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要旨 

マクロオートファジー（オートファジー）は細胞内成分を分解する機構である。新規に合

成された隔離膜が細胞内成分を取り囲みながら伸長し、最終的にオートファゴソームと呼

ばれる細胞内成分を取り囲んだ小胞となる。オートファジーは非選択的な分解機構だと考

えられていたが、選択的にオルガネラやタンパク質を分解する選択的オートファジーが報

告され、従来考えられていたよりも複雑な基質選択性が存在することが明らかとなった。

オートファジーの基質選択性についてはいまだ未解明な点が多く、本研究では、オートフ

ァジー基質の網羅的解析を行うことで新知見を得ることを目的としスタートした。 

オートファジーの基質を内包する小胞（オートファジックボディ）を精製し、プロテオ

ーム解析を行ったところ、Gsy2 などのグリコーゲン代謝関連酵素がサイトゾルに存在する

にも関わらずオートファジックボディから排除されていることが明らかとなった。また、

グリコーゲン代謝関連酵素は、オートファジー誘導条件である窒素源飢餓時にグリコーゲ

ン依存的にサイトゾル内で偏った局在を示すこと、グリコーゲン合成不全株では、グリコ

ーゲン代謝関連酵素の分解が増加することがわかった。更に、電子顕微鏡による解析から

グリコーゲン自体も窒素源飢餓時にサイトゾルに存在するにも関わらず、オートファジー

の基質となりにくいことが明らかとなった。 

以上の結果から、グリコーゲンがオートファジーの基質となりにくい細胞内成分であ

り、グリコーゲン代謝関連酵素はグリコーゲンに結合することで分解を免れていると考え

られた。 

選択的オートファジーの一部は長時間の飢餓で強く誘導される。そこで、グリコーゲン

のオートファジーも長時間の飢餓で誘導される可能性を考えた。グリコーゲン代謝関連酵

素のうちグリコーゲン合成酵素 Gsy2 を指標にグリコーゲンの経時的な分解を評価した。

その結果、24 時間などの長時間の窒素源飢餓時には、Gsy2 の分解が増加し、グリコーゲ

ンのオートファジー（グリコファジー）が誘導されることが示唆された。選択的オートフ
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ァジーにおける基質選択性は、レセプターによって決定されており、レセプターと Atg8

及び Atg11 への結合が重要である。Gsy2 の分解に対して、Atg11 への依存性は低かった

ものの、Atg8 のレセプターとの結合に必要な領域が重要であることが明らかとなり、グリ

コファジーと呼ぶべき選択的オートファジーの経路であることが示唆された。レセプター

の探索を目的として、グリコーゲン結合ドメインを有するタンパク質に着目し、グリコフ

ァジーに与える影響を評価したところ、機能未知タンパク質 Yil024c がグリコファジーに

必要であることがわかり、Atg45 と名付けた。Atg45 は、サイトゾルのタンパク質であ

り、長時間の窒素源飢餓時に発現が増加し、その過剰発現はグリコファジーを促進した。

また、Atg45 は Atg8 に結合し、その結合がグリコファジーに重要であることからグリコ

ファジーレセプターであると結論付けた。更に、Atg45 の C 末端領域には、両親媒性ヘリ

ックスと予測される膜に結合する性質を有する領域があり、この領域もグリコファジーに

重要であることが明らかとなった。 

 胞子形成時に機能するタンパク質の発現を抑制する転写抑制因子 Ume6 により、Atg45

の発現が抑制されることが報告されている。そのため、胞子形成条件でのグリコファジー

活性の程度とグリコファジーへの Atg45 の寄与を Gsy2 の分解を指標として評価した。そ

の結果、胞子形成時に Atg45 依存的なグリコファジーが生じることが明らかとなった。ま

た、胞子形成時において、液胞に輸送されたグリコーゲンは液胞内で分解されずに蓄積さ

れることや、Atg45 の欠損株では野生株と比較して細胞内グリコーゲン量が低下すること

が明らかとなり、胞子形成時のグリコファジーは、グリコーゲンを液胞内に蓄積するため

に働く機構であることが示唆された。 

 以上のように、本研究では、プロテオーム解析を端緒とし、これまで報告がほとんどな

かった「オートファジーによる分解を受けにくい細胞内成分」として、グリコーゲンやそ

れに結合するグリコーゲン代謝関連酵素を同定した。また、長時間の飢餓時や胞子形成時

には、新規に同定したグリコファジーレセプターAtg45 の発現増加によって、グリコファ
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ジーが誘導されることを明らかにした。本研究成果を基盤として、グリコファジーの詳細

