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研究成果の概要（和文）：ミクロオートファジーは多様なオートファジー経路のひとつでリソソームやエンドソ
ーム膜が変形し細胞質成分を分解しますが未解明な点が多いものです。ある成分の分解にミクロオートファジー
か別のマクロオートファジーを用いるかの選択の仕組みも多くは謎のままです。この研究課題ではミクロオート
ファジー特異的に機能するESCRTタンパク質を発見し、ペルオキシソーム選択的オートファジーを負に制御する
MAPキナーゼ経路の働きや脂肪滴特異的ミクロオートファジー機能するユビキチンリガーゼも発見しました。ま
たメタノール資化性酵母においてマクロ、ミクロオートファジーの両方に機能するタンパク質の新規同定にも成
功しました。

研究成果の概要（英文）：Microautophagy is a pathway in which lysosomal or endosomal membranes are 
directly deformed to engulf cytoplasmic components for degradation. It constitutes one of the 
diverse autophagy pathways, and still has many unexplored aspects. The choice of whether to use 
microautophagy or another macroautophagy to degrade intracellular components may be controlled by 
the cell depending on environmental conditions, but the mechanism remains largely unknown. In this 
research project, we discovered a group of ESCRT proteins as factors that function specifically in 
microautophagy, and also revealed the function of the MAP kinase pathway that negatively regulates 
peroxisome-selective autophagy, and that of a ubiquitin ligase in lipid droplet-specific 
ｍicroautophagy. We also succeeded in identifying an Atg protein that functions in both 
macroautophagy and microautophagy in a  methanol-utilizing yeast. 

研究分野： 応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マルチモード・オートファジーの中でミクロオートファジーはマクロオートファジーと分解対象物や分子機構に
おいて共通する部分を持ちます。ゆえにミクロオートファジーの特性理解には、マクロオートファジーとの共通
分子機構と非共通分子機構とを峻別する必要があります。今回の研究課題ではミクロオートファジーに固有の分
子機構（ESCRT）と、マクロオートファジーと共通する分子機構（Atg）の両方を見いだすことができ、ミクロオ
ートファジーの特性理解を深めることに成功しました。また、近年産業応用がすすむメタノール資化性酵母の代
謝調節機構も見いだしており、この知見は本酵母での物質生産能向上に資する可能性を持っています。

※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 
 オートファジーは細胞質成分のリソソーム（液胞）への輸送を伴う分解機構の総称であり、多
くの経路が存在する。その中で、リソソーム膜が直接変形して分解対象をその内部に運び込むミ
クロオートファジーは、古くからその現象は見いだされていたものの、分子機構については不明
な点が多く残っていた。2010 年代に入ると、リソソーム膜だけでなく、エンドソーム膜の変形
もミクロオートファジーとしての機能を果たすことが分かり、ミクロオートファジーの膜動態
の多様性があらわになった。本課題研究代表者は 2018 年に、このミクロオートファジーの多様
性について膜形態を指標とした分類を提唱していたが、それぞれのミクロオートファジー膜形
態を支える分子機構の詳細については未解明な点を多く残していた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、新学術領域研究の特徴である他の研究グループとの緊密な連携を糧として、多く
の経路で構成されるオートファジー（マルチモード・オートファジー）の 1 つとしてのミクロオ
ートファジーの生理機能の解明を目的の一つとした。具体的には、細胞質成分分解のための多種
のオートファジー経路のうち、特にマクロオートファジーとミクロオートファジーとの分子基
盤の共通性と差異を明らかにし、細胞がこの 2 つの経路をどのように使い分けているのか知見
を得ることを目指した。このために、同一分解対象（ペルオキシソーム）に対してマクロオート
ファジーとミクロオートファジーの両方の経路を誘導しうるメタノール資化性酵母 
Komagataella phaffii (syn. Pichia pastoris) を研究の対象とした。さらに、本酵母のペルオキ
シソーム特異的オートファジー（ペキソファジー）を制御するシグナル伝達経路についても研究
を進めることを目的とした。 
 本研究のもう一つの目的はミクロオートファジー膜動態研究における未解明の分子機構のう
ち、特に分解対象の認識や、リソソーム（液胞）―分解対象物の界面（インターフェイス）形成
について明らかにすることである。この分子機構はミクロオートファジーにおけるリソソーム
（液胞）膜変形の分子機構と密接に関連しており、かつ未解明な点が多く残されている分子機構
である。この研究のためには上記 K. phaffii のほか、すでに多数の遺伝子破壊株が蓄積している
出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae も研究対象とした。 
 
