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研究成果の概要（和文）：オートファジーの始動を司るAtg1複合体およびAtg101、オートファゴソーム形成と積
荷認識に関わるAtg8の線虫ホモログ群、酵母における選択的オートファジーの積荷Ape1およびその選択的アダプ
ターAtg19等の立体構造をX線結晶構造解析法により決定した。構造情報に基づいた機能解析を行なうことで、飢
餓によるオートファジー始動のメカニズム、高等生物におけるAtg8ホモログ間の機能分担、蛋白質凝集体の選択
的オートファジーにおける凝集体認識機構などを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have determined the crystal structures of the autophagy-initiating Atg1 
complex and Atg101, the worm homologs of Atg8 that mediate autophagosome formation and cargo 
recognition, as well as the selective cargo Ape1 and its adaptor Atg19. By functional analyses based
 on the structural information, we have revealed the molecular mechanisms of autophagy initiation 
upon starvation, different functions mediated by Atg8 homologs, and selective recognition of protein
 aggregates during selective autophagy.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーは飢餓により誘導される、

真核細胞に保存された基本的な細胞内分解
システムである。高等生物ではオートファジ
ーは様々な生理的機能を担い、その異常は神
経変性疾患等の重篤な疾病を引き起こす。酵
母をモデル生物としたこれまでの研究で、オ
ートファジーに必須な Atg タンパク質群が
30 以上同定されてきた。そして Atg 結合系
に関わる 8つのAtg因子について立体構造が
明らかとなってきた。しかしオートファゴソ
ーム形成に関わる主要Atg因子群や選択的基
質認識に関わるアダプター因子群に関する
構造情報は決定的に不足しており、オートフ
ァゴソーム形成や選択的基質認識の分子機
構の理解は遅れている。さらに Atg 因子の哺
乳類と酵母の間の構造的差異に関する研究
もほとんどされておらず、高等生物固有のオ
ートファジー制御機構の理解が遅れている。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、酵母の主要 Atg 因子群、

様々な選択的基質認識に関わるアダプター
因子群、そして哺乳類オートファジーを制御
する因子群の構造解析を行い、オートファゴ
ソーム形成機構や選択的基質認識機構など、
オートファジーの未解決課題解明に向けて
構造基盤を確立することを目指した。 

 
３．研究の方法 
 出芽酵母においてオートファゴソーム形
成の中核を担うと考えられる主要Atg因子群、
選択的オートファジーを担うアダプター因
子群、そして哺乳類固有の因子に関してリコ
ンビナント蛋白質を調製し、主に X線結晶構
造解析法による構造生物学的研究を行った。
得られた構造に基づき変異体を作製し、in 
vitro で機能解析を行なうとともに、出芽酵
母や哺乳類細胞を用いた機能解析も行ない、
構造から得られた知見の検証を行った。 
 
４．研究成果 
（１）出芽酵母 Atg1 複合体の構造とオート
ファジー始動機構 
 オートファジーは飢餓で強く誘導される。
出芽酵母では飢餓依存的にAtg13が脱リン酸
化し、Atg1、Atg17 などと Atg1 複合体を形成
し、オートファジーの始動に働く。Atg13 の
天然変性領域内にAtg1結合領域およびAtg17
結合領域を同定し、小型化した Atg1-Atg13
複合体およびAtg13-Atg17複合体の結晶構造
を決定した。その結果、Atg1 は MIT ドメイン
を持ち、Atg13 は MIT 相互作用モチーフ（MIM）
を用いてそれに結合すること、一方 Atg13 は
短い Atg17 結合領域（17BR）で Atg17 の疎水
性ポケットに結合することが明らかとなっ
た。さらに飢餓依存的に脱リン酸化を受ける
Atg13の残基をLC-MS/MSにより網羅的に同定
し、MIM および 17BR のリン酸化が Atg1 およ
び Atg17との相互作用を負に制御しているこ

とを明らかにした。さらに Atg13 内に第二の
Atg17 結合領域（17LR）を同定し、その結合
構造を決定した。構造情報に基づいた機能解
析の結果、Atg13 がひも状の構造を用いて
Atg17 分子同士を繋ぎとめ、Atg1 複合体の高
次会合体形成に働くこと、その結果オートフ
ァゴソーム形成の場であるPASが構築される
ことを明らかにした。 
 
（２）高等生物のオートファジー始動を制御
する Atg101 の構造機能解析 
計画研究の水島グループと共同で、オートフ
ァ ジ ー 始 動 複 合 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の
Atg101-Atg13 複合体の立体構造を X 線結晶
構造解析法により決定した。その結果、
Atg101 は Atg13 の N 末端領域と同様に
HORMA ド メ イ ン 構 造 を 持 ち Atg13 と
HORMA-HORMA 複合体を形成すること、その反
対面に特徴的な WF フィンガーをもち下流の
Atg 因子の集積に重要であることを明らか
にした。 
 
（３）高等生物における Atg8 ホモログ間の
構造の差異と機能分担との関連の解明 
 Atg8 はオートファジーにおける中心的な
制御因子であり、高等生物では複数ホモログ
が存在することが知られている。線虫の Atg8
ホモログ LGG-1、LGG-2 の結晶構造を多様な
結合相手との複合体状態で決定し、これまで
に報告された哺乳類ホモログとの構造比較
を行った結果、LGG-1 および哺乳類 GABARAP
ファミリーはクローズ型、LGG-2 および哺乳
類 LC3ファミリーはオープン型の N末端構造
を取ることが明らかとなった。詳細な機能解
析の結果、クローズ型構造は膜の融合活性に
必要であることが示唆された。また２つのフ
ァミリー間でターゲットの特異性に違いが
あることも明らかとなり、高等生物における
Atg8 ファミリーの機能分担解明のための構
造基盤の確立に成功した。 
 
（４）酵母における Ape1 の選択的オートフ
ァジーの構造基盤 
 出芽酵母におけるオートファジーの選択
的積荷である Ape1 について、単独あるいは
アダプター蛋白質であるAtg19との複合体と
して結晶構造を決定した。その結果、Ape1 は
ホモ１２量体からなる正四面体構造を取り、
１２本のプロペプチドを外に提示している
こと、プロペプチドはホモ三量体コイルドコ
イル構造を取ること、一方で Atg19 のコイル
ドコイルはプロペプチドと2:1のヘテロ三量
体コイルドコイル構造を取ることが明らか
となった。その結果 Ape1 はプロペプチドを
介して凝集する一方、Atg19 はその表面選択
的に結合することで凝集体のサイズを制御
し、オートファジーの積荷となるのに適した
サイズに制御していることを明らかにした。 
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