な分子機序やその意義などについての研究や、グリコーゲンがオートファジーから逃れる

仕組みの研究などが進展していくことが期待される。  
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第１章 序論 

 

オートファジーの概要 

オートファジーは細胞内成分の分解機構であり、細胞の恒常性維持に深くかかわってい

る。オートファジーは、マクロオートファジー、ミクロオートファジー、シャペロン介在

性オートファジーに大別できる（図 1）1。なかでも、マクロオートファジー（以下、オー

トファジー）は最も広く研究されているオートファジー経路であり、最大の特徴は、オー

トファゴソームと呼ばれる細胞内成分を内包する小胞の形成である。オートファジーで

は、隔離膜と呼ばれる脂質膜が合成され、伸長していく過程で細胞内成分を取り囲み、最

終的に隔離膜の先端が融合（反応としては膜の分裂）することで、二重の脂質膜で形成さ

れるオートファゴソームとなる。オートファゴソームの外膜は、液胞/リソソームと融合

し、内膜が液胞/リソソームの内腔に放出され、リパーゼやプロテアーゼ等の働きによって

分解される。酵母においては、Autophagy-related (ATG)タンパク質の一つである Atg15

が唯一の液胞内リパーゼとして報告されており、Atg15 の欠損株では、オートファゴソー

ム内膜が分解されずに液胞内に蓄積する 2,3。この液胞内に存在するオートファゴソーム由

来の小胞をオートファジックボディと呼ぶ 4。また、オートファジックボディは、液胞内

プロテアーゼ Pep4、Prb1 等の欠損によっても蓄積され、これらのプロテアーゼによる

Atg15 の切断による活性制御の存在が示唆される 4,5。 

 また、オートファジーは、電子顕微鏡による内容物の観察などから、非選択的な分解機

構であると考えられてきた 4,6,7。一方で、レセプタータンパク質と呼ばれる一群のタンパ

ク質が介在することで、選択的に基質を分解することも可能であるとされ、前者をバルク

（非選択的）オートファジー、後者を選択的オートファジーと呼ぶ。バルクオートファジ

ーと選択的オートファジーには、共通して必要な因子と、選択的オートファジーにのみ必

須となる因子が存在し、前者をコア Atg タンパク質と呼ぶ。これまで、20 個程度のコア
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Atg タンパク質が同定されており、これらはその機能に基づいて 6 つのユニットに分類可

能である。すなわち、1) Atg1/ULK1 タンパク質キナーゼ複合体、2) Atg9 小胞、3) ホス

ファチジルイノシトール 3-キナーゼ複合体Ⅰ、4) Atg2-Atg18 複合体、5) Atg12-Atg5-

Atg16 複合体、6) Atg8-ホスファチジルエタノールアミン(PE)結合反応系の 6 つである 8。

これらは、進化的にも保存されており、酵母と哺乳類において多くの共通したメカニズム

が見出されている。以下では、酵母での知見を中心にこれらの機能ユニットについて概説

する。 

 

