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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは細胞の発電所として、生命機能に必須の役割を果た

している細胞小器官である。最近、ミトコンドリアを丸ごと除去する仕組み「マイトファジー」

が、ミトコンドリアの品質管理にとって重要であると提唱されてきたが、その分子機構は殆ど

わかっていなかった。本研究では出芽酵母を用い、選択的ミトコンドリア分解を解析可能な現

象として捉えるとともに、マイトファジーに関与する因子を網羅的に同定することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Mitochondria serve as “the power plants of the cell”, playing 
essential roles in cellular functions. Recently, it has been proposed that degradation of 
mitochondria as whole organelles, termed mitophagy, is critical for mitochondrial quality 
control. However, the molecular mechanisms remain largely unknown. In this study, we 
utilized budding yeast, and succeeded to establish selective degradation of mitochondria as 
a phenomenon to be analyzed, and systematically identify mitophagy-related factors. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 オートファジーは、細胞内の成分を自己分
解する、真核生物に普遍的なシステムである。
出芽酵母が栄養飢餓に曝されると、オートフ
ァゴソームと呼ばれる 2重膜構造体が形成さ
れ、それが分解すべき成分を隔離する。完成
したオートファゴソームは液胞と膜融合し、
取り込まれた細胞質成分が液胞内の加水分
解酵素群によって分解される。栄養飢餓誘導

型オートファジーにおいて、リボソームを含
む細胞質やオルガネラは非選択的バルク分
解を受ける。一方、ある種の加水分解酵素の
液胞への輸送にも、オートファジーに類似し
た Cvt (Cytoplasm to vacuole targeting)経
路が働いている。Cvt は選択的オートファジ
ーであり、富栄養条件下で恒常的に起きてい
る。また、メタノール資化性酵母で培地変換
により誘導されるペルオキシソーム分解も、
選択的オートファジーの一形態である。これ
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までに、これらオートファジー関連経路で働
く Atg タンパク 質  (autophagy-related 
protein)が 31 個同定され、分子機能の解析が
進められている。 
 
 選択的オートファジーによる分解は、ミト
コンドリアのような巨大オルガネラの質・量
を管理するシステムとしても、威力を発揮し
うると考えられる。これまでに、酵母や哺乳
類を含む様々な細胞でのミトコンドリア・オ
ートファジーが報告され、その重要性が示唆
されている。また、オートファジー欠損によ
ってミトコンドリアに障害が起こることか
ら、ミトコンドリアの品質管理にもオートフ
ァジーが働いていると考えられる。しかし、
過去の報告のほとんどは栄養飢餓誘導型等
の非選択的オートファジーが起こる条件下
での現象を見たものである。また、分解コン
パートメントへのオートファジー依存的か
つ選択的なミトコンドリアの取り込みが、実
際に存在することを示す形態学的証拠は得
られていない。最近、酵母の遺伝子 AUP1 と
UTH1 がミトコンドリア・オートファジーに
必要であると報告されたが、私が確立した方
法により、両遺伝子ともミトコンドリアの選
択的オートファジーに必須でないことが明
らかとなった。 
 
 私はこれまで、ミトコンドリアの構造と機
能に関する研究を一貫して行ってきた。その
過程で、生合成とは逆のベクトルである分解
が、ミトコンドリアの質・量管理を行なうプ
ロセスとして重要なのではないかというア
イデアに至り、その本質に迫るためには、出
芽酵母をモデルとした分子機構の解明が不
可欠であると考えた。そこでまず、液胞の主
要なプロテアーゼを欠失した株 (pep4∆)を
用いて、様々な生育条件下でミトコンドリア
の液胞への取り込みを調べてみた。非発酵性
培地での呼吸成長から増殖停止状態 (定常
期)への移行期において、GFP で可視化した
ミトコンドリアの一部が凝集し、FM4-64 で
染色した液胞と共局在する。すなわち、ミト
コンドリアの液胞標的化が顕著に起こるこ
とを見出した。この現象は、atg7∆変異株で
は見られず、オートファジー依存的である。 
 
 上記の観察を踏まえ、実際にミトコンドリ
アが液胞に取り込まれているかどうかを明
らかにするために、透過型電子顕微鏡による
微細構造の解析を行なった。その結果、ATG7 
pep4∆細胞の液胞内に、2 重膜およびクリス
テ構造を持つミトコンドリアが多数観察さ
れた。対照的に、atg7∆ pep4∆細胞の液胞内
には、ミトコンドリアは認められなかった。
また、いずれの場合においても、ミトコンド
リア以外の細胞質成分を含む膜構造は、液胞

