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研究成果の概要（和文）： 出芽酵母のタンパク質分泌経路を人為的に遮断すると、オートファジーが阻害されること
が分かった。このことから、オートファジーに必要なオートファゴソームと呼ばれる膜構造体の形成にタンパク質分泌
経路を介した膜脂質の供給が重要であることが示唆された。一方、タンパク質分泌経路に必要な複数の膜融合因子（SN
ARE）がオートファゴソーム形成に特異的にはたらくタンパク質Atg9と相互作用することを示し、これらの因子がオー
トファゴソーム形成のマシナリーとして機能している可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We found that autophagy was inhibited when the secretory pathway was blocked in se
veral SNARE (soluble NSF attachment protein receptor) mutants, suggesting that a supply of membrane lipid 
from the secretory pathway might be important for autophagosome formation. We also showed that some SNARE 
proteins directly associated with Atg9, which plays roles in autophagosome formation, at preautophagosomal
 structure, suggesting that these proteins might function as machinery of autophagosome formation.
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１．研究開始当初の背景 
 オートファジーは、栄養飢餓に応答して細
胞質成分を非選択的にオートファゴソーム
(AP)と呼ばれる二重膜構造体が囲い込み、リ
ソソーム・液胞へ送り分解・再利用するカタ
ボリックな機構であり、栄養飢餓に対する生
存戦略の一つである。また、細胞成分のダイ
ナミックな再構成が必要な発生や分化にも
オートファジーが必要であることが知られ
ている。さらに、近年細胞内に蓄積した凝集
体や外部より侵入した細菌などの選択的な
除去にもオートファジーが必要であること
が示され、神経変性疾患や感染症との関わり
も指摘されている。 
 オートファジーの過程は(1)シグナルの感
知あるいは基質の認識、(2)隔離膜の出現と
伸長、(3)伸長した隔離膜の先端同士の融合
による AP の形成、(4)AP のリソソーム・液胞
膜との融合による内膜の放出、(5)内膜と内
容物の分解というダイナミックな膜動態を
伴う。現在までに、オートファジーに必須な
Atg タンパク質群が多数同定されており、そ
れらの多くはpre-autophagosomal structure 
(PAS)と呼ばれる前駆構造体に局在し、AP 形
成に直接的に関与すると結論付けられてい
る。しかし、AP 形成の詳細な機構は明らかで
はなかった。その原因として、de novo に形
成される隔離膜・AP への膜脂質の供給源が明
らかでないこと、Atg タンパク質以外のタン
パク質が必要である可能性があることが挙
げられた。ATG 遺伝子群は出芽酵母の遺伝学
的解析により初めて同定され、後にそれらの
ホモログが他の真核生物から単離されて来
たという背景がある。オートファジーは出芽
酵母の栄養増殖には必須ではないため、その
不能変異株は「飢餓条件における生存」を指
標に分離された。その結果得られた atg 変異
株は「栄養増殖は正常だが、オートファジー
が 100%阻害される」という極めてクリアなオ
ートファジー特異的な表現型を示した。この
ことは変異株取得戦略がいかに的確であっ
たかを如実に表していたが、必須遺伝子変異
株や弱い表現形を示す変異株を意図せず除
外する結果となった。そのために、周辺膜系
とオートファジーとの関連性を見出すこと
が困難であった。私たちは conserved 
oligomeric Golgi (COG) tethering complex
という複合体が直接的に AP 形成に関与して
いることを見出した。COG 複合体はゴルジ体
層板間の小胞輸送に関わる小胞繋留因子で
あり、ゴルジ体から生じた小胞が PAS に輸送
されることを示唆している。その後、他のグ
ループから相次いでこの結果を支持する論
文が報告された。Nakatogawa らはオートファ
ジーに必須な Atg8 がアンカーされた人工膜
小胞同士が in vitro でドッキングすること
を示し、膜小胞が融合することにより隔離膜
が伸長し、最終的に二重膜構造体が出来ると
推測した。さらに COG 複合体や Lynch-Day ら
によって発見されたオートファジー特異的

