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研究成果の概要（和文）：オートファジーにおける中心イベントであるオートファゴソーム形成過程を担う主要
Atg因子および選択的オートファジーを担う因子の構造基盤をX線結晶解析、クライオ電子顕微鏡、高速AFMおよ
びNMRを駆使して明らかにした。そしてAtg1複合体の相分離によるオートファジー始動機構、Atg9の脂質スクラ
ンブル活性による隔離膜伸展機構、Atg8とE1-E2-E3酵素群による隔離膜成形機構、ミトコンドリア新規分裂因子
Atg44によるマイトファジー駆動機構、Atg40やTEX264などの受容体群によるERphagy駆動機構、液滴選択的オー
トファジーの分子機構などを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The structural basis of the core Atg factors responsible for autophagosome 
formation, a central event in autophagy, and those responsible for selective autophagy were 
elucidated using X-ray crystallography, cryo-EM, high-speed AFM and NMR. Structure-based functional 
analyses revealed the autophagy initiation mechanism by phase separation of Atg1 complex, the 
expansion mechanism of isolation membrane by the lipid scrambling activity of Atg9, the shaping 
mechanism of isolation membrane by Atg8 and its E1-E2-E3 enzymes, the mitophagy driving mechanism by
 Atg44, a novel mitochondrial fission factor, and the ERphagy-driven mechanism by Atg40 and TEX264, 
and the molecular mechanism of droplet-selective autophagy.

研究分野： 構造生物学

キーワード： オートファジー　液－液相分離　脂質輸送タンパク質　脂質スクランブラーゼ　オートファゴソーム　
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、オートファゴソーム形成の分子機構および選択的オートファジーの分子機構の理解が各段に進展
した。特に相分離によるオートファジーの直接的制御の発見や脂質スクランブラーゼによる脂質供給のメカニズ
ムの発見、新規ミトコンドリア分裂因子の発見は、オートファジー分野のみならず細胞生物学分野に広く波及す
る成果である。また本研究で明らかにしたオートファジー因子群の構造は、神経変性疾患の治療・予防薬として
期待されているオートファジー特異的制御剤開発の基盤となるものであり、社会的意義も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

オートファジーは真核細胞に保存された主要な細胞内分解系であり、生体高分子やオルガネラ
の分解を通して細胞の恒常性維持に貢献している。オートファジーの主要経路であるマクロオ
ートファジーの最大の特徴は“オートファゴソーム”と呼ばれる二重膜のオルガネラの新生を伴
う点であり、細胞内成分をオートファゴソームに隔離し、分解の場であるリソソームへと輸送す
ることで分解を行う。マクロオートファジーは多数のオートファジー関連（Atg）タンパク質が
制御しており、そのうち 18 種類の主要 Atg がオートファゴソーム形成過程を担っている。これ
までの研究代表者を中心とした解析により、そのうち 16 種類については立体構造が明らかとな
った（Curr Opin Struct Biol 43, 10, 2017）。しかしながら、オートファゴソーム形成の最初の
膜を供給すると考えられる膜タンパク質 Atg9、そして膜伸長に中心的役割を担う巨大タンパク
質 Atg2 という極めて重要な二因子の構造が未解明であることが、分子機構解明の支障となって
いる。また構造が解明された Atg 因子に関しても、その分子の持つ本質的な作動原理が未解明
であるものが多い。例えばオートファジーのマーカーとして広く利用されている Atg8 が膜動態
に果たす役割およびその分子機構は、依然として謎に包まれている。Atg1 複合体が担う足場と
しての役割も、それがオートファゴソーム形成時にどのように作動するのかわかっていない。そ
の原因としては、個々の Atg 因子が持つ具体的な分子機能や活性がわかっていないことが挙げ
られる。 