３．研究の方法 
(1) メタノール資化性酵母 K. phaffii のペキソファジーに機能するシグナル伝達因子群の同定と
解析 
 K. phaffiiが生育環境中のメタノール濃度を検知する鍵因子として本研究代表者らが見出した
Wsc1 タンパク質は、MAP kinase 経路を通じたシグナル伝達を行う。このシグナル伝達経路が
ペキソファジーに与える影響を調べるため、まず、野生株および Wsc1 欠損株を対象にペルオキ
シソームタンパク質Pex11と蛍光タンパク質YFPとの融合タンパク質Pex11-YFPを発現させ、
その YFP 部分の切断を指標にペキソファジー活性を比較した。 
 ペキソファジー誘導時には、Atg30 タンパク質がリン酸化されることが知られていたので、上
記 Wsc1 タンパク質欠損株、および Wsc1 の変異体発現株、そして Wsc1 と連関する MAP kinase 
経路上のタンパク質の欠損株を作成し、それらにおける Atg30 のリン酸化状態を、HA tag を付
加した Atg30 (Atg30-3xHA) 発現させてそのイミュノブロットにより調べた。 
 
(2) K. phaffii マクロペキソファジー新奇スクリーニング法の構築とそれを利用した因子同定 
 ペキソファジーにおけるマクロ／ミクロオートファジーの使い分けの分子機構を探るため、
これまで行われてこなかったマクロオートファジー様式でのペキソファジーを誘導する条件で
の新奇機能因子のスクリーニングを行った。具体的には上記 Pex11 に蛍光タンパク質 pHluorin
を融合させた Pex11-pHluorin 発現株に対して抗生物質（Zeocin）耐性遺伝子カセットをゲノム
中にランダムに挿入した。得られた Zeocin 耐性株の中で、マクロオートファジー様式でのペキ
ソファジーを誘導する条件で高い Pex11-pHluorin 蛍光を示す株（ペキソファジーが阻害され蛍
光強度が低下しない株）を BD 社製 FACSAria Cell Sorter を用いて分取した。 
 分取した株ゲノム中の Zeocin 耐性株遺伝子カセットの周辺遺伝子配列を解析することで、ペ
キソファジー阻害を引き起こす変異責任遺伝子を同定した。 
 
(3) K. phaffii におけるペルオキシソーム特異的ミクロオートファジー（ミクロペキソファジー）
機能因子の解析 
 予備的実験から、ミクロペキソファジー誘導時の液胞膜変形の阻害が確認された ESCRT タ
ンパク質変異株について、ペルオキシソーム標的配列を付加した蛍光タンパク質および液胞膜
染色試薬 FM 4-64 の両方で標識し、蛍光顕微鏡観察に供した。解析には ESCRT0 複合体または
ESCRTIII 複合体の構成タンパク質の欠損株を用いた。また、ESCRT0 複合体構成タンパク質
については、その N 末端側に蛍光タンパク質を付加した融合タンパク質を発現させ、ミクロペ



キソファジー誘導時の局在変化を蛍光顕微鏡観察により調べた。 
 
(4) 出芽酵母 S. cerevisiae における脂肪滴特異的ミクロオートファジー基質認識機構の解析 
 ミクロオートファジー過程で液胞内部に取り込まれる分解対象として脂肪滴を解析した。脂
肪滴マーカータンパク質（Erg6）と液胞膜貫通タンパク質（Pho8）の両方にそれぞれ異なる蛍
光タンパク質（mCherry、EGFP）を付加して発現させ、液胞内部での蛍光タンパク質部分の切
断を利用したミクロオートファジーアッセイ系を構築した。構築したミクロオートファジーア
ッセイ系を用いて、脂肪滴の液胞内取り込みは阻害されているが、液胞膜貫通タンパク質は取り
込まれる（つまり膜変形は正常だが分解対象の認識のみ阻害されている）変異株を探索した。 
 
４．研究成果 
(1) メタノール資化性酵母 K. phaffii のペキソファジーに機能するシグナル伝達因子群の同定と
解析 
 Pex11-YFP の切断アッセイの結果、Wsc1 欠損株では野生株と比較して早い段階（メタノー
ルが培地中に残存する段階）でもペキソファジー活性が亢進していることが分かった。この結果
と相応して、Wsc1 欠損株ではペキソファジー誘導に機能する Atg30 のリン酸化も亢進してい
た。Wsc1 の機能として、メタノール濃度に応じたメタノール代謝酵素群の転写誘導と、熱スト
レスに対する応答機能があり、それぞれ一方の機能が不全となる Wsc1 変異も見いだしていた。
興味深いことに、Wsc1 がメタノール存在条件でペキソファジーを抑制する機能は、熱ストレス
応答できない Wsc1 変異体において失われていた。このことから、ペキソファジー抑制と熱スト
レス応答との分子機構の共通性が明らかとなった。 
 Wsc1はMpk1を中心とするMAP kinase経路にシグナルを伝える。Wsc1欠損と同様にMpk1
欠損でも、ペキソファジーの亢進と Atg30 のリン酸化亢進がみられた。さらにこのシグナル伝
達経路の下流に位置する転写因子のうち Rlm1 の欠損株、および Rlm1 が転写誘導する脱リン
酸化酵素のうちで Msg5 と PTP2A の欠損株で Atg30 のリン酸化の亢進が見られたことから、
Wsc1 がメタノール存在条件でペキソファジーを抑制するシグナル伝達経路を詳細に明らかに
することができた。 
 