内にほとんど見られなかった。これらのデー
タから、呼吸成長から増殖停止状態への移行
期において、ミトコンドリア・オートファジ
ーは選択的に起こることが初めて明らかに
なった。 
 
 
２．研究の目的 
 オートファジーは、酵母からヒトまで保存
された主要な分解経路であり、その分子機構
と生理的役割に関する研究が飛躍的に進展
してきた。もう一つの主要経路、ユビキチ
ン・プロテアソーム系との特筆すべき相違点
は、オートファジーはタンパク質分子のみな
らず、細胞内膜構造であるオルガネラの分解
にも作用していることである。最近、細胞の
生と死を司るオルガネラ、ミトコンドリアの
質・量管理システムとしての選択的オートフ
ァジーの重要性が示唆されているが、その分
子機構は、ほとんど理解されていない。本研
究では、オートファジーの選択性に焦点を絞
り、出芽酵母をモデルに用いて、ミトコンド
リアの特異的分解に必須な因子を同定・解析
することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）ミトコンドリア・オートファジーを欠
損した遺伝子破壊株の探索と表現型解析 
 
①ミトコンドリア GFP マーカーを発現した
遺伝子破壊株の作製 
 ミトコンドリア・オートファジー (ミトコ
ンドリアの液胞への取り込み)を蛍光顕微鏡
で可視化するため、ミトコンドリア・マトリ
ックス局在シグナル配列を付けた GFP 
(mito-GFP)を用いた。この mito-GFP マーカ
ーをコードしたプラスミドで細胞をハイス
ループット形質転換し、ミトコンドリア可視
化株コレクションを作製した。具体的には、
96 ウェルマイクロプレート上の約 5,000 株
の非必須遺伝子破壊 1 倍体アレイに、市販の
キットを用いて mito-GFP 発現プラスミドを
導入し、グルコースを含む発酵性選択寒天培
地にスポッティング後、培養した。 
 
②蛍光顕微鏡を用いた網羅的 1次スクリーニ
ング 
 マイクロプレート寒天培地上のミトコン
ドリア可視化株を、グリセロールを含む非発
酵性の 96 ウェル選択液体培地に殖菌後、培
養した。一定の O.D.に達した細胞から順次、
蛍光顕微鏡で観察するとともに、画像データ
を取得した。液胞への取り込み後、ミトコン
ドリアの膜構造と多くのタンパク質は消化
されるが、分解されにくい GFP は液胞に残



る。mito-GFP で可視化されたミトコンドリ
アに加えて、やや蛍光の暗い球状の GFP シ
グナルを持つものをネガティブ、持たないも
のをポジティブとし、2 次スクリーニングへ
進んだ。 
 
（2）ミトコンドリア・オートファジー変異
株の 2 次スクリーニングと表現型解析 
 
①2 次スクリーニング 
 蛍光顕微鏡による網羅的 1次スクリーニン
グで単離されたミトコンドリア・オートファ
ジー変異株について、栄養飢餓誘導型の非選
択的オートファジーや Cvt 経路（液胞酵素の
生合成に働く選択的オートファジー）が正常
に働いているかどうかを、酵素学的アッセイ、
ウェスタンブロット、電子顕微鏡解析、光学
顕微鏡観察の手法を用いて調べた。 
 
②表現型解析 
 上記 2 次スクリーニングの結果、ミトコン
ドリア・オートファジーに特異的な異常が認
められた変異株について、ミトコンドリア分
解を定性的かつ定量的に調べるため、ウェス
タンブロット、蛍光顕微鏡観察、電子顕微鏡
解析を行った。 
 
（3）新規ミトコンドリア・オートファジー
関連タンパク質の機能解析 
 
 前年度までの研究で、蛍光顕微鏡による網
羅的１次スクリーニングで単離されたミト
コンドリア・オートファジー変異株について、
栄養飢餓誘導型の非選択的オートファジー
や Cvt 経路が正常に働いているかどうかを、
酵素学的アッセイ、ウェスタンブロット、電
子顕微鏡解析、光学顕微鏡観察の手法を用い
て調べた。また、ミトコンドリア・オートフ
ァジーに特異的な異常が認められた変異株
について、ミトコンドリア分解を定性的かつ
定量的に調べるため、ウェスタンブロット、
蛍光顕微鏡観察、電子顕微鏡解析を行った。
これらの解析で、選択的ミトコンドリア分解
に特異的に働いていると示唆されたタンパ
ク質について、その発現・局在・タンパク質
間相互作用の時空間動態を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）ミトコンドリア・オートファジーを欠
損した遺伝子破壊株の探索と表現型解析 
 
