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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアを選択的に分解するマイトファジーは、ミトコンドリアの品質管理機
構である。酵母では、カゼインキナーゼ2(CK2)によるマイトファジーレセプターAtg32のリン酸化がマイトファ
ジーに必須である。CK2は恒常的に活性を有するにもかかわらず、マイトファジー誘導時のみAtg32がリン酸化さ
れる制御機構は不明であった。本研究では、プロテインホスファターゼPpg1がAtg32の脱リン酸化に必須である
こと、Ppg1またはFar複合体(Ppg1の結合因子)の欠損がマイトファジーの亢進を引き起こすこと、Atg32の
151-200の細胞質領域がマイトファジーの抑制に重要であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Mitophagy plays an important role in mitochondrial quality control. In 
yeast, phosphorylation of the mitophagy receptor Atg32 by casein kinase 2 (CK2) upon induction of 
mitophagy is a prerequisite for interaction of Atg32 with Atg11 and following delivery of 
mitochondria to the vacuole for degradation. Because CK2 is constitutively active, Atg32 
phosphorylation must be precisely regulated to prevent unrequired mitophagy. We found that the 
PP2A-like protein phosphatase Ppg1 was essential for dephosphorylation of Atg32 and thus inhibited 
mitophagy. We identified the Far complex consisting of Far3-7-8-9-10-11 proteins as Ppg1-binding 
proteins. Deletion of Ppg1 or Far proteins accelerated mitophagy. Deletion of a cytoplasmic region 
(A.A. residues 151-200) of Atg32 caused the same phenotypes as ppg1Δ cells, which suggested that 
dephosphorylation of Atg32 by Ppg1 required this region. Therefore, Ppg1 and the Far complex 
cooperatively dephosphorylate Atg32 to prevent excessive mitophagy.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 栄養飢餓などで誘導されるオートファジ
ーは、細胞質成分やオルガネラをオートファ
ゴソームと呼ばれる脂質二重膜で包み込み、
液胞/リソソームで内容物を分解・再利用する
重要な生理機能である。一方、ミトコンドリ
アを選択的に分解するミトコンドリアオー
トファジーはマイトファジーと称される。最
近の研究から、マイトファジーが異常なミト
コンドリアを分解・除去することによって細
胞の恒常性を保つ機構であると理解されて
いる。高等動物において、活性酸素などで傷
害を受けたミトコンドリアの機能低下は、神
経変性疾患や老化現象など様々な弊害を引
き起こすが、その機能を回復できる治療薬は
存在せず、マイトファジーを誘導することが
有力な治療法として期待されている。 
 
(2) 申請者が所属する研究室では、酵母にお
けるマイトファジー分子機構の多くを解明
してきている。マイトファジーが誘導される
と、カゼインキナーゼ 2 (CK2) がミトコンド
リア外膜に存在するマイトファジー特異的
なレセプターである Atg32 の Ser114 残基
をリン酸化する。選択的オートファジーのア
ダプタータンパク質である Atg11 がリン酸
化された Atg32 と特異的に結合し、分解標
的のミトコンドリアはオートファゴソーム
形成の場 (PAS) へ運び込まれ、最終的に液胞
において分解される。CK2 は恒常的に活性を
有するキナーゼであるにもかかわらず、マイ
トファジー誘導時にのみ Atg32 がリン酸化
される制御機構の詳細は明らかにされてい
ない。 
 
(3) 酵母において、数多く存在するミトコン
ドリアの中からマイトファジーによる分解
標的となるミトコンドリアがどのように識
別されているのかは全く分かっていない。マ
イトファジーを人工的に誘導し、分解標的と
なるミトコンドリアを任意に作り出すこと
ができれば、このような疑問を解き明かすこ
と及びマイトファジーを利用したミトコン
ドリア病治療への応用に繋がると期待され
る。 
 
２．研究の目的 
(1) Atg32 リン酸化制御機構の解明:  
カゼインキナーゼ 2 (CK2) による Atg32 の
リン酸化がマイトファジーの最初のステッ
プである。CK2 は恒常的に活性を有するキナ
ーゼであるにもかかわらず、マイトファジー
誘導時にのみ Atg32 をリン酸化するメカニ
ズムは、マイトファジーを理解する上で必ず
解明すべき点である。本研究では、どのよう
な作用機序で Atg32 のリン酸化が制御され
ているのか、具体的には、Atg32 のリン酸化
を妨げる因子の同定およびその分子機構を
解明する。 
 

