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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丸ごと分別・除去するプロセスは、生物種を超えて保存さ
れた基本的な機構であり、オートファジーの仕組みを利用していることから、「マイトファジー」と呼ばれる。
その破綻は様々な病態を引き起こすなど、生物学的重要性が明らかである一方、詳細な分子機構については不明
な点が数多く残されている。本研究では、小胞体膜タンパク質挿入複合体Get1/2の出芽酵母マイトファジーにお
ける作用機序について調べた。その結果、Get1/2がマイトファジーの負の制御因子Ppg1-Farを小胞体に局在させ
ることで、マイトファジーに寄与していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Selective sequestration and removal of mitochondria as a whole organelle is 
a fundamental mechanism conserved beyond species. Defects in this autophagy-dependent process, 
termed mitophagy, are associated with various pathologies, highlighting its biological relevance. 
However, detailed molecular mechanisms underlying mitophagy remain elusive. In this study, we sought
 to investigate how Get1/2, a complex promoting insertion of membrane proteins into the endoplasmic 
reticulum, acts in budding yeast mitophagy. We found that Get1/2 contributes to mitophagy via 
localizing Ppg1-Far, a factor negatively regulating mitophagy, to the endoplasmic reticulum.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： ミトコンドリア　オートファジー　小胞体　タンパク質膜挿入　出芽酵母

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの研究から、マイトファジーが駆動される際、オートファジーの仕組みをミトコンドリアへリクルート
するための「分解標識」タンパク質が活性化する。このマイトファジー駆動タンパク質を負に制御する因子が小
胞体に局在していること、その一部がミトコンドリアへ標的化して、マイトファジー駆動タンパク質を抑制して
いることが明らかとなった。重要なことに、この負の制御因子の小胞体局在に働くタンパク質がマイトファジー
に寄与している。このことは、選択的ミトコンドリア分解を司る仕組みが別のオルガネラにも存在していること
を示しており、当該分野に新たな視点を与えるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは「細胞の発電所」と称されるように、エネルギー供給の要を担うオルガネラ
である。その機能を正常に保つことは細胞の恒常性維持に不可欠であり、ミトコンドリア機能不
全が様々な病態を引き起こすことが知られている。一方、ミトコンドリアはエネルギー変換の過
程で活性酸素種（ROS）を自ら作り出すため、細胞はそのエネルギー需要に応じてミトコンドリ
アの量を過不足なく増やしたり減らしたりする必要がある。また、ROS による酸化ストレスは
ミトコンドリアの機能を損ない、しばしば品質低下を招く。このため、ミトコンドリアの量と品
質は適切に管理されると考えられている。これまでの研究により、余剰または不良ミトコンドリ
アは特別な膜小胞によって選択的に隔離され、分解オルガネラであるリソソーム（酵母や植物で
は液胞）に運ばれて除去さ
れることがわかってきた。
この選択的ミトコンドリ
ア分解は、オートファジー
の仕組みを利用している
ことから「マイトファジ
ー」と呼ばれる（図１）。近
年、マイトファジーの異常
な低下や亢進が、様々な病
態を引き起こすことが報
告されている。一方、その
詳細な制御機構について
は不明な点が未だ数多く
残されている。 
マイトファジーは、酵母からヒトまで保存された基本的な機構である。出芽酵母 Saccharomyces 

cerevisiae においては、非発酵性培地（ミトコンドリア呼吸が細胞の増殖・生存に必須）での長
期培養や栄養飢餓によりマイトファジーが誘導される。いずれの場合も、「分別マーク・タンパ
ク質」Atg32がマイトファジーに特異的かつ必須な役割を果たす。マイトファジー誘導条件下に
おいて、Atg32はミトコンドリア外膜を貫通して蓄積するとともに、リン酸化される。また、Atg32
は Atg8および Atg11と結合する。Atg8および Atg11はオートファジーマシナリーの構成因子で
あり、Atg32 とともにマイトファジー始動複合体を形成すると考えられる。Atg32-Atg11 相互作
用は、Atg32のリン酸化によって安定化する。Atg32のリン酸化状態は CK2キナーゼに依存し、
Ppg1-Farホスファターゼによって負に制御される（図２）。CK2は細胞質ゾルで定常的に機能す
るのに対し、Ppg1-Farはテイルアンカー（TA）タンパク質 Far9/10を介して小胞体（ER）に局在
することが報告されている。ERにアンカーされた Ppg1-Farが、どのように Atg32を脱リン酸化
するかはよくわかってい
ない。このような状況の
中、ER膜タンパク質挿入
複合体Get1/2の欠損でマ
イトファジーが特異的に
強く抑制されることを見
出した。共に ER に局在
するPpg1-FarとGet1/2が
マイトファジーに関与し
ていることから、両者の
関連性が想定される。 
 