オートファジー分野において、オートファゴソーム形成と並んで重要な課題として、選択性の
問題がある。栄養飢餓時の非選択的な分解に加えて、オートファジーは損傷あるいは過剰なオル
ガネラやタンパク質凝集体、細胞内に侵入した病原性細菌などを選択的に分解することで、細胞
の恒常性維持、ひいては生体の健康維持に貢献している。最近になって、選択的オートファジー
におけるターゲットの認識に関わる因子として、受容体として機能するタンパク質が相次いで
同定されている。しかしながら、オートファゴソームがターゲットを選択的に隔離するように形
成する過程で、これら受容体がどのように作動するのか、その分子機構の解明は進んでいない。
その一因として、受容体群の構造研究がほとんど進んでいないことが挙げられる。特に多様なオ
ルガネラに対する受容体の構造研究はこれまでほとんど手つかずの状態であり、オルガネラ選
択的オートファジーの作動原理解明の足かせとなっている。また哺乳類では選択的基質 p62 が
多様な選択的オートファジーのハブとして機能すると考えられるが、p62 の多様な会合状態に関
する構造学的解析は遅れており、分子機構の詳細解明も進んでいない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、オートファゴソーム形成を担う主要 Atg 因子群、選択性を担う因子群、さらに領
域内の他の研究グループと協力して多様なオートファジー経路に特異的に関与する因子群の構
造基盤の確立を行なう。 

 

３．研究の方法 

Atg 因子群、選択性を担う因子群を大腸菌、酵母、昆虫細胞、哺乳類細胞などを用いて大量発現
し、各種クロマトグラフィーを使って高純度に精製する。精製タンパク質について結晶化スクリ
ーニングを行うとともに、サイズの大きなものはクライオ電子顕微鏡解析のために凍結条件の
検討を行う。良質な結晶が得られたものは大型放射光施設や所属研究所にある X 線回折装置を
使って回折データを収集し、結晶構造解析を行う。クライオの凍結条件が決まったサンプルは東
京大学のクライオ電子顕微鏡を用いて電子顕微鏡像の収集を行い、単粒子解析を行うことで三
次元構造を決定する。不均一な会合体（相分離液滴を含む）や膜と結合したタンパク質の構造解
析は高速 AFM および NMR を用いて構造解析する。In vitro 再構成系の構築は様々な人工膜
（GUV,SUV,膜チューブなど）と精製タンパク質を混合することで行う。得られた構造を元に変異
体を設計し、それぞれのタンパク質が持つ機能およびオートファジーにおける役割を in vitro
再構成系、酵母および哺乳類細胞の系を用いて解析する。 
 
４．研究成果 
(1)Atg9 のクライオ EM 構造の決定と脂質スクランブラーゼ活性の発見 
主要オートファジー関連因子中、唯一の膜貫通型タンパク質である Atg9 について、クライオ電
子顕微鏡により分解能 3.1 オングストロームで構造決定することに成功した。Atg9 はこれまで
６回膜貫通型と考えられてきたが、実は膜貫通ヘリックスを４本しか持たず、膜に平行な向きで
埋まったヘリックスを２本持っていた。その結果、プロトマーの中心に大きなポア（LP）が形成
され、膜の細胞質側の層に対し口を開けていた。またプロトマーは２本の膜貫通ヘリックスを隣
接するプロトマーと共有することで、ホモ三量体を形成し、その中心には膜に対して垂直なポア
が形成され（VP）、それは各プロトマーにある LP３つとつながっていた。このような構造はこれ
まで報告例がなく Atg9 に固有のものである。精製 Atg9 をリポソームに再構成して蛍光脂質を



 

 

用いた解析と急速凍結・凍結割断レプリカ標識
法を用いた解析を行うことで、Atg9 が脂質スク
ランブル活性を有することを明らかにした。さ
らに Atg9 の立体構造に基づいた変異体解析を
行うことで、脂質スクランブル活性にはAtg9が
持つ VP および LP が重要であること、脂質スク
ランブル活性はオートファゴソーム形成に必
須であることを明らかにした。以前我々が同定
した Atg2 の脂質輸送活性と合わせることで、
Atg2 と Atg9 が協力して小胞体から隔離膜へと
脂質供給することで隔離膜伸展が起きるとい
う新規メカニズムを提唱した（図１）（Matoba 
et al., Nat. Struct. Mol. Biol. 2020）。 
 

