 のホモログで
ある Rab1A と Rab1B はオートファジーにおい
ては違う機能を有し、Rab1A の方がより上流
で機能していることを示唆する。今後は
Rab1A のオートファジーにおける機能につい
てもより具体的に解析を進めていく予定で
ある。 
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