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研究成果の概要（和文）：オートファジーは細胞内の主要な分解機構であり、様々な生理的役割を担い、種々の
疾患との関連も明らかになりつつある。しかしながら、その分子メカニズムには不明な点が多く残されており、
関連疾患の治療法開発のためにも、その解明が急務となっている。本研究では、分子機構の研究に優れるモデル
生物である出芽酵母および、関連分子の機能の解明に有効な無細胞系（精製タンパク質や人工膜を用いる解析手
法）を用いて、オートファジーにおける中心的イベントであるオートファゴソームの形成機構および、特定の細
胞成分を分解する選択的オートファジーの分解標的と制御機構に関して、多くの重要な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a major degradation system within cells, which plays a wide 
range of physiological roles and is linked to a number of human diseases. However, fundamental 
issues still remain to be addressed in the molecular mechanisms of autophagy, which is required to 
develop therapeutic methods for related diseases. In this study, we used yeast as an excellent model
 organism for the study of molecular mechanisms of basic biological phenomena and cell-free systems 
composed of purified proteins and artificial membranes which allow us to analyze the functions of 
related molecules. Finally, we obtained many important results about molecular mechanisms underlying
 the biogenesis of the autophagosome, a central event in autophagy, and degradation targets and 
regulatory mechanisms of selective types of autophagy, which specifically degrade certain components
 of cells.   

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
オートファジーの分解対象は、オートファゴ
ソームと呼ばれる二重膜胞内に隔離され、リ
ソソーム／液胞に輸送され、分解される。こ
れまでの研究により、Atg タンパク質群を中
心に、オートファゴソームの形成に必要な因
子が同定された。しかし、これらの分子機能
や細胞内動態には未解明の問題が多く残さ
れていた。また、オートファゴソーム形成に
おける膜動態についても、膜の前駆体や供給
源といった基本的な問題が明らかとなって
いなかった。一方で近年、いくつかのタンパ
ク質や細胞小器官がオートファジーによっ
て選択的に分解されることが明らかとなり
つつあったが、そのメカニズムにも不明な点
が残されており、オートファジーによって選
択的に分解される細胞成分の全体像の把握
も重要な課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、分子機構の解明に優れたモデル
生物である出芽酵母と、分子機能を明確かつ
詳細に調べることができる無細胞系（精製タ
ンパク質や人工膜を用いた試験管内解析系）
を用いて、オートファゴソームの形成機構お
よび選択的オートファジーに関する上記の
問題を解決することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
出芽酵母の様々なオートファジー関連因子
について、種々の変異体を構築し、タンパク
質間相互作用、タンパク質修飾、タンパク質
の細胞内局在、オートファゴソームの形成に
生じる変化を調査した。また、いくつかのオ
ートファジー関連因子を精製し、試験管内で
その分子機能を解析した。さらに、既知のオ
ートファジー関連因子と相互作用する因子
を免疫沈降産物の質量分析により同定し、解
析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) Cvt 経路とペキソファジーの制御機構の
解明 
Cytoplasm-to-vacuole targeting (Cvt)経路
は、いくつかの液胞内酵素（Ape1 や Ams1 な
ど）をオートファゴソームに積み込み、細胞
質から液胞内へ輸送する選択的オートファ
ジー関連経路であり、液胞内酵素を認識する
レセプターとして Atg19 と Atg34 が機能する。
ペキソファジーは、Atg36 をレセプターとす
る、ペルオキシソームの選択的オートファジ
ーである。本研究では、これら 3つのレセプ
ターをリン酸化するキナーゼとして Hrr25
（カゼインキナーゼ 1δ）を同定した。リン
酸化により各レセプターとAtg11との相互作
用が増強され、Atg11 によりオートファゴソ

ーム形成を媒介するAtgタンパク質群が隔離
対象上にリクルートされることを明らかに
した。 
 さらに、Hrr25 が Atg36 をリン酸化するた
めには、Atg36 がペルオキシソームタンパク
質である Pex3 と結合することが重要である
ことを見いだした。また、無細胞系を用いて、
Pex3には直接Hrr25によるAtg36のリン酸化
を促進する機能があることを明らかにした。
このような制御機構は、Atg36 がペルオキシ
ソームに正しく局在化したときのみ、オート
ファジーによる分解を誘導するために獲得
されたものと考えられる。 
 
