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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 (新規オートファジー)を哺乳動物で見出し、この新規オ
ートファジーを制御する分子を探索したところ、Aag4を同定した。このAag4は、新規オートファジー誘導時、
trans-Golgi膜上で機能し、trans-Golgi膜からの隔離膜形成を制御していた。神経特異的Aag4欠損マウスは、神
経細胞の変性・脱落、それによる行動異常を示し、新規オートファジーが、神経細胞において重要な生理的機能
を有していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Alternative autophagy is an Atg5/Atg7-independent type of autophagy that 
contributes to various physiological events. We here identify Aag4 as a molecule essential for 
alternative autophagy, but little conventional autophagy. Aag4 affects to the Golgi membranes and is
 required for the generation of isolation membranes. The generation of neuron-specific 
Aag4-deficient mice showed behavioral defects, which was mainly a result of cerebellar neuronal 
loss. These results indicate that Aag4-mediated alternative autophagy functions to maintain neural 
cells via different mechanisms from conventional autophagy.

研究分野：細胞生物学

キーワード： オートファジー　ゴルジ体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
出芽酵母および哺乳動物細胞における新規オートファジーを制御する分子として、新規にAag4を同定することが
できた。このことから、新規オートファジーの分子機構の一端を理解することができた。また、新規オートファ
ジーが神経細胞において生理的機能を有することを明らかにすることができた。神経変性疾患の病態生理解明や
疾患治療に波及効果をもたらすと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
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。 
 また、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。 
 さらに、出芽酵母遺伝学を用いて、この新規オートフ
ァジーが起こらない 12 個の変異株の単離に成功した。こ
の 1 つの Aag4 変異株では、新規オートファジーが惹起
されないことが示唆された。この出芽酵
母 Aag4 の相同遺伝子を探索したところ、 
哺乳動物細胞において、相同性の高い
Aag4 が同定された。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) 出芽酵母における Aag4 の機能解析を行う。また、(2) 哺
乳動物における Aag4の機能解析を行う。さらに、(3) Aag4 欠
損マウスを作製し、新規オートファジーの生体内での役割を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 出芽酵母における新規オートファジー実行に関わる Aag4
の機能解析 

出芽酵母 Atg5 欠損株を親株に、Atg5/Aag4 二重欠損株を作
製し、新規オートファジーを惹起させ、位相差顕微鏡観察およ
びタンパク質分解アッセイを行い、新規オートファジーの多寡
を検討した。さらに、新規オートファジー誘導後、電子顕微鏡
観察を用い、微細構造観察を行った。また、野生型を親株に、
Aag4 欠損株を作製し、従来のオートファジーを惹起させ、位
相差顕微鏡およびタンパク質分解アッセイを行い、従来のオー
トファジーの多寡も検討した。 

 
(2) 哺乳動物における新規オートファジー実行に関わる Aag4 の機能解析 

Atg5 欠損マウス由来の線維芽細胞 (Atg5 KO MEF)に対して、CRISPR を用いて Aag4遺伝子を
破壊し、Atg5/Aag4 の２重欠損 MEF 細胞 (Atg5/Aag4 DKO MEF)を作製した。autophagosome マー
カーである kikume、autolysosome マーカーである mRFP-GFP のイメージングおよび細胞質タン
パク質分解アッセイをおこない、この Atg5/Aag4 DKO MEF における新規オートファジーの多寡
を検討した。また、新規オートファジー誘導後の Aag4 の細胞内局在変化の検討、電子顕微鏡を
用いた微細構造観察を行った。さらに、Aag4 の従来のオートファジーへの関与を明らかにする
ため、野生型の MEF に対して、CRISPR を用いて Aag4 遺伝子を破壊し、Aag4 欠損 MEF 細胞 (Aag4 
KO MEF)を作製した。この細胞に対して、飢餓刺激を行い、LC3 の変化、局在について検討する
ことで、従来のオートファジーの多寡を検討した。 

