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研究成果の概要（和文）：オートファジーは真核生物が普遍的に備える大規模タンパク質分解系

で、二重膜構造の形成を伴う、 アティピカルな膜動態から成り立っている。しかし、オートフ

ァジーの分子機構は依然不明な点が山積している。本研究では、基質未同定だった蛋白質キナ

ーゼ Atg1 が Atg13 と Vps34 をリン酸化することを見出した。また、オートファジーに必須な、

新規 PI3 キナーゼ構成因子 Atg38 を同定し、この因子が複合体形成に寄与することを明らかに

した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Autophagy is a conserved eukaryotic process of vacuolar/lysosomal 

-mediated degradation targeting proteins and organelles. Autophagy is characterized by 

the formation of a cytosolic double-membrane structure, the autophagosome. The molecular 

mechanisms underlying the process of autophagy remain to be elucidated. Here, I 

demonstrate that Atg1 kinase, the substrates of which were unknown, phosphorylates Atg13 

and Vps34. In addition, I identify a novel component of the PI3 kinase complex, Atg38. 

Atg38 is required for the integrity of this complex. 
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーは真核生物が普遍的に備える

大規模タンパク質分解系で、二重膜構造の形

成を伴う、 アティピカルな膜動態から成り立

っている。出芽酵母では飢餓によってオート

ファジーが誘導されると、細胞質に扁平な膜

構造(隔離膜)が登場し、この膜が伸展・成長

するにともない細胞質やオルガネラを取り込

んだ後、液胞に輸送され、内容物が分解され

る。この二重膜構造体(オートファゴソー ム)

形成機構の理解は、オートファジー研究の中

で最大の課題である。出芽酵母におけるオー

トファジーの発見と、オートファジー不能変

異株の取得・解析を中心として、現在までに

オートファゴソームの形成に必須な因子が同

定されている。しかし各因子がどのようにオ

ートファゴソーム形成に貢献しているか、ど

のように有機的に関連しているか、について

依然不明な点が山積していた。 

 

 

２．研究の目的 
貧栄養下で活性化する蛋白質キナーゼである

Atg1 は、富栄養条件下では、栄養素の感知に

主な役割を担う Tor キナーゼの直接の標的で

あり、不活性状態にある。従って Atg1 はオー

トファジー誘導・維持の情報伝達経路の最上

流に位置するといえる。Atg1 キナーゼ不活性

変異体の解析から、キナーゼ活性はオートフ

ァゴソーム形成に必須であることが判明して

いるが、その基質は不明である。本研究では、

オートファジー誘導の情報伝達経路の最上流

に位置する Atg1 キナーゼの基質を同定する

ことにより、オートファゴソーム形成の初期

段階の分子基盤とそのリン酸化による制御機

構を明らかにすることを目的とする。また、

オートファジーは栄養の再添加で速やかに停

止することから、Atg1 キナーゼに拮抗するホ

スファターゼの存在が強く示唆される。Atg1

キナーゼに拮抗するホスファターゼを同定し、

オートファゴソーム形成制御に対するリン酸

化サイクルの意義を明らかにする。 
 
 

３．研究の方法 
⑴ Atg1 キナーゼの基質同定 

オートファジーに必須である Atg1 キナーゼ

の基質及びそのリン酸化される残基を同定す

る。オートファジー関連タンパク質群は Atg1

キナーゼの有力な基質候補である。基質候補

の精製標品、活性化Atg1と 32P標識されたATP

を混合したin vitroキナーゼアッセイにより、

リン酸化修飾の有無を検証する。リン酸化が

認められたタンパク質は質量分析により、リ

ン酸化部位を同定する。同時に、飢餓状況下

の酵母から精製した候補タンパク質上の同部

位がリン酸化されていることも確認する。リ

ン酸化部位をアラニンに置換した変異株を作

製し、オートファジー活性への影響を生化学

的手法により検証する。 

 

⑵ Atg1 キナーゼに拮抗するホスファターゼ

の同定 

出芽酵母の蛋白質ホスファターゼのうち 32

について欠失株、条件致死株を取得している。

飢餓状態下でリン酸化が亢進する、または富

栄養条件下でリン酸化が持続する変異体を同

定する。同定したホスファターゼの変異株を

用いて、オートファジー活性への影響を検証

し、オートファジー終結における脱リン酸化

の意義を検証する。 

 

 

４．研究成果 

⑴ すべての基質候補蛋白質を atg1 欠損酵母

株から調製し、活性化 Atg1 と 32P 標識された

ATP を混合した in vitro キナーゼアッセイに

より、リン酸化修飾の有無を検証した結果、

Atg1 結合因子である Atg13 とホスファチジル

イノシトール 3 リン酸を産出する PI3 キナー

ゼ構成因子Vps34がAtg1によりリン酸化され

ることを見いだした。酵母細胞内でも、これ

らの因子は飢餓によるオートファジー誘導と

共にリン酸化されており、この修飾が Atg1 依

存的であることも明らかとなった。in vitro

リン酸化標品、飢餓状況下の酵母から精製し

た候補タンパク質のリン酸化部位を同定した。

リン酸化部位をアラニンに置換した Vps34 変

異株ではオートファジーに異常を生じた。 

 



 
 

 

⑵ 富栄養条件下で、Atg13 は Tor キナーゼに

より直接リン酸化され、飢餓状態下では速や

かに脱リン酸化され、これが Atg1 のキナーゼ

を活性化する。出芽酵母の蛋白質ホスファタ

ーゼ変異株を用いたスクリーニングの結果、

PP2A 欠失株では飢餓状態下にも拘らず Atg13

のリン酸化が亢進し、このリン酸化は Atg1 に

依ることを明らかにした。現在、PP2A 欠失株

のオートファジーへの影響の有無を検証して

いる。 

 

 
 

 

⑶ Atg1 キナーゼによる Vps34 のリン酸化を

解析する過程において、質量分析解析により

機能未知因子を Vps34 と免疫沈降で共沈され

る因子として同定し、Atg38 と名付けた。こ

のタンパク質はオートファジーに寄与する

complex I と共沈されるが、液胞酵素の輸送

に寄与する complex II 特異的因子 Vps38 とは

結合しないこと、飢餓に応答して、オートフ

ァゴソーム形成の場である PAS に局在するこ

とから、Atg38 は complex I 特異的構成因子

であることが明らかとなった。Atg38 欠失株

ではオートファジー活性が低下し、複合体が

Atg14/Atg6 と Vps34/Vps15 の二つのサブコン

プレックスに解離した。Atg38 は Atg14 と

Vps34/Vps15 の両者にその N 末側領域を介し

て相互作用する。更なる生化学的解析により 

Atg38はC末側領域でホモ2量体化すること、

この 2 量体が complex I 形成に必須であるこ

とが判明した。これらの結果は Atg38 の 2 量

体がAtg14/Atg6とVps34/Vps15の間を繋ぎ止

める役割を果たしていることを示唆する。 
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