(2) 核と小胞体の選択的オートファジーの
発見 
核および小胞体の断片がオートファジーで
選択的に分解されることを世界で初めて明
らかにし、それぞれに必要なレセプタータン
パク質として Atg39 および Atg40 を同定した。
核および小胞体の分解は窒素源飢餓条件下
で誘導される。核の分解は窒素飢餓時の酵母
の生存に重要であることを示した。Atg40 は
哺乳類における小胞体の選択的オートファ
ジーのレセプターであるFAM134Bの機能的ホ
モログであることが示唆された。 
さらに、Atg40 がレティキュロンと呼ばれ

る小胞体の形態形成に必要なタンパク質と
似た構造を持っており、実際に小胞体膜上で
高い膜曲率を生み出す（膜を曲げる）機能が
あることを明らかにした。また、複数の Atg40
が Atg8 との結合を介して小胞体上で会合す
ることを発見した。以上の結果から、Atg40
は、隔離膜上の Atg8 との結合を介して隔離
膜と接する小胞体領域に濃縮され、これによ
り小胞体が折り曲げられ、切断されてオート
ファゴソームに積み込まれるというモデル
を提唱した。 
 
(3) 核膜孔複体の選択的オートファジーの
発見 
質量分析により、Atg8 と結合する因子として
核膜孔複合体を同定し、同複合体がオートフ
ァジーで選択的に分解されること、またその
メカニズムを明らかにした。 
 
(4) 隔離膜前駆体の発見と形成機構の解明 
オートファゴソームは隔離膜と呼ばれるカ
ップ状の膜が伸張して形成される。隔離膜が
どのようにして形成されるのかについては
不明であった。本研究により、ゴルジ体から
形 成 さ れ る Atg9 を 含 む 膜 小 胞 が 、
pre-autophagosomal structure（PAS）に局
在化した後、他の Atg タンパク質に依存して
複数の Atg9 小胞が融合して、隔離膜の前駆
体を形成することを初めて明らかにした。ま
たこの融合反応に関わると考えられる Atg9
小胞上の SNARE タンパク質を複数同定した。 
 
(5) オートファゴソーム形成における膜供



給源の解明 
オートファゴソーム膜の由来については、
様々なオルガネラが提唱されてきたが、明快
なデータに基づくモデルはこれまでになか
った。本研究では、小胞体から形成される
COPII小胞の積荷膜タンパク質Axl2を小胞体
に過剰に蓄積させ、COPII 小胞に高濃度に積
み込むシステム（最近、他の研究チームから
報告された）を利用して、Axl2 が COPII 小胞
を経由して隔離膜およびオートファゴソー
ムの膜に局在化することを免疫電子顕微鏡
解析により明らかにした。すなわち、COPII
小胞がオートファゴソーム形成における膜
供給源の少なくとも1つであることが示され
た。 
 
(6) Atg2 の分子機能の解明 
Atg2 は、オートファゴソームの形成に必須で
あり、ホスファチジルイノシトール 3-リン酸
（PI3P）結合タンパク質である Atg18 と複合
体を形成するが、その機能は未知であった。
本研究では、Atg2 の N、C 両末端にオートフ
ァゴソーム形成に重要な領域を特定し、これ
ら領域はどちらも高曲率の膜に結合するこ
とを示した。さらに、C 末端領域での膜結合
は、Atg18 の PI3P への結合に重要であり、従
って Atg2-Atg18 複合体の PAS への局在化に
重要であることを明らかにした。一方、N 末
端領域は、隔離膜の伸張に重要であることを
示した。さらに、この機能は小胞体との結合
を介して発揮されることを示唆する結果を
得た。以上の結果およびこれまでの報告に基
づき、Atg2 は 2つの膜結合領域を用いて、PAS
および隔離膜の伸張端を小胞体に繋留する
ことで、小胞体からの膜供給を媒介するとの
モデルを提唱した。 
 
(7) Atg16 複合体のオートファゴソーム形成
場への局在化機構の解明 
Atg12-Atg5-Atg16 複合体（以下、Atg16 複合
体）は、ユビキチン様タンパク質 Atg8 のホ
スファチジルエタノールアミンへの結合を
触媒する E3 酵素である。Atg5 の免疫沈降産
物の質量分析の結果、オートファゴソームの
形成を始動する Atg1 キナーゼ複合体が検出
された。これら複合体間の相互作用は Atg12
の N 末端領域を介すること、Atg16 複合体の
PAS への局在化に重要であることを明らかに
した。この局在化機構と既知の Atg21 を介す
る PI3P 依存的な局在化機構の両者を同時に
欠損させると、Atg16 複合体の PAS への局在
は失われ、オートファジーは完全に停止した。
以上の結果から、Atg16 複合体は、2 つの異
なるメカニズムを介してオートファゴソー
ム形成の場に局在化することが明らかとな
った。 
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