２．研究の目的 
本研究は、Get1/2 欠損細胞でのマイトファジー低下の原因に着目し、Atg32 のリン酸化状態、

Atg32-Atg11 相互作用、Ppg1-Far の局在を解析することで、Atg32 が駆動するマイトファジーの
分子機構の解明を目的とした。具体的には、以下の項目を明らかにする。 
(1) Get1/2欠損細胞でのAtg32のリン酸化を調べるとともに、Atg32-Atg11相互作用を評価する。
また、Get1/2の膜タンパク質挿入活性がマイトファジーに重要かどうかを検証する。 

(2) Get1/2欠損細胞での Ppg1-Farの局在を解析するとともに、Ppg1欠損あるいは Ppg1-Farを ER
またはミトコンドリアへ強制的に標的化させ、マイトファジーへの影響を調べる。 

(3) Get1/2 へ基質タンパク質を運ぶ細胞質ゾル ATP 加水分解酵素 Get3、およびミトコンドリア
外膜の膜タンパク質排出因子Msp1のマイトファジーへの関与を解析する。 

 
 

図１．マイトファジーの膜動態 

図２．出芽酵母マイトファジーの開始過程 



３．研究の方法 
(1) Atg32のリン酸化状態については、Atg32-3HAを発現させた酵母株から細胞抽出液を調製し、

SDS-PAGEで分離した後、anti-HAを用いたウェスタンブロッティングにより、Atg32のバン
ドパターンを解析する。Atg32-Atg11相互作用については、ルシフェラーゼ NanoLucのスプ
リット系 NanoBiT（Promega）の大小サブユニット LgBiTと SmBiTをそれぞれ Atg32と Atg11
に付加した融合タンパク質の発現株（NanoBiT[32-11]）を構築する。NanoBiT[32-11]の細胞懸
濁液に発光基質を加えた後、マイクロプレートリーダーで測定する。これらの解析方法とマ
イトファジーアッセイを用いて、Get1/2欠損細胞だけでなく、膜タンパク質挿入活性を失活
させた変異体を構築・解析する。 

(2) Ppg1-Far複合体のサブユニット Far8に 3コピーの GFPを付加し、染色体上の FAR8遺伝子
座から発現させるとともに、ER およびミトコンドリアの mCherry マーカーを発現させた
Get1/2欠損株を作成する。蛍光顕微鏡を用いて、得られた酵母株を観察し、局在パターンを
定量化する。次に、Ppg1 の追加欠損に加えて、Far9/10 の膜貫通ドメインを別の ER および
ミトコンドリア膜タンパク質の膜貫通ドメインに置換し、Ppg1-Farを強制的（Get1/2非依存
的）にそれぞれのオルガネラへ標的化させ、Get1/2欠損細胞や野生型細胞のマイトファジー
への影響を調べる。 

(3) Get3および Msp1の単独または二重欠損株を作成し、Atg32-Atg11相互作用・マイトファジ
ー・Ppg1-Far 局在について解析する。また、Msp1 の膜タンパク質排出活性を失活させた変
異体を構築し、その単独またはGet3欠損とのコンビネーション株についても同様に調べる。 