1)Atg1/ULK1 タンパク質キナーゼ複合体 

Atg1(哺乳類では ULK1)タンパク質キナーゼ複合体は、Atg1、Atg13、Atg17、Atg29、

Atg31 からなる複合体であり、オートファゴソーム形成の際には、この複合体の形成が最

初期に起こる 9。Atg13 は Target of rapamycin complex 1 (TORC1)によるリン酸化を受け

ており、飢餓に伴う TORC1 の活性抑制と、ホスファターゼの活性によってこの脱リン酸

化が引き起こされる 10–13。オートファゴソームの形成時には、コアタンパク質が Pre-

autophagosomal structure (PAS)と呼ばれる膜形成の場に集積することが必要となるが、

Atg13 の脱リン酸化とそれに伴う Atg1 タンパク質キナーゼ複合体形成とその集積が PAS

形成を誘導する 9,11–13。最近、初期の PAS が多数の Atg1 タンパク質キナーゼ複合体が集積

した液滴であることが示されており、この液滴形成に伴って、後述する下流の因子が PAS

に集積する 14。また、酵母において PAS は液胞膜近傍で形成されるが、液胞膜上のタンパ

ク質である Vac8 が Atg13 と結合し、Atg1 タンパク質キナーゼ複合体を液胞膜上にリクル

ートすることで、PAS の液胞膜近傍での形成を可能にしていることが報告されており、

Vac8 が PAS の形成位置を決定する因子であると考えられている 15,16。 

Atg1 のキナーゼ活性はオートファジーの進行に必要であり、基質となるタンパク質とし

て、酵母では Atg4 や Atg9 等が知られている 17,18。また、最近 in vitro のアッセイ系で、
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Atg8 の脂質化に関わる Atg16 や Atg3 などをリン酸化することが示されており、このリン

酸化が Atg8 の脂質化の抑制に関与していることが示されている 19。 

 

2) Atg9 小胞 

Atg9 は 6 回膜貫通型タンパク質と推定される膜タンパク質であり 20、Atg9 は、ゴルジ体

とエンドソームを行き来するとともに、その大部分が Atg9 小胞とよばれる小胞として存

在している。Atg9 小胞は、Atg13 や Atg17、選択的オートファジーでは Atg11 に結合して

PAS に集積するとされており、ここで集積した Atg9 小胞がオートファゴソーム膜の形成

の核になると考えられる 21–25。また、Atg9 はスクランブラーゼ活性を有しており、その活

性により、隔離膜の細胞質側と内腔側のリーフレット間の膜輸送を行っていると考えられ

る 26,27。 

 

3)ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ複合体 1 (PI3KC3-C1) 

ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ複合体は、触媒サブユニットである Vps34 を中心

として、異なる制御サブユニットで構成された主に 2 つの複合体が存在する。すなわち、

ホスファチジルイノシトール-3-キナーゼ複合体 1 (PI3KC3-C1)とホスファチジルイノシト

ール-3-キナーゼ複合体 2 (PI3KC3-C2)の 2 種類である。このうちオートファジーに必須

なのは、PI3KC3-C1 であり、PI3KC3-C2 はエンドサイトーシスに関与する 28。PI3KC3-

C1 は、Vps34、Vps15、Vps30(Atg6)、Atg14 及び Atg38 によって構成される。PI3KC3-

C1 がオートファゴソーム関連膜のホスファチジルイノシトール(PI)をホスファチジルイノ

シトール 3 リン酸(PI(3)P)へとリン酸化し、オートファゴソーム関連膜は PI(3)P が豊富

な膜構造となる 29,30。その結果、Atg18 や Atg21 などの PI(3)P に特異的に結合するタンパ

ク質がリクルートされ、隔離膜形成が進むと考えられる 31。 
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4) Atg2-Atg18 複合体 

Atg2 は、オートファゴソームの形成に必須であるが、その機能は長らく不明であった。最

近、Atg2 の N 末端と C 末端がそれぞれ膜結合能を有しており、隔離膜とオートファゴソ

ーム膜の脂質供給源である小胞体をつなぎ合わせる可能性が報告された 32。更に、Atg2 の

構造解析を基にした研究から Atg2 が巨大な疎水性ポケットを有するタンパク質であり、

そのポケットを介して ER から隔離膜のサイトゾル側のリーフレットへとリン脂質を輸送

する活性を有することが明らかとなった 33,34。これらの事実から、Atg9 小胞などから形成

される膜構造に Atg2 の活性により ER から脂質が供給され隔離膜が伸長し、最終的にオー

トファゴソームになると考えられる。Atg18 は、PI(3)P 結合タンパク質であり、Atg2 を

PAS へとリクルートする役割がある 31。 

 