 
(3) Aag4 の組織特異性と生理的機能の解析 

神経特異的 Aag4 欠損マウスを作製し、Aag4 が実行する新規オートファジーの生体内での役割
を明らかにするため、行動解析、免疫染色、電子顕微鏡を用いた微細構造観察を行った。 

 
４．研究成果 



(1) 出芽酵母における新規オートファジー実行に関わる Aag4 の機能解析 
出芽酵母 Atg5欠損株を親株に、

Atg5/Aag4二重欠損株を作製した。
出芽酵母における新規オートファ
ジー誘導剤である amphotericin 
B1 を添加し、位相差顕微鏡観察お
よびタンパク質分解アッセイを行
い、新規オートファジーの多寡を
検討した。その結果、出芽酵母Aag4
を欠損することで、新規オートフ
ァジーが抑制されていることが明
らかになった。さらに、この細胞
に対して、電子顕微鏡を用いた微
細構造解析を行ったところ、新規オートファジーの素過程の trans-Golgi 膜からの隔離膜形成
が阻害されていることが明らかになった。 

一方、従来のオートファジーへの Aag4 の関与を明らかするため、出芽酵母野生株に対して、
Aag4 欠損株を作製し、飢餓による従来のオートファジーの惹起について、タンパク質分解アッ
セイを用いて検討した。その結果、Aag4 欠損による顕著な抑制は検出されなかった。 

以上の結果から、Aag4 は従来のオートファジーと比較して新規オートファジーに大きく関与
していることが示唆された。 

 
 (2) 哺乳動物における新規オートファジー実行に関わる Aag4 の機能解析 

Atg5 KO MEF に対して、CRISPR
を用いて、Atg5/Aag4 DKO MEFを
作製した。この細胞に対し、哺乳
動物細胞における新規オートフ
ァ ジ ー の 誘 導 剤 で あ る
etoposide を 添 加 し 、
autophagosome マーカーである
kikume、autolysosomeマーカー
である mRFP-GFP の多寡の検討
および細胞質タンパク質分解ア
ッセイを行った。その結果、
Atg5/Aag4 DKO MEF で は 、
autophagosome 形 成 お よ び
autolysosome 形成が抑制され、
細胞質タンパク分解も抑制されていることが示唆された。この結果から、Aag4 が autophagosome
形成の上流で機能している可能性が示唆された。また、新規オートファジー誘導時の Aag4 の細
胞内局在を検討したところ、通常培養時には、Aag4 は細胞質に局在するが、誘導時には、隔離
膜形成の場である trans-Golgi 膜上に局在するようになることが明らかになった。さらに、電子
顕微鏡を用いて微細構造観察を行ったところ、Atg5/Aag4 DKO MEF では、trans-Golgi 膜からの
隔離膜形成に異常が生じていることが明らかになった。 

一方、従来のオートファジーへの Aag4 の関与を明らかするため、Aag4 KO MEF を作製し、飢
餓による従来のオートファジーの惹起を抗 LC3 ウェスタブロッティング、LC3 のイメージングを
用いて検討した。その結果、Aag4 欠損による顕著な抑制は検出されなかった。 

以上の結果から、出芽酵母と同様に Aag4 は従来のオートファジーと比較して新規オートファ
ジーに大きく関与していることが示唆され、新規オートファジー誘導時に Aag4 が trans-Golgi
膜に局在・機能することで、新規オートファジーを制御していることが示唆された。 

 
(3) Aag4 の組織特異性と生理的機能の解析 

神経特異的 Aag4 欠損マウスを作製し、解析を行ったとこ
ろ、神経細胞のゴルジ体に余剰なタンパク質が蓄積し、神
経細胞の変性・脱落が生じていることが明らかになった。
また、それによる行動異常も見出した。これらの結果から、
神経細胞において、重要な生理的機能を有していることが
示唆された。 
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