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研究成果の概要（和文）： 

 細胞の自己成分大規模分解機構であるオートファジーは近年急速に理解が進んだが、念入りな

検証が行われないまま流布している「定説」もある。本研究では、現在広く信じられている選

択的オートファジーにおける標的認識モデルについて詳細な検討を行い、いわゆるアダプター

タンパク質と LC3 の結合だけでは認識は説明できないことや、標的自身が認識対象で無い場合

もあることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 Autophagy is intracellular bulk degradation system. While recent progress in 

autophagy field has expanded our knowledge of the process, there are some dogma, which 

are widely believed but examined well. Here, we analyzed carefully one of them, a believed 

model for target recognition in selective autophagy. We showed that interaction between 

adopter proteins and LC3 is not enough to explain the recognition and there is a case that 

target itself is not recognized.   
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１．研究開始当初の背景 

 オートファジーは全真核生物に普遍的に
存在するメンブレントラフィック経路の一
つで、細胞質の分子やオルガネラをオートフ
ァゴソームと呼ばれる一過性に現れるオル
ガネラが包み込んだ後、リソソームと融合し
分解するシステムである。近年の爆発的な研
究進展により、元々知られていた自己成分分
解による飢餓時の栄養源確保以外に、発が
ん・神経変性・炎症・心不全・糖尿病等の抑
制、病原体排除、抗原提示などの免疫、発生・
分化、寿命延長、など予想外の機能が次々と
判明し、各分野から大きな注目を集めている。

急速な分野発展のなかで、研究者の間には着
実さより目新しさを求めて先走る傾向が一
部に出ているが、実は既成の事実と思われて
いる説の中には真偽の不確かなものがある。 

 

２．研究の目的 

 念入りな検証が行われないまま流布して
いる「定説」の真偽を確認しないまま前進し
た場合、オートファジー理解の全体像の足下
がすくわれる恐れもある。本研究では、現在
広く信じられている１）選択的オートファジ
ーにおける標的認識モデルと２）オートファ
ジー細胞死説について、徹底的な再検討を行
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い、これらの説が曖昧な根拠を元に成立して
いるにもかかわらず研究の流れに大きな影
響を与えている状況に挑戦することを目標
とした。その成果は、当該分野にとどまらず
関連する感染症、癌その他の疾患研究にも大
きなインパクトを与えると考えられるから
である。 

（１） 標的認識 

 本来非選択的と考えられていたオートフ
ァジーも、病原細菌、ミトコンドリア、タン
パク質凝集物などに対しては選択的な包み
込みを行うことが分かってきた。そしてオー
トファゴソーム膜結合タンパク質である
LC3（哺乳類 Atg8 ホモログ）とこれらの標
的にしばしば結合しているユビキチンの双
方に結合するタンパク質 p62 が見つかり、
p62 を中心とした認識モデルが広く信じら
れている。すなわち、標的がユビキチン化さ
れ、それに p62（あるいは類似の結合能を 

持つタンパク質）が結合し、さらに LC3 が
結合することでオートファゴソーム膜が標
的周囲にリクルートされるというものであ
る。しかしこのモデルが真であることを直接
示す証拠は無い。 

（２） 細胞死 

 オートファジーは基本的に細胞の生存維
持に働く pro-survival な機能であるが、細胞
死の研究分野では古くから細胞死のひとつ
と認識されてきた。今でもオートファジー＝
細胞死と考える研究者が数多くいる。その理
由は、カスペース非依存性でアポトーシスと
は異なる態様を示す細胞死で、顕著なオート
ファジー亢進を伴うものがしばしば観察さ
れてきたからで、2 型細胞死あるいはオート
ファジー細胞死と呼ばれている。しかしその
場合オートファジーが細胞死の原因なのか、
死にかけている細胞を救おうと亢進してい
るのか、あるいは死ぬ前の整理事業として誘
導されているのかは不明であった。遺伝子破
壊等の実験からオートファジー関連タンパ
ク質が細胞死に必要であるケースが種々報
告されるようになり、オートファジーによっ
て細胞死が起こることは間違い無いとされ
ているが、それらの報告は全てアポトーシス
の阻害など非生理的な条件下で行われてお
り、生理的条件、特に生体内で実際にオート
ファジー細胞死が起こっていてそれが意味
を持つという例は報告されていない。またオ
ートファジー細胞死は、オートファジーが過
剰に起こってそのために細胞成分の分解が
限界を超えて起こるとまことしやかに言わ
れているが、どこに限界があるのか、何故普
段は限界を越えないのかなど疑問点が多い。 

