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研究成果の概要（和文）：Atg8はリン脂質に共有結合する、オートファジーに必須なユビキチン様タンパク質で
ある。出芽酵母を用いた本研究により、選択的ミトコンドリア分解が誘導される条件下で、Atg8が複数のタンパ
ク質に共有結合することが明らかとなった。また、Atg8化の基質分子として、小胞体膜タンパク質Asu1 
(Atg8ylation substrate 1)を同定した。Atg8化は、オートファジー依存的なAsu1の分解に寄与する可能性があ
る。

研究成果の概要（英文）：Atg8 is a phospholipid-conjugated ubiquitin-like protein essential for 
autophagy. Using budding yeast, this study demonstrated that Atg8 is also conjugated to several 
proteins under selective mitochondrial degradation-inducing conditions. In addition, Asu1 
(Atg8ylation substrate 1), an endoplasmic reticulum membrane protein, has been identified as a 
substrate for Atg8 conjugation. It is possible that Atg8ylation contributes to autophagy-dependent 
degradation of Asu1.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： Atg8　ユビキチン様タンパク質　オートファジー　翻訳後修飾　タンパク質分解
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１．研究開始当初の背景 
 
	 ユビキチン修飾は、タンパク質分解のみな
らず、細胞分裂・DNA 修復・転写制御・免
疫応答・膜輸送などを含む様々なプロセスに
関与している。これは、ユビキチンの多彩な
修飾様式に加え、ユビキチンによく似た構造
（ユビキチンフォールド）をもつ分子が 16
種類も存在し、機能していることによる。ユ
ビキチン様タンパク質と呼ばれるこれらの
分子の中で、Atg8 と Atg12 はオートファジ
ーに必須な役割を果たしている（図 1）。進化
的に保存されたこれら 2つのAtgタンパク質
は、隔離膜と呼ばれる 2 重膜の構造に働き、
分解基質を包み込むためのオートファゴソ
ームの形成を媒介する。Atg8はリン脂質 PE
に共有結合し、隔離膜やオートファゴソーム
に局在して機能する、ユニークなユビキチン
様タンパク質である。長らくの間、Atg8およ
び Atg12の結合基質は、各々PEおよび Atg5
だけが知られていた。最近、Atg12 が Atg3
（Atg8結合反応系の E2酵素）にも共有結合
し、ミトコンドリアの恒常性や細胞死に関与
することが報告されたが、その機構はよくわ
かっていない。 

 
	 「膜形成の実働因子」としての機能に加え、
Atg8 はオートファゴソームの積み荷の認識
にも直接働き、積み荷の特異的な分解に寄与
している。この選択的なオートファジーの重
要性が最近注目を集めており、研究が劇的に
進展しつつある。申請者は、出芽酵母の選択
的ミトコンドリア分解（マイトファジー）に
必須なタンパク質 Atg32 を世界で初めて同
定し、その分子機能の一端を解明した。Atg32
はミトコンドリア外膜に局在し、Atg8および
Atg11をミトコンドリア表面にリクルートす
る。Atg11は、オートファゴソーム形成に必
要な他のAtgタンパク質を分子集合させるた
めの「足場」として働く。これら 3つの Atg
タンパク質間相互作用は、マイトファジーに
重要である。 
 
	 これまでに、Atg8が特定の in vitro条件下
でリン脂質フォスファチジルセリンに共有
結合することが知られている。また申請者の

研究グループでは最近、Atg8の新たな結合基
質として、リン脂質フォスファチジルモノメ
チルエタノールアミンを見出している。加え
て、マラリア原虫のアピコプラスト（退化し
た 2 次共生色素体）に Atg8 が局在し、オー
トファジー以外の未知の機能を果たしてい
る可能性も報告されている。しかし、Atg8
が他のタンパク質に共有結合しているとい
う報告はない。Atg8は酵母からヒトまで保存
されたタンパク質であり、哺乳類では 7種の
ホモログが存在するなど、生命現象に普遍的
かつ多彩な役割を果たしていると考えられ
るが、その多くは今なお謎のベールに包まれ
ている。 
 
 
２．研究の目的 
 
	 申請者の研究グループは最近、マイトファ
ジーが誘導される条件下で、Atg8抗体に陽性
を示す 50-150 kDaの高分子量バンドが複数
出現することを偶然見出した。これらのシグ
ナルは、様々な変性条件下でも検出されるこ
とから、タンパク質分子間での共有結合が想
定される。この現象は、富栄養条件下や非選
択的オートファジーが誘導される窒素源飢
餓状態では見られない。 