５) Atg12-Atg5-Atg16 複合体 

Atg12-Atg5-Atg16 複合体は、Atg8 とホスファチジルエタノールアミン(PE)の結合を触媒

する E3 酵素である。E1 酵素である Atg7 と E2 酵素である Atg10 によって Atg12 と Atg5

が共有結合を形成する 35。さらに、Atg12-Atg5-Atg16 複合体が非共有結合によって形成さ

れる 36。形成された複合体は、PI(3)P 結合タンパク質である Atg21 への結合、隔離膜への

直接的な結合、Atg1 や Atg18 への結合などにより、隔離膜にリクルートされる 37,38。この

隔離膜上への局在により、Atg8 の隔離膜特異的な PE 化を可能にしていると考えられる 

 

6) Atg8-ホスファチジルエタノールアミン(PE)結合反応系 

Atg8 はオートファジー関連膜に特異的に局在し、PAS やオートファゴソームのマーカー

としても用いられる。Atg8 は、オートファジー関連膜上の PE と共有結合をつくること

で、機能を発揮する。この Atg8 の PE 化は多段階の反応であり、まず、システインプロテ

アーゼ Atg4 によって C 末端のアルギニンが切断される 39。これにより C 末端となったグ
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リシン残基に E1 酵素 Atg7 が結合し、E2 酵素 Atg3 に受け渡される 40。その後、E3 酵素

Atg12-Atg5-Atg16 複合体によって PE 化される 41。また、Atg4 は、Atg8 を脱 PE 化する

作用も有しており、これにより Atg8 が膜から乖離し、リサイクルされると考えられる

39,42。Atg8 は、多機能タンパク質であると知られており、隔離膜の伸長や内膜の分解、膜

融合などに関わると報告されている 43–46。また、後述するように、選択的オートファジー

でも基質の選択に重要な役割を担う 47。 

 

選択的オートファジー 

選択的オートファジーでは、バルクオートファジーと異なり、特定の基質を優先的にオー

トファゴソームに取り込む。Ape1 複合体や、ミトコンドリア、ペルオキシソーム、小胞

体、核、リソソーム、グリコーゲンなどに対しての選択的分解が報告されており、それぞ

れ、Cvt 経路、マイトファジー、ペキソファジー、ER ファジー、ヌクレオファジー、リソ

ファジー、グリコファジーと呼ばれている 48–53。これらの選択的オートファジーでは、レ

セプター/アダプターと呼ばれるタンパク質の介在によって選択性が担保されている。レセ

プターには、基質に直接結合するタイプのものと、基質に結合したユビキチン鎖を介して

結合する二種類に分類でき、酵母の場合は多くが基質に直接結合するタイプである 54。 

酵母において、ほとんどのレセプターは Atg11 と Atg8 へ結合することで選択的な基質

分解に寄与している(図 2) 47,55。また、Atg8 ファミリータンパク質との結合は、進化的に

保存されたレセプタータンパク質の機能であり、Atg8-family interacting motif (AIM)や

LC3- interacting region (LIR)などと呼ばれる WXXL で代表されるモチーフ配列で、Atg8

ファミリータンパク質の AIM 結合ポケットに結合する 47,56。レセプターに結合した Atg11

は、Atg1 複合体や Atg9 などをリクルートすることで PAS を形成し、基質の周囲での隔離

膜の形成を可能にする 24,55,57。また、隔離膜上の Atg8 とレセプターが結合することで、基

質に沿った隔離膜の形成を可能としていると考えられる。 
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Atg11 は、バルクオートファジーには必須でなく、選択的オートファジーの経路で重要

な役割を担っており 57–59、Atg11 への依存性の違いが選択的オートファジーとバルクオー

トファジーを分子生物学的に区別する一つのポイントとなる。 

また、Atg20 と Atg24 も特定の基質の分解に必要な因子として報告されている。Atg20

や Atg24 の欠損株では、Fas 複合体や、ミトコンドリア、ペルオキシソーム、リボソーム

などの分解が低下する一方、オートファジー活性自体は大きく低下しない 60–66。隔離膜の

形成時の脂質膜の先端は、曲率が高く物理的に不安定な状態となる 67。このような状態で

安定的に存在するためには、曲率の高い先端部分を安定化させる因子が結合する必要とな

る 67。Atg20 と Atg24 は、PI(3)P に結合する PX ドメインとともに曲率の高い膜に結合す

る性質がある BAR ドメインを有しており、隔離膜の先端部に結合し安定化することで、

開口部の大きさが維持され、リボソームやオルガネラなどのサイズの大きな構造体の分解

が可能となると考えられている 8,68。 

以降、出芽酵母におけるオルガネラオートファジーを中心に各選択的オートファジーの

知見をまとめる。 

 