(2)相分離によるオートファゴソーム形成場 PAS の形成機構の解明 

精製した Atg1 複合体が液－液相分離して液滴を形成すること、それがオートファジー進行の場
である PAS の構築に働くこと、さらに Atg13 のリン酸
化状態が相分離の on/off を通してオートファジーの
on/off を制御していることを in vitro 再構成系およ
び酵母を用いた解析により明らかにした。さらに Atg1
複合体液滴の高速 AFM 観察を行い、S 字型の Atg17 が
液滴内においてランダムな配向で運動しながら分布
している姿を捉えることに成功した（図２）。これは液
滴で運動しているタンパク質分子の形状を捉えた最
初の例である。以上の成果をまとめて論文として報告
した（Fujioka et al., Nature 2020）。 

 

(3)液滴選択的オートファジーの分子基盤の解明 

液胞酵素 Ape1 複合体の選択的オートファジーの

in vitro 再構成系の確立を進めた結果、Ape1 は

単独で相分離して液滴を形成すること、液滴表面

にレセプターAtg19 が結合し、Atg19 が脂質化

Atg8 と結合することで隔離膜に認識され、選択

的にオートファゴソーム内へと取り込まれるこ

とがわかった。さらに Ape1 液滴の物性を変える

変異体の解析を進めた結果、Ape1 液滴がある程

度の流動性を維持していることが選択的オート

ファジーの進行に重要であることを明らかにし

た（図３）。さらに高速 AFM により液滴の流動性

の違いを見分けることに成功した（Yamasaki et al., Mol Cell 2020）。 

 

(4)脂質化 Atg8 の脂質膜上での構造解析と膜摂動活性の発見 

脂質化 Atg8 は隔離膜に強く結合し、効率的なオートファゴソーム形成において重要な役割を担

う。NMR 法を用いて脂質に結合した Atg8 が脂質膜上で取るコンフォメーションを解析し、溶液

中の状態と比べて構造の劇的な変化はないこと、Atg8 の脂質膜上の配向はある程度固定されて

おり、ユビキチンフォールド内に含まれる２つのフェニ

ルアラニンが膜に接する配向を取ることを明らかにし

た（図４）。この２つのフェニルアラニンについて変異

体解析を行った結果、これらは in vitro において巨大

リポソーム膜の変形に重要な役割を担うこと、膜変形は

脂質二重層の２つの層の間で面積差が生じることで引

き起こされることを見出した。そしてこれらの残基は酵

母および哺乳類における効率的なオートファジーに重

要であることを明らかにし、Atg8 が持つ膜摂動活性が

オートファゴソーム形成に重要な役割を担うという新

しいモデルを提唱した（Maruyama et al., Nat Struct 

Mol Biol 2021）。 

 

(5)脂質化 Atg8-E1-E2-E3が形成する網目状構造の解明と隔離膜成形機構の提唱 

 
図 2 高速 AFM による液滴の可視化 

 
図 1 Atg2 と Atg9 による隔離膜伸展モデル 

 
図 3 液滴選択的オートファジーの再構成 

 
図 4 脂質化 Atg8 の膜上の構造 



 

 

非選択的オートファジーにおいて、オートファゴソー

ムの成形機構はよくわかっていなかった。全て全長の

E1, E2, E3 酵素を使って Atg8 を偏長巨大リポソーム

（GUV）に結合させる実験を行うことで、オートファゴ

ソームの成形過程を再構成することに成功した。そし

て NMR および高速 AFM による解析により、脂質化 Atg8

と E1, E2, E3 酵素および脂質膜は弱い多価相互作用

を互いに形成すること、その結果脂質膜上で動的な網

目状構造を形成することが明らかとなった（図５）。さ

らに酵母を用いた解析で Atg8, E1, E2, E3 は全て隔

離膜上に局在することを示し、これら因子群による隔

離膜成形機構を提唱した（Alam et al., Nat Struct Mol Biol 2024）。 

 

(6)マイトファジー新規制御因子 Atg44 の構造決定と膜分裂活性の同定 

マイトファジーではオートファゴソーム内に収まるサイズにミトコンドリアが分断化されるが、
そのメカニズムは不明であった。出芽酵母および分裂酵母において同定されたマイトファジー
必須因子 Atg44 がミトコンドリアの断片化に関わること、Atg44 単独で in vitro において脂質
膜チューブを切断する活性を持つを明らかにした。さらに Atg44 の結晶構造を決定してその両
親媒性構造を明らかにするとともに、高速 AFM を用
いた解析により Atg44 は曲率の高い膜に結合し、膜
の不安定化を引き起こすこと、そして膜チューブを
切断する活性を有することを明らかにした（図６）。
Atg44 は隔離膜形成と連動してミトコンドリアの一
部を分裂させ、オートファゴソーム内に収まるサイ
ズにすることでマイトファジーを駆動すると考えら
れる（Fukuda et al., Mol Cell 2023）。 