①ミトコンドリア GFP マーカーを発現した
遺伝子破壊株の作製 
 ミトコンドリア・オートファジー（マイト
ファジー）を蛍光顕微鏡で可視化するため、

ミトコンドリア・マトリックス局在シグナル
配列付き GFP (mito-GFP)をコードしたプラ
スミドで細胞を形質転換し、約 5150 株のミ
トコンドリア可視化株コレクションを作製
した。 
 
②蛍光顕微鏡を用いた網羅的 1次スクリーニ
ング 
 上記コレクションを、グリセロールを含む
非発酵性の 96ウェル選択液体培地に殖菌後、
培養し、蛍光顕微鏡での観察を行った。液胞
への取り込み後、ミトコンドリアの膜構造と
多くのタンパク質は消化されるが、分解され
にくい GFP は液胞に残る。mito-GFP で可視
化されたミトコンドリアに加えて、球状の
GFP シグナルを持つものをネガティブ、持た
ないものをポジティブとし、１次スクリーリ
ングを行った結果、53 株のマイトファジー欠
損変異株を単離した。そのうち、顕著な表現
型を示すもので未解析の遺伝子を MTV1 
(Mitochondria Transport to Vacuoles)と命
名し（後に ATG32 に遺伝子名を変更）、機能
解析を進めた。 

 
（2）ミトコンドリア・オートファジー変異
株の２次スクリーニングと表現型解析 
 
①２次スクリーニング 



 蛍光顕微鏡による網羅的 1次スクリーニン
グで単離されたミトコンドリア・オートファ
ジー変異株について、栄養飢餓誘導型の非選
択的オートファジーやCvt経路が正常に働い
ているかどうかを、酵素学的アッセイとウェ
スタンブロットの手法を用いて調べた。その
結果、４種類の変異株において、栄養飢餓誘
導型オートファジーおよびCvt経路が正常に
起こっていることを示唆するデータが得ら
れた。 
 
②表現型解析 
 上記２次スクリーニングの結果、ミトコン
ドリア・オートファジーに特異的な異常が認
められた変異株について、ミトコンドリア分
解を調べるため、ウェスタンブロットと蛍光
顕微鏡観察を行った。その結果、ミトコンド
リア分解が顕著に低下していることを明ら
かにした。これらの変異株でミトコンドリア
や液胞の形態に異常は認められなかったこ
とからも、変異株が欠失しているタンパク質
がミトコンドリア分解に直接関与する可能
性が考えられる。 
 
（3）新規ミトコンドリア・オートファジー
関連タンパク質の機能解析 
 
 前年度までの研究で、蛍光顕微鏡による網
羅的１次スクリーニングで単離されたミト
コンドリア・オートファジー変異株について、
栄養飢餓誘導型の非選択的オートファジー
や Cvt 経路（液胞酵素の生合成に働く選択的
オートファジー）が正常に働いているかどう
かを、酵素学的アッセイ、ウェスタンブロッ
ト、電子顕微鏡解析、光学顕微鏡観察の手法
を用いて調べた。また、ミトコンドリア・オ
ートファジーに特異的な異常が認められた
変異株について、ミトコンドリア分解を定性
的かつ定量的に調べるため、ウェスタンブロ
ット、蛍光顕微鏡観察、電子顕微鏡解析を行
った。 

 
 その結果、エンドソーム・リソソーム系の
膜輸送、タンパク質のアセチル化、脂質合成、

タンパク質の新規合成の標的化に関与する
タンパク質の欠損でミトコンドリア分解が
顕著に低下することを確認した。またこれら
因子の欠失変異細胞において、ミトコンドリ
ア・オートファジーの選択性を規定する鍵タ
ンパク質 Atg32 の発現は正常であることが
わかった。興味深いことに、これら新規ミト
コンドリア分解関連因子は、その多くが酵母
からヒトまで保存されている。これらの知見
は、選択的ミトコンドリア分解が細胞内の
様々なプロセスと密接に結びついて起こる
こと、その仕組みは共通のメカニズムで制御
されていることを示唆するものである。今後
の詳細な解析により、ミトコンドリア・オー
トファジーの分子機構の全貌に迫ることが
できると期待される。 
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