(2) K. phaffii マクロペキソファジー新奇スクリーニング法の構築とそれを利用した因子同定 
 ペキソファジーが阻害される結果 Pex11-pHluorin の蛍光強度が高いまま維持される変異株
として多数の変異株を取得し、そのゲノム中の Zeocin 耐性遺伝子挿入位置を特定した結果、こ
れまでミクロオートファジー（ミクロペキソファジー）誘導条件で取得した多数の ATG 遺伝子
変異株を取得した。このことはマクロオートファジーとミクロペキソファジーとで、Atg タンパ
ク質群という共通の分子機構を使用しているこれまでの研究結果と一致していた。 
 特定された変異遺伝子の中で、これまでのスクリーニングでは取得されていなかった遺伝子
についてさらなる解析を進めた結果、この遺伝子が Phosphatidylinositol 3’-kinase の複合体構
成因子であることを見いだした。この因子の欠損はマクロペキソファジーのみならず、ミクロペ
キソファジーや窒素源飢餓誘導性の細胞質成分分解（マクロオートファジー）も阻害しているこ
とがわかった。また本因子の欠損が他のAtgタンパク質の挙動に影響を与えることも見出した。 
 
(3) K. phaffii におけるペルオキシソーム特異的ミクロオートファジー（ミクロペキソファジー）
機能因子の解析 
 蛍光顕微鏡観察の結果、ESCRT0 複合体タンパク質の欠損も、ESCRTIII 複合体タンパク質
の欠損も、ミクロペキソファジー誘導時の液胞膜の変形を阻害することを見いだした。この条件
ではペルオキシソームは液胞膜にとり囲まれない代わりに、オートファゴゾーム様膜構造（マク
ロペキソファゴゾーム）により液胞内へと輸送されるマクロペキソファジーが観察された。 
ESCRT0 構成タンパク質と蛍光タンパク質との融合タンパク質の局在解析から、このタンパク
質はミクロペキソファジー誘導時にペルオキシソームと液胞膜との相互作用面に局在を変化さ
せることが明らかとなった。 
 
(4) 出芽酵母 S. cerevisiae における脂肪滴特異的ミクロオートファジー基質認識機構の解析 
 脂肪滴に対するミクロオートファジーに ESCRT タンパク質が必要であることを以前に見い
だしていた。ESCRT タンパク質はユビキチン鎖のうち、K63 残基を介して形成された K63 ユ
ビキチン鎖に対して強い親和性を持つことから、これまで出芽酵母において K63 ユビキチン鎖
形成に機能することが報告されている様々なユビキチンリガーゼの変異株において、脂肪滴マ
ーカーと液胞膜貫通タンパク質の両方の液胞内への取り込みを上記のミクロオートファジーア
ッセイ系で解析したところ、あるユビキチンリガーゼの変異株において液胞膜貫通タンパク質
の取り込みは正常に起こるが、脂肪滴マーカータンパク質の液胞内輸送は阻害されていること
を見いだした。このことから、当該ユビキチンリガーゼが脂肪滴の認識のステップに機能して、
液胞膜陥入の膜動態と協調した働きをもつことが強く示唆された。 
 次に ESCRT タンパク質が脂肪滴に接触して局在するかどうかを、Erg6 と ESCRT 複合体 I



の構成タンパク質 Vps23 に対する局在蛍光顕微鏡解析で調べたところ、脂肪滴に対するミクロ
オートファジー誘導時に両者が接触する様子が観察された、この接触は上記のユビキチンリガ
ーゼの変異株において減弱していたことから、ユビキチンリガーゼが脂肪滴と ESCRT タンパ
ク質との接触に必要であることが明らかとなった。この結果からエンドサイトーシスにおける
ユビキチンリガーゼの作用（変形膜上に存在するタンパク質に対するユビキチン化）とは異なる、
ミクロオートファジーに特徴的なユビキチン化作用（液胞膜以外の分解対象に対するユビキチ
ン化）が存在することを強く示唆された。 
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