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研究の概要：本研究計画はオートファジーの膜動態の分子機構の解明とその多様性の解明を 

２つの柱としている。 
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１．研究開始当初の背景 
 今日のオートファジー研究のめざましい発
展は、我々がその過程に必須な遺伝子群とし
て酵母の多数の ATG を同定したことに端を
発している。その後 20 数年、一貫して酵母の
オートファジーの研究を続け、オートファジ
ーに必須な18個のAtgタンパク質の機能の解
析を進め、オートファゴソーム形成の基本的
分子装置であることを世界に先駆けて報告し
た。オートファジー研究は多数の動植物で逆
遺伝学的解析が進み、様々な高次機能やその
破綻に伴う病態などが次々と明らかにされ、
オートファジー関連の論文も急増している。
しかしその多くは現象論的な解析に留まり、
オートファジーの分子機構解明を目指した研
究は少なく、多くの謎をもつオートファジー
の膜動態と、その機構の多様性を理解するこ
との重要性が増している。 
２．研究の目的 
 以下の２つの課題を柱として解析を進める。
第一に最も重要な過程であるオートファゴソ
ーム形成の分子機構を明らかにする。オート
ファジーの膜動態に必須な Atg タンパク質は
タンパク質キナーゼ、PI3 キナーゼ、ユビキチ
ン様のタンパク質・脂質結合反応系、機能未
知の複合体からなる。膜動態の機構の全容解
明には個々の Atg の解析のみならず、全 Atg
の時間的空間的な関係を１つのシステムとし
て理解することが必須である。オートファゴ
ソーム形成の場  図 1 
としとして提
唱した PAS の
実体の解明が
急務である。
(図 1) 
 

第二の課題はオートファジーの様式の多様性
を明らかにし、様々な条件下におこる分解機
構を解明し、構成  図 2 
的、選択的オート
ファジーの生理的
な意義を明らかに
することを目的と
する。これにより
タンパク質、オル
ガネラの代謝回転、
質的・量的管理シ
ステムの理解を目
指す。（図 2） 
３．研究の方法 
 可能な限り多様な研究手法を駆使すること
が必要であり、以下が主な方法である。 
1. 微弱な蛍光をもつ微細な構造を高感度の
時間・空間分解能で生細胞観察を行うシステ
ムの確立 2. 分子生物学、生化学と細胞生物
学的手法の結合 3. 精製Atgタンパク質を用
いた in vitro 再構成系の構築 4. 遺伝学的
手法を駆使した細胞の網羅的観察と新規因子
のスクリーニング 
４．これまでの成果 
 全 Atg に GFP-を融合し正常レベルで各
atg 遺伝子の破壊株で発現させ、他の Atg の
PAS 局在に対する影響の網羅的・定量的解析
から、機能単位間の階層構造が明らかにした。 
1. 飢餓誘導されるバルク分解を担うオート
ファジー（以下オートファジー）では，Atg17
が最も上流に位置することが明らかとなった。
Atg17 は、オートファジーに必須で、Cvt 系
路には必要ない因子として新規に同定した 
Atg29, Atg31 と相互依存的に３者複合体を形
成することが明らかとなった。 
2. 構成的なCvt経路の関与を排除するために 
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atg11 破壊株を用いて、オートファジーに関わ
る PAS が飢餓により形成が誘導され、栄養の
添加で速やかに消失する極めて動的な構造で
あることが示した。 
3. 飢餓のシグナルが TOR kinase による
Atg13 のリン酸化状態の制御、オートファジ
ーの誘導が脱リン酸化 Atg13 による Atg1  
kinase の活性化、前述の３者との５者複合体
形成、続いて他の Atg がリクルートされる模
式を提案した。 
B.  オートファジーに特異的 PI3 kinase複合
体の PAS 局在を Atg14 が規定し、その kinase
活性がオートファジーに必須である。オート
ファジーの進行に伴い PI3P がオートファゴ
ソームの内膜に濃縮され、液胞内に輸送され
ることを明らかにした。 
 C. オートファゴソーム形成の実行因子であ
る結合体形成に関して以下の知見を得た。 
１. in vitro再構成系を用いてAtg8-PEの形成
に伴い膜上のAtg8-PEがリポソーム同士の凝
集および、ヘミ融合を引き起こす。これらの
活性に関与する Atg8 の残基を特定し、膜融合
活性が in vitro のオートファゴソーム形成に
必須な役割を担っていることを示した。 
２. 大腸菌内で Atg12-Atg5 を形成させる系
の構築し、Atg8 脂質化反応の再構成系に精製
Atg12-Atg5 添加する実験により、Atg8 の脂
質化に対して E3 様の促進機能を有すること
を示すことに成功した。 
オートファジーの分子機構の解明に関しては
以下のような成果を得ることができた。 
１. 細胞質酵素 Lap3 が飢餓により Atg11 に
依存する Cvt 経路の基質と同様な機構で液胞
に輸送され、分解をされることを発見した。 
２. 非醗酵性培地で生育する酵母は増殖の停
止期に入るとミトコンドリアを選択的にオー
トファジー依存的に液胞で分解する。この過
程の可視化系を構築し、酵母の全必須遺伝子
破壊株の網羅的なスクリーニングを行い、こ
の過程に関わる多数の遺伝子を同定した。最
も顕著な欠損を示す変異の解析を行い、新規
遺伝子 ATG32 を同定した。Atg32 はミトコン
ドリア外膜タンパク質であり、Atg11 と Atg8
を結合しリセプターとして機能している。 
４ . 北大稲垣研との共同研究から選択的
cargo リセプターと Atg8 や LC3 との結合に
関わる WxxL/I モチーフを同定した。 
５. 飢餓誘導オートファゴソームに取り込ま
れた細胞質成分の網羅的な解析から細胞質酵
素、リボソームなどが、Atg11 に依存しない
新規の選択的分解基質となる系が存在するこ
とが明らかとなった。 
５．今後の計画 
高感度の顕微鏡観察により１分子レベルでの 
Atg の細胞内動態を解析を進める。PAS の基
盤をなす Atg17、-29、-31 の 3 者複合体、及
び Atg1-13 が結合した５者複合体の解析を行

う。Atg12-Atg5 による脂質化の促進機構、膜
形成を理解する上で緊急の課題である Atg8 
PE 化反応の細胞内部位、膜中間構造体を同定
し、その生化学的、形態学的な解析を行う。
唯一の膜タンパク質である Atg9 を含む構造
体の同定と隔離膜形成における役割を明らか
にする。オートファジーの選択的基質認識機
構を明らかにすると共に、cargo に依存した膜
形成の機構を明らかにする。さらに Atg11 非
依存性の選択性の分子基盤を明らかにする。
Atg タンパク質及びその複合体の３次元構造
を解明する。 
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