(2) マイトファジーの人工誘導法の確立:  
本来マイトファジーは傷害を受けたミトコ
ンドリアを除去するための生理機能である
と考えられており、栄養飢餓に依存しないマ
イトファジーの制御機構を理解する必要が
ある。本研究では、遺伝子改変操作によるマ
イトファジーの人工誘導を試みることによ
って、マイトファジーに真に必須な要素を明
らかにするとともに、ミトコンドリアを人工
的に除去するための知見を得る。 
 
３．研究の方法 
(1) Atg32 リン酸化阻害因子の同定: 
GFP を融合した Atg32 (GFP-Atg32) の蛍光
顕微鏡による局在観察を指標として、酵母の
遺伝子破壊株ライブラリーからマイトファ
ジー非誘導条件下においても GFP-Atg32 の
集積を引き起こす変異株をスクリーニング
する。さらに候補株において、Atg32 のリン
酸化がマイトファジー誘導前でも起こるか
どうかを基準に阻害因子を絞り込む。 
 
(2) Atg32 リン酸化阻害因子の機能解析: 
上記で同定される Atg32 のリン酸化阻害因
子の遺伝子破壊株および過剰発現株におい
て、マイトファジーが亢進あるいは抑制され
るかウェスタンブロットを用いた手法 
(Idh1-GFP プロセッシングアッセイ) によっ
て確認する。さらに、マイトファジー以外の
オートファジー (バルクオートファジー、Cvt
経路、ペキソファジー) に影響があるかどう
かも確認する。 
 
(3) マイトファジーの人工誘導法の確立: 
酵母におけるマイトファジーは栄養飢餓に
よって強く誘導されるが、本来マイトファジ
ーは機能低下または老化したミトコンドリ
アを除去するための生理機能であると考え
られており、栄養飢餓に依存しないマイトフ
ァジーの制御機構を理解する必要がある。本
研究では、Atg32 のリン酸化阻害因子破壊株
におけるマイトファジーの人工誘導を試み、
マイトファジーに真に必須な要素を明らか
にする。 
 
(4) Atg32 におけるリン酸化抑制に必要な領
域の同定: 
Atg32 タンパク質のデリーション解析を行
い、リン酸化阻害因子との結合の有無やマイ
トファジーの亢進の有無を調べ、Atg32 のリ
ン酸化の抑制に必要な領域を同定する。 
 
４．研究成果 
Atg32 のリン酸化を抑制する因子を探索す
る方法として、マイトファジーが誘導される
と、Atg32 がリン酸化依存的にミトコンドリ
ア上にドット状に集積する現象に着目した。
マイトファジーを誘導せずにこのような特
徴を示す変異株を探索したところ、PP2A 様
プロテインホスファターゼ Ppg1 が同定さ



れた。Ppg1 を欠損させると、CK2 依存的に 
Atg32 の恒常的なリン酸化が起こり、その結
果としてマイトファジーの亢進が見られた。
興味深いことに、Atg32 のリン酸化だけでは
マイトファジーは進行せず、オートファジー
のコアとなる部分も同時に活性化されるこ
とが重要であることが分かった。また、マイ
トファジー以外のオートファジー、例えばペ
ルオキシソームという細胞内小器官を分解
するペキソファジーやそのレセプターであ
る Atg36 の制御には Ppg1 は関与しないこ
とも分かった。 
 
Ppg1 が属する PP2A ファミリーは、活性調
節因子と結合して機能を発揮することが知
られている。しかしながら、Atg32 の脱リン
酸化には Ppg1 は既知の活性調節因子を必
要としなかったことから、未知の因子が関与
すると推測した。そこで、Ppg1 と結合する
因子をプロテオーム解析によって探索した
ところ、Far 複合体 (Far3、7、8、9、10、11
の 6 タンパク質から成る) が同定された。
Far 複合体を欠損させると、Ppg1 欠損と同様
に Atg32 の恒常的なリン酸化とマイトファ
ジーの亢進が見られた。 
 
最後に、マイトファジーの抑制に Atg32 タ
ンパク質のどの領域が重要なのかを調べた。
Atg32 のアミノ酸配列 151-200 番目の領域
を欠損させると、Ppg1 欠損とほぼ同様の結
果となったことから、Ppg1 はこの領域を介
して Atg32 を脱リン酸化していると推測さ
れた。以上の結果をもとに、下図に示したマ
イトファジーの制御機構を提唱した。 
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