	 これらの Atg8 陽性因子は、液胞（酵母の
リソソーム）の分解酵素を欠損させた細胞で
より多く蓄積する（図 2, 3）。このことは、
Atg8がポリマー化するか、あるいは未知のタ
ンパク質に共有結合し、それらが液胞に運ば
れる可能性を提起している。 
	 本研究では、Atg8の新規結合様式の実態を
分子レベルで明らかにし、その仕組みと生理
機能の解明を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)  平成 26年度においては、マイトファジー
が誘導される条件下において、高分子量
領域に現れる Atg8 結合タンパク質群の
精製・同定を試みた。 

	 
(2)  平成 27年度においては、前年度に得られ
た候補因子の変異解析（アミノ酸置換お
よび部分的欠失）を行い、Atg8結合に対
する影響を解析した。 

	 
(3)  平成 28年度においては、上記タンパク質
のAtg8結合部位の同定に必要なAtg8変
異体を作成し、その機能を調べるととも
に、Atg8-Atg8 結合タンパク質の精製・
質量分析を行った。 

	 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)  精製用タグを付加した His-FLAG-Atg8
を酵母細胞で発現させ、マイトファジー
誘導条件下で培養した後、集菌して細胞
抽出液を調製した。これを Ni-NTAアガ
ロースビーズとFLAG抗体結合アガロー
スビーズを用いた 2 段階アフィニティー
精製に供し、溶出したサンプルを SDSポ
リアクリルアミド電気泳動で分離、タン
パク質を銀染色で可視化してバンドを切
り出し、質量分析器 LC-MS/MSで解析し
た。その結果、高分子量域の複数のバン
ドに特異的に Atg8 自身も含まれ、切り
出したバンドの分子量より小さいタンパ
ク質であるにも関わらず、複数の高分子
量バンドとして繰り返し出現するタンパ
ク質、Asu1 (Atg8tylation substrate 1)、
Asu2、酢酸耐性獲得に機能するとされて
いる膜タンパク質 Yro2 を同定した。次
に、これらのタンパク質に HA タグを付
加し、HA 抗体結合アガロースビーズを
用いて免疫共沈降アッセイを行った。そ
の結果、いずれの場合においても、Atg8
陽性のシグナルが高分子領域で検出され
たことから、これらのタンパク質は Atg8
化修飾を受けていることが示唆された。 

	 
(2)  部位特異的変異導入法を用いて Asu1 に
様々なアミノ酸置換を導入するとともに、

部分的欠失を行い、Atg8ylation に対す
る影響を解析した。その結果、ユビキチ
ン様タンパク質の一般的な結合部位であ
るリジンのアルギニン置換変異体では、
Asu1の Atg8化はほぼ正常に起こること
がわかった。すなわち、Atg8の結合部位
は別のアミノ酸、例えばユビキチン化を
受けうるセリンやシステイン、メチオニ
ンなどの可能性も考えられる。一方、
Asu1の C末近傍には、Atg8との相互作
用に働く 4 アミノ酸の保存されたモチー
フ AIM (Atg8-interacting motif)があり、
これを欠失させたり点変異を加えると、
Asu1の Atg8化が顕著に抑制されること
が明らかとなった。この結果は、Atg8化
が起こるには、Asu1 は AIM を介して
Atg8と相互作用（共有結合ではない）す
る必要があることを示している。Asu1
は小胞体に局在する膜タンパク質であり、
オートファジーに依存して液胞に運ばれ
る。AIM 変異により、Asu1 の液胞への
移行が損なわれることもわかった。これ
らの知見は、Atg8化がオートファジーを
介した Asu1 の分解に寄与している可能
性を提起している。 

	 
(3)  Asu1-Atg8を質量分析する際、トリプシ
ン処理で生じる Atg8 の C 末端領域のペ
プチドは長過ぎる。そこで、C 末端から
4 番目の N113 をアルギニン置換した
N113R変異体を作成した。アフィニティ
ー精製用の His-FLAG-Atg8(N113R)変
異体のオートファジー活性を調べたとこ
ろ、野生型と同様にオートファジーを駆
動すること、PE化も正常に起こることを
確認した。加えて、Asu1への共有結合活
性を調べたところ、Asu1-Atg8(N113R)
を検出することができた。そこで、この
変異体を用いてアフィニティー精製・質
量分析によるAsu1のAtg8化部位の同定
を試みた。その結果、Asu1-Atg8(N113R)
の分子数が質量分析に必要な量に満たな
かったため、Atg8化部位を同定すること
ができなかった。この問題を解決するに
は、タンパク質の過剰発現系の確立が必
要であると考えられる。 
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