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研究成果の概要（和文）：  

我々は正常なオートファジー欠損の Atg5-/-細胞を用いて細胞内糖鎖を解析したところ、シアル
酸を持つ遊離糖鎖が特異的に蓄積するのを見出した。そこでこの糖鎖がどのように生成し、オ
ートファジーがこれらの糖鎖の代謝にどのように関与しているかを解析した。その結果、この
オートファジー欠損による影響は基底オートファジーに依り、正常なオートファジーはこれら
の蓄積を防ぐ役割を果たすことを明らかにした。また、リソソーム上のシアル酸トランスポー
ターであるシアリンがこの現象に関与していることを明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

Previously, we showed that in Atg5
–/– 

cells, sialyl oligosaccharides specifically accumulated in the 

cytosol. Accumulation of these glycans was observed under non-starved conditions, suggesting that 

non-induced, basal autophagy is essential for their catabolism. Interestingly, once accumulated in the 

cytosol, sialyl glycans cannot be efficiently catabolized by resumption of the autophagic process, 

suggesting that functional autophagy is important for preventing sialyl oligosaccharides from 

accumulating in the cytosol. Moreover, knockdown of sialin, a lysosomal transporter of sialic acids, 

resulted in a significant reduction of sialyl oligosaccharides, implying that autophagy affects the 

substrate specificity of this transporter. This study thus provides a surprising link between basal 

autophagy and catabolism of N-linked glycans. 
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１．研究開始当初の背景 

 

オートファジーは、細胞質成分のタンパク質
分解機構としてよく知られている。我々は細
胞質に蓄積することが知られている遊離 N

型糖鎖の代謝にオートファジーが関わって
いるかどうかを調べるために、オートファジ
ー欠損株に蓄積する遊離糖鎖の構造解析を
行ったところ、驚いたことにシアル酸を持つ
遊離糖鎖（シアリル遊離糖鎖）が特異的に蓄
積することを見出した。 

 

２．研究の目的 

これらの予備的データをもとに、本研究では、
特にシアリル遊離糖鎖の(1)生成機構と（2）
シアリル遊離糖鎖の細胞内輸送機構につい
て、オートファジーの役割の詳細を解析する
ことを目指した。 

 

３．研究の方法 

細胞としてオートファゴソーム形成に必須
な Atg5遺伝子を欠損した細胞（Atg5-/-）、
および Atg5-/-細胞に Tet-off promoter存在
下で Atg5遺伝子を組み込んだ m5-7細胞を用
いて遊離糖鎖の解析を行った。様々な薬剤処
理、あるいは遺伝子の過剰発現、あるいはノ
ックダウンの条件で、シアリル糖鎖およびコ
ントロールとして遊離の中性糖鎖（高マンノ
ース糖鎖）の量がどのように変動するかを調
べるために、細胞質から蛍光標識した遊離糖
鎖を HPLC解析することによって定量した。 
 
４．研究成果 
Atg5-/-細胞を用いて、シアリル化遊離糖鎖
が特異的にこの細胞で蓄積していることを
明らかにした。また、m5-7細胞を用いて、シ
アリル糖鎖の蓄積が明らかに Atg5 遺伝子の
発現によって抑えられることを確かめた。ま
た様々な薬剤処理、またオートファジー経路
の別の遺伝子に欠損を持つ細胞を用いた解
析によって、オートファジー欠損とシアリル
糖鎖の蓄積がリンクしていることを明らか
にした。興味深いことに、飢餓によって誘導
されるオートファジーではシアリル遊離糖
鎖と高マンノース遊離糖鎖の代謝が同様に
亢進されることが明らかになった。このこと
は飢餓誘導オートファジーによっておこる
細胞質の遊離糖鎖代謝は非選択的であるの
に対し、通常状態で起こっている基底オート
ファジー（basal autophagy）がシアリル糖
鎖の代謝に特異的に関わっていることが示
された。また、一旦オートファジー欠損株に
おいてシアリル糖鎖が細胞質に蓄積すると、
その後遺伝子発現を回復させてオートファ
ジー経路を正常に戻しても細胞質のシアリ
ル糖鎖の代謝は亢進されなかったことから、
基底オートファジーは糖鎖の代謝に積極的

に関わるのではなく、細胞質におけるシアリ
ル糖鎖の蓄積を防いでいる、ということが示
唆された。構造解析および細胞分画の結果か
らこれらの遊離糖鎖はリソソーム起源であ
ることが示唆されたことから、基底オートフ
ァジーは正常なリソソームの機能に重要な
役割を果たしていることが示唆された。最後
に、リソソーム膜上のシアル酸輸送体である
シアリンをノックダウンすることで、 
オートファジー欠損下でのシアリル糖鎖の
細胞質への蓄積を遅延させることが出来た
ことから、基底オートファジーはシアリンが
正常な機能を果たすためになんらかの役割
を果たしていることが考えられた。 
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