な小胞繋留因子 TRAPPIII 複合体は小胞と隔
離膜の融合に先立ち機能すると考えられ、AP
形成に膜融合過程が関与することが強く示
唆されていた。 
 
２．研究の目的 
 AP と既知の内膜系との関連性は長く不明
であったが、最近になって AP はタンパク質
分泌経路やエンドソーム、液胞を含む小胞輸
送ネットワークの一部として形成される一
過的なオルガネラであることが示唆されて
いる。これらの内膜系は小胞輸送によって連
繋されており、その連繋は小胞の出芽と膜融
合を介して行われる。その延長線上にあると
考えられる AP も膜融合プロセスを介して行
われることが予想された。 
 小胞輸送における膜融合の実行分子は
SNARE(soluble N-ethylmaleimide sensitive 
factor attachment protein receptor)と呼
ばれるαヘリックスを含む膜タンパク質群
であり、小胞上にある v-SNARE とターゲット
膜上の t-SNARE の計 4種の SNARE がαヘリッ
クスのバンドルを形成することにより膜融
合が起こる。出芽酵母には 24 種の SNARE が
あり、それらと Rab と呼ばれる低分子量
GTPase および小胞繋留因子の組み合わせで
小胞の行き先が決定される。現在まで、AP 膜
と液胞膜の融合過程にはSNAREが関与してい
ることが知られているが、AP 形成そのものに
SNARE タンパク質が関わっていることは報告
されていない。本研究では、(1)SNARE がオー
トファジーに関わっているか、(2)関わって
いるとすれば、どの SNARE が AP 形成のどの
ステップで機能しているか、(3)それらと Atg
タンパク質群がどのように関連するか明ら
かにすることを目的とした。 
  
３．研究の方法 
(1)SNARE 変異株におけるオートファジーの
測定 
 出芽酵母に存在する 24 の SNARE（Table 1）
のうち、18 の SNARE の機能不全変異株を用い

Table 1. Classification of the complete set of SNARE 
proteins of Saccharomyces cerevisiae. 

  Qa Qb Qc R 

1. Endoplasmic  
  reticulum (ER) 

Ufe1 Sce20 Use1 Sec22 

2. Golgi apparatus         

   ER-Golgi 
Sed5 

Bos1 Bet1 
Ykt6 

   Intra-Golgi Gos1 Sft1 

3a. trans-Golgi network Tlg2       

3b. Endosomal  
   compartments 

        

