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研究成果の概要（和文）：（I）新規オートファジーは酵母細胞から哺乳動物まで保存されており、タンパク分
泌の抑制によって誘導されることを見出し論文作成した。また（II）酵母細胞において新規オートファジー不能
変異株Aag4の単離に成功し、Aag4欠損マウスの作出とその生理機能を解析した。また、(III)新規オートファジ
ー誘導化合物として選定した化合物の一つが、ポリグルタミンを発現させた細胞において、ポリグルタミンの蓄
積を劇的に改善する結果を得た。この細胞を電子顕微鏡にて観察しポリグルタミンンの細胞内蓄積の形態的基盤
と、その蓄積が化合物添加によって改善するときの微細構造の変化について詳細に観察した。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a cellular process that degrades subcellular constituents, and 
is conserved from yeast to mammals. Although autophagy is believed to be essential for living cells,
 cells lacking Atg5 or Atg7 are healthy, suggesting that a non‐canonical degradation pathway exists
 to compensate for the lack of autophagy. We first showed that the budding yeast lacking Atg5 
undergoes bulk protein degradation using Golgi‐mediated structures to compensate for autophagy when
 treated with amphotericin B1 a polyene antifungal drug. We next identified Aag4 as a molecule 
essential for alternative autophagy, we clarified the mechanism of alternative autophagy and its 
physiological roles. Finally, we discovered several chemicals to induce alternative autophagy but 
not conventional autophagy. One of them reduced the polyglutamine aggregation in the cytosol, which 
causes polyglutamine diseases. We are currently observing the process of the aggregation formation 
and the drug effects on it using EM.

研究分野： 微細構造
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物の Atg5/Atg7 依存的オートファジ

ー機構に関する研究は世界中で広く行なわ

れ、その分子機構や生理学的、病理学的役

割が明らかにされつつある。具体的には、

酵母の遺伝学を基に哺乳動物細胞のオート

ファジー分子が同定され、これらの欠損マ

ウス作製によって Atg5/Atg7 依存的オート

ファジーの生理機能が明らかにされつつあ

る。 

 一方で、申請者は Atg5/Atg7 に依存せず

LC3 の局在化を伴わない新しいメカニズム

によるオートファジーを発見した（Nature 

2009）。 

 この新規オートファジーと従来のAtg5依

存的オートファジーとは、細胞の種類や刺

激の種類、基質の選択などにおいて、巧み

に使い分けられているものと考えられる。

例えば、赤血球においてはミトコンドリア

の除去には主に新規オートファジーが関わ

り、細胞質成分の除去には Atg5 依存的オー

ト フ ァ ジ ー が 関 与 し て い た  (Nature 

Commun 2014, 2016 )。 

 また、オートファジーは様々な疾患に関

与していることが報告されているが、実際

に、新規オートファジーにおいてもその不

全マウスが貧血症を呈することなどが明ら

かとなった (Nature Commun 2014)。このこ

とからも、さらに新規オートファジーの分

子機構を解明し、疾患への関与を明らかに

することが重要であると考えた。 
  
２．研究の目的 
本研究では、新規オートファジーの分子メ

カニズムを解明し生理機能を明らかにする

ため（１）新規オートファジー分子の同定

とシグナル伝達機構の解明と生理機能の解

明、（２）新規オートファジーのポリグルタ

ミン病の病態改善する分子機構の解明、

（３）および低分子化合物の改良を行い、

前臨床までの薬剤開発研究を行うことを目

的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
新規オートファジーの分子メカニズムを解

明し生理機能を解析する為(1)酵母遺伝学を

用いた特異的遺伝子の同定、(2)哺乳動物細

胞における遺伝子変異株の解析、(3)新規オ

ートファジー欠損マウスの作製、(4)ケミカ

ルバイオロジーを用いた新規オートファジ

ーの誘導あるいは阻害する低分子化合物の

同定、(5)これらの化合物が有効な疾患モデ

ル動物の同定を行った。 

 