 
４．研究成果 
(1) 非発酵性培地での長期培養の初期段階、対数増殖期において、Atg32のタンパク質レベルが
発酵性培養時の 10-20倍に上昇するとともに、リン酸化が進行する。Atg32-3HAのリン酸化
を anti-HAを用いてウェスタン解析すると、野生型細胞において少なくとも 3つのバンドシ
フトが検出された。これに対し、Get1/2 欠損細胞ではこれらのバンドシフトが 60-70%減弱
することがわかった。Atg32 のリン酸化は、Atg32-Atg11 相互作用を安定化する。そこで、
NanoBiT[32-11]株を調べた結果、Get1/2 欠損細胞の Atg32-Atg11 相互作用が野生株に比べて
20-30%に低下していることが示唆された。次に、Get1/2の膜タンパク質挿入活性が低下した
変異体のマイトファジーを評価したところ、野生型に比べて 65-75%に低下していることが
わかった。これらの知見から、Get1/2は Atg32のリン酸化を促進することでマイトファジー
に寄与していること、その機能には膜タンパク質挿入活性が関与していると考えられる。 

(2) Ppg1-Far の細胞内局在を明らかにするため、Far8-3xGFP 発現細胞を蛍光顕微鏡を用いて観
察した。野生型細胞においては、GFPシグナルは 90%以上の細胞で ERマーカーと共局在す
るのに対し、Get1/2欠損細胞では 90%以上の細胞でミトコンドリアマーカーと共局在するこ
とがわかった。Ppg1は Atg32のリン酸化を負に制御することで Atg32-Atg11相互作用を低下
させ、マイトファジーを抑制する。すなわち、Get1/2欠損細胞では Ppg1-Farが過剰にミトコ
ンドリアへ標的化してしまい、Atg32の脱リン酸化を引き起こしている可能性が提起される。
そこで、Get1/2 Ppg1三重欠損細胞を調べた結果、Atg32-Atg11相互作用およびマイトファジ
ーが野生型細胞並みに回復していることがわかった。さらに、Get1/2 欠損細胞において、
Ppg1-Farによる脱リン酸化を受けない Atg32の変異タンパク質や、Ppg1-Farを強制的（Get1/2
非依存的）に ERにアンカーさせた変異タンパク質を発現させたところ、Get1/2 Ppg1三重欠
損細胞と同様の表現型が確認された。一方、野生型細胞において、Ppg1-Farを強制的（Get1/2
非依存的）にミトコンドリアにアンカーさせた変異タンパク質を発現させると、Atg32-Atg11
相互作用およびマイトファジーが部分的に抑制されることがわかった。この効果は、Ppg1欠
損でキャンセルされることから、Ppg1-Farのホスファターゼ活性に依存していると考えられ
る。以上の知見は、Get1/2は Ppg1-Farを ERへ局在させる（ミトコンドリア標的化を抑える）
ことにより、Atg32のリン酸化を促し、Atg32-Atg11相互作用の安定化に寄与し、マイトファ
ジーの進行に働いていることが示唆された。 

(3) TAタンパク質が Get1/2依存的に ERへ局在する際、Get3と一時的に複合体を形成する。そ
の後、Get1/2に Get3が結合することで、TAタンパク質を ERへ膜挿入してゆく。また、ミ
トコンドリアへ標的化した「よそ者」TAタンパク質は、Msp1によって排出され、Get3依存
的に ERへ運ばれる。そこで、Get3欠損細胞を作成して調べた結果、Atg32-Atg11相互作用
と Far8-3xGFPのミトコンドリア局在は Get1/2欠損細胞とほぼ同様であったのに対し、マイ
トファジーは野生型細胞の 90%と大きな影響は見られなかった。なお、Msp1欠損細胞では、
Far8-3xGFP は ER 局在を示し、マイトファジーも野生型細胞の 75-85%であった。興味深い
ことに、Get3 Msp1二重欠損細胞ではマイトファジーが野生型細胞の 45-55%まで低下するこ
とがわかった。この効果は、Msp1 の膜タンパク質排出活性を低下させることでも起こる。
一方、Get3 Msp1二重欠損細胞の表現型は、Ppg1欠損や Ppg1-Farの強制的 ER局在化によっ
てキャンセルされる。これらの結果から、Msp1はミトコンドリアへ標的化した Ppg1-Farを
排出することで、マイトファジーに寄与している可能性が提起される。 
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