 

(7)ER ファジーの構造基盤の解明 

ER選択的なオートファジー（ERphagy)に働く受容体として酵母ではAtg40が、哺乳類ではFAM134B, 
Sec62, RTN3 などが知られている。これらと Atg8 あるいは哺乳類ホモログ GABARAP との複合体
の結晶構造を決定し、ERphagy レセプターに共通した Atg8 との相互作用基盤を明らかにした。
複合体構造に基づき相互作用解析を行い、両者の強い結合に重要な残基を同定した。さらに人為
的に多量化させた Atg8 と Atg40 を in vitro で混合すると液－液相分離して液滴を形成するこ
とを見出し、ERphagy において Atg8 と Atg40 が形成する高次会合体の形成モデルを提唱した
（Mochida et al., Nat Commun 2020）。 
哺乳類の ERphagy で働く受容体の１つである TEX264 が

複数個所リン酸化されること、これらのリン酸化により哺
乳類 ATG8 である GABARAP および LC3 との親和性が劇的に
上昇することを見出した。さらにリン酸化 TEX264 と
GABARAPとの複合体の結晶構造を決定し、TEX264の Ser271
に導入されたリン酸基が GABARAP と計３本の水素結合を
形成することで親和性の向上に中心的役割を担うこと、こ
の残基のリン酸化が ERphagy に必須であることを明らか
にした（図７）（Chino et al., EMBO Rep 2022）。 

 

(8)オートファジーの選択的基質 p62 ボディの解析 

哺乳類細胞における代表的なオートファジー分解基質である p62 ボディに ULK1 および Vault 粒

子が濃縮することを見出した。濃縮した ULK1 は p62 をリン酸化し、KEAP1 を p62 ボディ内に蓄

積させること、その結果転写因子 NRF2 が活性化し、レドックス非依存性ストレス応答を引き起

こすことが明らかとなった（Ikeda et al., EMBO J 2023）。一方 Vault 粒子は NBR1 依存的に p62

ボディに取り込まれること、その結果 Vault 粒子は選択的オートファジーにより分解されるこ

とを明らかにした（Kurusu et al., Dev Cell 2023）。 

 

(9) In situ クライオトモグラフィー 

オートファゴソーム形成機構を理解するためには、実際にオートファジーが進行している細胞

における膜形態を詳細に明らかにすることが重要である。細胞内でのオートファジー関連膜お

よび Atg 因子の観察のために、クライオ FIB-SEM を用いた急速凍結生物試料ラメラ作製法を確

立した。クライオ FIB-SEMとクライオ電子線トモグラフィーを駆使することで、出芽酵母細胞内

の隔離膜の開口部と ER exit site がタンパク質を介して結合した状態の三次元構造を取得する

 

図 5 Atg8-E1-E2-E3 の網目状構造 

 
図 6 Atg44 の結晶構造と膜切断活性 

 
図 7 リン酸化 TEX264 の認識 



 

 

ことに成功した。 

 

(10)ATG5 を標的としたオートファジー特異的阻害剤の開発 

オートファジー特異的阻害剤の開発は基礎研究と医学

応用の両方の観点から重要である。ATG5-ATG16L1 複合

体の構造情報に基づき、ATG16L1 の ATG5 結合領域をミ

ミックしたステープル化ペプチドを設計し、ATG5 阻害

剤としての開発を進めた。ステープル化ペプチドと

ATG5 の複合体の結晶構造を決定するとともに、ITC で親

和性を決定し、ペプチド配列の最適化を進めることで、

数 nM の Kd 値のペプチドの開発に成功した。培養細胞を

用いた解析で膜透過能およびオートファジー阻害活性

があることを確認した（図８）（Cui et al., J Am Chem 

Soci 2022）。 

 
図 8 ATG5 阻害ペプチドの開発 
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