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研究成果の概要（和文）：近年、低分子量G蛋白質Rabの複数の不活性化因子がオートファゴソーム上に局在することが
報告されたが、それらのオートファゴソームへのターゲティング機構やオートファジーにおける機能は明らかではなか
った。本研究課題では、Rab33Bの不活性化因子OATL1に焦点を当て、LC3結合配列とオートファゴソーム膜の局在との関
連性について解析を行った。その結果、OATL1がLC3との結合を介してオートファゴソームの外膜のみに局在することに
より、オートファジーによる分解から回避すると共に、オートファゴソームの成熟過程に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has recently been reported that several Rab GTPase-activating proteins (GAPs) 
localize autophagosomes, but their precise mechanisms of autophagosomal targeting and their functions in 
autophagy are poorly understood. In this study, we analyzed the LC3 recognition sequence of OATL1, a 
Rab33B-GAP, and its localization on autopagosomes. We found that OATL1 is specifically localized outside 
the autophagosomal membrane through interaction with LC3 and that such asymmetric localization enables 
OATL1 to regulate the autophagosomal maturation without OTAL1 being degraded by autophagy.

研究分野：細胞生物学
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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蛋白質分解機
構の一種で、飢餓時におけるエネルギーの産
生や蛋白質凝集塊など細胞内の異物の除去
に重要な役割を担っている。オートファジー
の基本的な仕組みは既に良く知られており、
二重膜構造を持つ隔離膜がまず伸長し、細胞
質やオルガネラなどをとり囲み、オートファ
ゴソームが形成する。その後、オートファゴ
ソームはリソソームと融合することにより
内容物が消化・分解される。このようにオー
トファジーは非常にダイナミックな膜輸送
過程を伴うことから、膜輸送の制御因子によ
る緻密な制御が想定されるが、オートファジ
ーを制御する膜輸送の制御因子の実体は未
だ十分に解明されていない。また近年、当研
究室を含む幾つかのグループにより膜輸送
の普遍的制御因子であるRabのオートファジ
ーへの関与が報告されているが、その詳細な
制御機構は明らかではなかった。最近、我々
はオートファゴソーム上に OATL1（Rab33不
活性化因子）を含む複数の Rab不活性化因子
がリクルートすることを初めて見出した。興
味深いことに、オートファゴソーム上には
OATL1 以外にも複数の Rab 不活性化因子
（GAPCenA、KIAA1055など）がリクルート
することが明らかになり（ J. Cell Biol. 
2011;192:839-853）、オートファジー制御には
Rab33-OATL1 を含む Rab とその不活性化因
子のシグナリングネットワークが重要な役
割を果たすものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究課題では、我々が同定したオートフ
ァゴソーム上に局在するRab不活性化因子群
の機能解析を通して、これまで謎に包まれて
いたRabによるオートファジー制御の分子基
盤の解明を目的とした。具体的には、オート
ファゴソームにリクルートするRab不活性化
因子群のオートファゴソームへのターゲテ
ィング機構の解明とオートファジーにおけ
るそれらの役割を理解することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)GAPCenA/TBC1D11 及 び KIAA1055/ 
TBC1D2Bの各種欠失変異体を PCR法により
作成し（図１）、pEGFP-C1ベクターあるいは
pEF-T7ベクターにサブクローニングした。こ
れらの変異体をマウス胚性線維芽細胞（MEF
細胞）に発現させ、飢餓処理により誘導され
るオートファゴソーム（抗 LC3抗体陽性）と
の共局在を免疫染色法により検討した。 
	
 
(2)上記(1)の解析により得られたオートフ
ァゴソームにリクルートするRab不活性化因
子の最小領域の配列を各種アミノ酸解析ツ
ール（モチーフ検索など）により詳細に検討
した。オートファゴソーム上の LC3と結合す
る LRS（LC3 recognition sequence）配列など
が見出された場合には、部位特異的アミノ酸 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 本研究で用いた Rab 不活性化因子群
（GAPCenA及び KIAA1055）の欠失変異体 
 
置換法により LC3とは結合出来ず、オートフ
ァゴソームに局在出来ない変異体を作成し
た。 
 
(3)Rab 不活性化因子の野生型及び変異体を
安定的に発現する MEF 細胞株を樹立し、飢
餓により誘導されるオートファジーへの影
響を LC3-II型の量、LC3のドット数、p62の
分解という複数の指標から評価した。 
	
 
４．研究成果	
 
(1)各種欠失変異体を用いた解析により、
OATL1 及び KIAA1055 に関しては LC3 を結
合する LRS 配列を分子内に一つ有すること
が明らかになった。LC3 との結合に重要な
Trp残基をAlaに置換したOATL1(WA)変異体
や KIAA1055(WA)変異体では、オートファゴ
ソームに局在する能力が欠損することが明
らかになった。一方、GAPCenA のオートフ
ァゴソームにリクルートする最小領域には
LRS 配列は存在せず、OATL1 や KIAA1055
とは異なる機構でオートファゴソームに局
在するものと考えられた。 
 
(2)OATL1のMEF細胞への過剰発現により、
オートファゴソームとリソソームとの融合
（すなわちオートファジーの成熟）が遅延す
ることが明らかになった（図２）。この効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                        ［条件］ 
                          N: nutrient-rich 
                          S: starvation 
                          R: replenish 
 
 
図２ OATL1 の発現によるオートファゴソー
ム成熟の遅延（S及び R条件での LC3ドット
の増加） 



はオートファゴソームにリクルート出来な
い OATL1(WA)変異体では観察されなかった。
興味深いことに、OATL1と同様な機構でオー
トファゴソームに局在する KIAA1055 には、
オートファジー成熟遅延という効果は認め
られなかった。また、GAPCenA にも同様な
効果は無く、これらの Rab不活性化因子はオ
ートファジーの成熟とは異なるステップで
機能するものと推測された。 
 
(3)OATL1は LC3との結合を介してオートフ
ァゴソーム上に局在するにも関わらず、オー
トファゴソームの基質とはならない（すなわ
ち、分解されない）ことが明らかになった。
免疫電子顕微鏡による観察から、LC3はオー
トファゴソームの外膜・内膜の両側に均一に
分布するが、OATL1はオートファゴソームの
外膜のみに局在することが明らかになった。 
 
	
 以上の結果から、OATL1はオートファゴソ
ームの外膜特異的に局在する（すなわち、オ
ートファゴソーム膜上で非対称分布を取る）
ことにより、自身のオートファジーによる分
解から回避するだけでなく、オートファゴソ
ームとリソソームの融合を効率よく制御す
るものと推察された。今後、GAPCenA や
KIAA1055 に関してもオートファゴソーム膜
上での詳細な局在を検討し、それらのオート
ファジーにおける役割を引き続き検討して
行く予定である。 
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