 

３．研究の方法 

（１）標的認識 

①LC3 は選択的オートファジーの鍵を握る

のか？ 

LC3 より先にサルモネラの周囲に別の Atg 

が来るという予備的知見を得ているので、さ
らに解析を進め LC3 が選択的オートファジ
ーにおける認識に中心的役割を果たしてい
ないことを示しかつそれに代わるモデルを
提示する。実験系には人工ビーズの系
（Kobayashi et al., Autophagy, 6, 1-10, 

2010）を用いた。ポリスチレンビーズにトラ
ンスフェクション試薬をまぶし培養細胞に
加えると、細胞に取り込まれた後オートファ
ゴソームに選択的に包まれることが知られ
ている。 

②標的がユビキチン化されているのか？ 

病原体の場合、それ自身が標的としてユビキ
チン化されているのではなく、病原体を含む
エンドソームの損傷が認識されているとい
う仮説を立てた。エンドソームの薬剤による
損傷や、エンドソームタンパク質のユビキチ
ン化などを調べる。 

（２）細胞死 

オートファジーの過剰による細胞死が起こ
らないようにそれを制限する機構が存在す
ると仮定し、酵母と哺乳類細胞でそれを担う
遺伝子のスクリーニングを行う。 

 
４．研究成果 
（１）LC3 は選択的オートファジーの鍵を握
るのか？  
 まず Atg5-KO や Atg7-KO 細胞など標的に
LC3がリクルートされない細胞でも、他の Atg
タンパク質は全てリクルートされオートフ
ァゴソーム膜がビーズ周囲にできることを
明らかにした（ただし、完全に閉じたオート
ファゴソームはできない）。次に主な Atg タ
ンパク質についてビーズにリクルートされ
る順序をビデオ顕微鏡で検討し、LC3 のリク
ルートが一番最後であることを示した。最も
早く現れるのは Atg5 複合体であった。Atg5
複合体のリクルートがユビキチンに依存し
ていることを、E1酵素阻害剤で確認した。さ
らに Atg複合体がどのようにしてユビキチン
を認識するのか、その分子メカニズムを明ら
かにした。 
 LC3 がリクルートされなくても他の Atg タ
ンパク質がリクルートされ、かつオートファ
ゴソーム膜の形成が開始されること、LC3 よ
り先に他の Atgタンパク質がリクルートされ
ることを明らかにしたことで LC3が選択的オ
ートファジーの最重要因子であるという従
来の定説を完全に覆した。さらに、Atg5複合
体が最初にユビキチンを認識することや認
識のメカニズムを解明し、従来説に代わって
選択性を説明するモデルを提示した。 
（２）標的がユビキチン化されているのか？  
 人工ビーズがオートファゴソームで包ま
れた後、細胞を破砕しビーズを細胞分画法に



 

 

て精製したところ、LC3 などと共に多数のユ
ビキチン化タンパク質が検出された。ビーズ
はサルモネラのように自己のタンパク質を
持たないので、これらは宿主細胞由来のタン
パク質と考えられる。実際、ビーズを包むエ
ンドソーム膜に存在するトランスフェリン
受容体を調べると、通常は起こらないユビキ
チン化が観察された。また、LLOMe などによ
ってリソソームを傷つけてもユビキチン化
が起こり、ユビキチン化されたリソソームの
みがオートファジーの標的となった。従って、
選択性を規定するユビキチン化はこれまで
考えられていたように病原体で起こる必要
は無く、むしろ病原体を包むエンドソーム膜
が傷ついたときにそこで起こることを示し
た。 
（３）細胞死 
 過剰なオートファジーが起こる遺伝子変
異スクリーニングを酵母で行ったが、それに
よって死に至るような変異は見いだせなか
った。哺乳類で我々が同定したオートファジ
ーの負の制御因子 Rubicon の KO 細胞を作成
した。オートファジーが常に亢進している状
態になったが、細胞の生存には影響しなかっ
た。現在 KOマウスを作成し、in vivoでの影
響を検討している。 
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