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研究成果の概要（和文）：オートファジーは、細胞内の不要なタンパク質やオルガネラを分解するシステムであ
る。我々は、新たなメカニズムによるオートファジーを哺乳動物で見出した。さらに、同様の機構が出芽酵母に
も保存されていることを見出した。本研究では、出芽酵母の遺伝学を用いて、出芽酵母における新規オートファ
ジー実行に関わる分子を同定した。さらに、哺乳動物の相同遺伝子を探索し、哺乳動物における新規オートファ
ジー実行に関わる分子を同定した。これらの分子は、飢餓で惹起される従来のオートファジーへの大きな関与は
認められなかった。したがって、本研究で同定された分子は、新規オートファジーに特異的に関与している可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a process that degrades subcellular constituents. We previously
 discovered Atg5/Atg7-independent alternative autophagy, and this pathway is phylogenetically 
conserved from yeast to mammals. Here, we identified genes regulating alternative autophagy in yeast
 by using yeast genetic screen, and analyzed the role in the autophagy. Moreover, we identified 
mammalian homologue of these genes, and we found that these genes are required for alternative 
autophagy in mammals. However, these genes are not involved in starvation-induced conventional 
autophagy, suggesting that these genes are specific to alternative autophagy.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 オートファジーは細胞内の不要なタンパ
ク質やオルガネラを分解するシステムであ
り、新陳代謝や細胞浄化などに貢献している。 
 オートファジー機構において、Atg5 や
Atg7は、必要不可欠な分子であると考えられ
てきた。しかしながら、我々は、Atg5に依存
しない新たなメカニズムによるマクロオー
トファジー（新規オートファジー）を発見し、
隔離膜がトランス・ゴルジ由来の膜とエンド
ソームから形成されていることを明らかに
した。 
 さらに、出芽酵母においても、Atg5や Atg7
に依存しない新規オートファジーが存在し、
哺乳動物細胞と同様に、トランス・ゴルジの
膜から、オートファジーが形成されることを
明らかした。これらの事実から、新規オート
ファジーが哺乳動物細胞から出芽酵母まで
保存されていることが考えられた。 
 Atg5 に依存したオートファジーの関連分
子の多くが、出芽酵母の遺伝学から同定され
た事を勘案すると、新規オートファジーを遺
伝学的に解析する事により、新規オートファ
ジーの分子機構の全体像、生理的役割を明ら
かにできる可能性が高い。 

 
２．研究の目的 
(1) 出芽酵母の遺伝学を用いて、オートファ
ジー実行に関わる分子を同定し、機能解析を
行う。さらに、(2) 哺乳動物の相同遺伝子を
探索し、哺乳動物における新規オートファジ
ーにおける機構解析を行うことを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
(1)出芽酵母の遺伝学を用いた、新規オート
ファジー実行に関わる分子の同定および機
能解析 

 
Atg5 欠損株を
親株に、網羅
的に遺伝子を
破壊した 2 重
欠損株を作製
し、出芽酵母
における新規
オートファジ
ー 誘 導 剤 
(amphoterici
n B1)を添加し
た。細胞質局
在 GFP 融合タ

ンパク質の切断および液胞内オートファジ
ーの形態を指標に、新規オートファジー誘導
に抵抗性を示す破壊株を同定した。さらに、
電子顕微鏡を用いて、微細構造観察を行った。 
 
(2)哺乳動物における新規オートファジーへ
の応用 
(1)で得られた、遺伝子の哺乳動物ホモログ
を同定し、Atg5 欠損線維芽細胞に対して、こ
れら哺乳動物ホモログを、CRISPR-Cas9 系ま
たはsiRNAを用いてノックアウトあるいはノ
ックダウンした。これらの細胞に哺乳動物細
胞における新規オートファジー誘導剤 
(etoposide)を添加し、これらの細胞で新規
オートファジーが惹起されているのか、抗
Lamp2 (オートリソソームマーカー)免疫染色
によってオートファジーの形態を検証した。
さらに、電子顕微鏡を用いて、微細構造観察
を行った。 
 
４．研究成果 
(1)出芽酵母の遺伝学を用いた、新規オート
ファジー実行に関わる分子の同定および機
能解析 
  
出芽酵母 Atg5 欠損株を親株に、網羅的に遺
伝子を破壊した 2 重欠損株を作製し、GFP 融
合タンパク質の切断および新規オートファ
ジーの形態および液胞内のオートファジー
の形態を指標に、スクリーニングを行った。
その結果、出芽酵母における新規オートファ
ジーに関わる分子として 8つ同定した。これ
らを欠損した細胞株では、新規オートファジ
ーが欠損しており、それに伴う GFP 融合タン
パク質の切断や液胞内のオートファジーの
形態が欠損していた。さらに、電子顕微鏡を
用いて、微細構造観察を行った結果、6 つの
分子が隔離膜形成を制御し、2 つの分子はオ



ートファゴソームとオートリソソームの融
合に関与していることが示唆された。 
一方、野生型に対して、これら分子を欠損さ
せ、飢餓による従来型のオートファジーの誘
導を判定した。これら欠損株において、従来
型のオートファジーが誘導されていたため、

これらの分子が新規オートファジー特異的
に関与していることが考えられた。 
 
(2)哺乳動物における新規オートファジーへ
の応用 
(1)で得られた、遺伝子の哺乳動物ホモログ
を探索し、ノックアウトあるいはノックダウ
ンさせた。これらの細胞において、新規オー
トファジーが惹起されているか否か、抗
Lamp2 免疫染色を用いて多寡を判定した。そ
の結果、6 つ哺乳動物相同遺伝子が哺乳動物
細胞における新規オートファジーに関わる
分子として同定された。次に、これらの細胞
に対して、電子顕微鏡を用いて微細構造観察
を行った。その結果、これらの分子が隔離膜
形成に関与することが示唆された。 
一方、野生型飢餓で惹起される従来のオート
ファジーへの大きな関与は認められなかっ
た。これらの結果から、これらの分子が新規
オートファジーに特異的に関与している可
能性が示唆された。 
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