     Early Pep12 

Vti1 

Tlg1 

Nyv1 
     Late (Vacuole) Vam3 

Vam7 
Syn8 

4. Secretion Sso1 Sec9 Snc1 

  Sso2 Spo20 Snc2 



て、窒素飢餓条件におけるオートファジー活
性を測定した。オートファジー活性の測定に
は液胞への輸送シグナルを欠いたアルカリ
ホスファターゼ Pho8∆60を用いた。使用した
変異株は ufe1-1、sec20-1、use1、sec22-3、
sed5-1、bos1-1、bet1-1、sft1-15、ykt6-13、
vti1-11、sec9-4（以上は温度感受性変異株）、
gos1∆、tlg2∆、pep12∆、syn8∆、nyv1∆、sso1
∆、sso2∆（以上は遺伝子破壊株）である。
(2)SNARE の PAS への局在の生化学的解析 
 オートファゴソームの前駆膜構造体であ
る PAS を単離し、それに含まれる SNARE を解
析した。atg1∆株では、Atg9 が PAS に集積す
ることを利用して、3xHA エピトープタグを付
したAtg9を発現する atg1∆株にGFPを融合し
た SNARE を個別に導入し、細胞抽出液から抗
HA 抗体でコーティングした磁気ビーズを用
いて 3xHA-Atg9 を含む膜構造体を分離した。
対象実験として、エピトープタグを融合して 
いない Atg9 を発現する細胞を用いて同様の
実験を行った。分離した膜構造体から、非イ
オン性界面活性剤（Triton X-100）、イオン
性界面活性剤（SDS）を用いて順次タンパク
質を溶出させた。溶出したタンパク質をウェ
スタンブロット法によって解析した。 
(3)SNARE と Atg9 の相互作用解析 
①二分子蛍光相補性試験 (BiFC) 
 蛍光タンパク質VenusのN末端領域をAtg9
に、C 末端領域を SNARE に融合し、atg1∆株、
atg11∆atg17∆株に導入した。会合した Venus
断片が発する蛍光を指標とし、蛍光顕微鏡を
用いて Atg9 と SNARE の相互作用およびその
場所を検出した。 
②split-ubiquitin based membrane yeast 
two-hybrid (MYTH) system 
 膜タンパク質であるAtg9とSNAREの相互
作用を評価するために、MYTH システムを用
いた。この方法は N末端領域と C末端領域
に断片化したユビキチンの会合を指標とし
ている。ユビキチン N末端領域（Nub）を融
合した Nub-SNARE と、ユビキチン C末端領
域（Cub）に人工転写活性化因子 PLV が融合
したタンパク質（Cub-PLV）を融合した
Atg9-Cub-PLV をテスト酵母株で共発現さ
せ、SNARE と Atg9 の間に相互作用がある場
合には PLV 制御下の遺伝子が活性化される。 
 
４．研究成果 
(1)SNARE 変異株におけるオートファジー活
性 
 Pho8∆60 の活性化を指標としてオートファ
ジー活性を測定したところ、ufe1-1 以外のす
べての温度感受性変異株でオートファジー
に欠損があることが示された。これらの遺伝
子産物の大半は初期分泌経路（小胞体、ゴル
ジ体）に関わっており、生育に必須な因子で
あることから、膜脂質供給源としての分泌経
路のインテグリティーの維持がオートファ
ジーに必要であることが考えられた。また、
これらの因子のうち、オートファゴソーム形

成のマシナリーとして働いているものもあ
るかもしれない。SNARE 遺伝子の破壊株のオ
ートファジー活性は維持されていたが、gos1
∆、tlg2∆株では野生株の 2/3 程度に減少して
いた。 
(2)SNARE の PAS への局在の生化学的解析 
 PAS はオートファゴソームの前駆膜構造体
である。従って、PAS に局在する SNARE が存
在するとすれば、それはオートファジーのプ
ロセスにおいて何らかの機能を果たしてい
る可能性が高い。そこで、オートファジーに
関わる SNARE を探索するため、PAS に局在す
るSNAREの生化学的手法を用いた解析を行っ
たところ、小胞体に局在する Ufe1、Sec20、
Use1、Sec22、および膜貫通ドメインを持た
ない Vam7 以外は PAS 画分に検出された。さ
らに興味深いことに Bet1、Vti1、Tlg2、Pep12
は Atg9 と直接相互作用していることが示さ
れた。 
(3)SNARE と Atg9 の相互作用解析 
 MYTH システムを用いて、Atg9 とゴルジ体
SNARE（Vti1、Tlg1、Tlg2）との相互作用を
解析したところ、いずれの SNARE も Atg9
と相互作用していることが示唆された。こ
れらの相互作用は BiFC 法を用いても検出さ
れた。Atg9 が PAS に集積する atg1∆株では、
上記 SNARE と Atg9 の相互作用は PAS 上で検
出された。一方、PAS が形成されない
atg11∆atg17∆株では、これらの相互作用は
trans-Golgi network で検出された。 
 atg1∆株で Atg9 を過剰発現させると、蛍光
タンパク質 Venus を融合した Vti1、Tlg1、
Tlg2 の PAS への局在率が上昇した。これら
の結果から、Atg9 との相互作用を介してゴ
ルジ体 SNARE が PAS へリクルートされてい
る可能性が示された。 
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