４． 研究成果 

（１）はじめに、Atg5やAtg7に依存する通常

のオートファジーとは異なる新規オートファ

ジーの分解機構を明らかにするため、Atg5を

欠損した酵母細胞に様々な化合物を添加し、

オートファジーを誘導できる化合物を探索し

た。その結果、抗生物質のアンホテリシンB1

を見出した。そしてアンホテリシンB1を投与

した細胞では①ゴルジ体から細胞膜への分泌

が阻害されていること、②ゴルジ体が集積・

伸長すること、③ 貯留したタンパク質などを

ゴルジ体のトランス膜が取り囲むことで細胞

質から隔離すること、④その後液胞と融合し

て内容物が分解されることを明らかにした。 

さらにゴルジ体から細胞膜への分泌阻害が

起きる様々な遺伝子欠損株を観察した結果、

すべてにおいて同様のゴルジ体の変形と分泌

タンパク質の分解の活性化が明らかとなった。

すなわち、分泌されず細胞内に貯留したタン

パク質の分解にこのオートファジーが機能し

ていると考えられた。 

またこの分解は哺乳動物の培養細胞でも同

様に観察されることを見出した。そこで、ゴ

ルジ体を経由して分泌されるインスリンの挙

動にもこのオートファジーが関与するか検討

した。インスリンを合成する膵臓のインスリ

ン分泌細胞(β細胞)では、低血糖状態でインス

リン分泌が抑制される。我々は、この時β細胞



内に貯留したインスリンの一部も新規オート

ファジーにより分解されることを見出した。

そこで、この新しい機構をGolgi 

membrane-associated degradation pathway 

(GOMED)と名付け論文に発表した (EMBO J. 

2016)。 
 
（２）上記の酵母の系を用いて、新規オート

ファジーに関与する５個の実行分子を同定

し、そのすべてが哺乳動物まで保存されてい

ることを見出した。さらにこれらのノックア

ウトマウスを作成したところ、すべて胎生致

死となり、新規オートファジーが個体発生に

おいて重要な役割を担っていることが伺え

た。そこで現在は血球系や各臓器ごとの部位

特異的遺伝子欠損マウスを作製している。こ

のうち Aag4 遺伝子に関しては、すでにその

分子メカニズムを解析し、またその生理的機

能を解析し論文を準備中である。 

（３）また、5万種類の低分子化合物ライブラ

リーのスクリーニングにより新規オートファ

ジーを誘導/阻害できる化合物を、同定した。

このうちの誘導化合物の一つが、ポリグルタ

ミン蓄積の見られる神経培養細胞において、

その蓄積を改善することを見出した。まず最

初に①GFP融合ポリグルタミン(GFP-polyQ)を

発現したPC12細胞に約5万種類の低分子化合

物を投与し、ハイスループットアッセイによ

りGFP-polyQの発現を抑制できる24種の化合

物を選定した。②さらにこれらの化合物を

PolyQ病モデルショウジョウバエ（polyQを複

眼に発現させ複眼変性を誘導）に摂食し、変

性を改善できる化合物２種 (PQ1とPQ2)を選

定した。これらではポリグルタミンmRNA量

は変わらず、作用点はタンパク質分解や安定

性にあると考えられた。③化合物PQ2を脊髄

小脳変性症（PolyQ病）モデルマウスに投与し

たところ、オートファジーが活性化され脳内

の変性タンパク質の蓄積が抑制された。また

神経細胞の脱落も抑制され顕著な病態改善を

認めた。また、④PQ2の標的分子の同定に成

功した。⑤さらに、ポリグルタミンを発現さ

せた細胞を電子顕微鏡にて観察しポリグルタ

ミンの細胞内蓄積の形態的基盤と、その蓄積

がPQ2添加によって改善するときの微細構造

の変化について詳細に観察した。これに関し

ても論文作成中である。 
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