1) マイトファジー 

マイトファジーはミトコンドリアを選択的に分解する経路であり、出芽酵母では、Atg32

がレセプターとして知られている 63,69,70。Atg32 は、窒素源飢餓時などに誘導され、ミト

コンドリア外膜に膜貫通ドメインを介して局在する基質結合型のレセプターである。

Atg32 は、Atg11 と Atg8 に結合し、Atg11 との結合は、Casein kinase2(CK2)によるリン

酸化によって促進され、ホスファターゼである Ppg1 による脱リン酸化により抑制される

69,71–74。Atg32 のリン酸化は、ミトコンドリアへの依存性が高い呼吸培地では抑制され、マ

イトファジー誘導条件である飢餓培地にシフトすることで促進されるが、Ppg1 の欠損株

では、呼吸培地においても Atg32 がリン酸化を受け、Atg11 と結合可能となる 71。また、
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Ppg1 欠損株では、マイトファジー誘導時に野生株と比較してマイトファジーが促進さ

れ、呼吸培地においても、Ppg1 欠損と同時に Atg13 のリン酸化部位に変異を導入し Atg1

複合体を恒常的に活性化させることで、マイトファジーが活性化される 71。これらの事実

から、マイトファジーの適切な活性制御ために、CK2 と Ppg1 よるリン酸化制御が存在し

ていると考えられる。 

分裂酵母では、Atg43 がレセプターとして報告されている 75。Atg43 はＮ末端に AIM を

C 末端の膜貫通領域を有しているが、Atg43 の欠損株に、AIM 領域を含む 20 残基をミト

コンドリア結合サイトに融合させたものでも相補可能であり、Atg43 はミトコンドリアに

AIM を介して隔離膜を引き寄せることでレセプターとして働いていると考えられる 75。 

 

2) ペキソファジー 

 ペキソファジーは、ペルオキシソームの選択的に分解する機構である。ペキソファジー

は、メタノールを単一の炭素源として生育可能であるメタノール資化性酵母をモデルとし

た研究も進められている。メタノール資化性酵母は、メタノール培養時にメタノール代謝

に必要なペルオキシソームを大きく発達させる特性をもち、発達したペルオキシソーム

は、ペルオキシソームへの依存性の低い炭素源にシフトすることで、オートファジーによ

る分解を受ける 76。この分解は、レセプタータンパク質 Atg30 のリン酸化による Atg30 と

Atg11 の結合促進によって進行する 77。また、Saccharomycess cerevisiae においても、

Atg36 がペキソファジーレセプターとして報告されており、やはりリン酸化による制御を

受ける 77。Atg30 と Atg36 はともに可溶性のタンパク質であり、ペルオキシソーム膜タン

パク質である Pex3 と結合してペルオキシソームに局在する 78,79。また、Atg30 と Atg36

はともに Hrr25 によるリン酸化を受けると報告されている 80。 

哺乳類においては、ユビキチン結合タンパク質である p62 や Nbr1 がレセプターと機能

することが報告されている 81,82。ペルオキシソーム膜上のタンパク質がユビキチン化され
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ることにより、p62 や Nbr1 がペルオキシソーム膜に局在し、レセプターとして機能す

る。また、ペキソファジーは過酸化水素の添加や、ペルオキシソーム内で ROS を発生さ

せる Clofibrate の処理などによっても誘導され、キナーゼである ATM による Pex5 のリン

酸化が引き金になると報告されている 81。リン酸化された Pex5 は、ユビキチン化され

る。p62 が Pex5 上のユビキチンに結合し、ペキソファジーが進行すると考えられる 81。最

近、ミトコンドリアに局在するユビキチンリガーゼとして知られている MARCH5 が、

PEX19 と PEX3 によりペルオキシソームにリクルートされ、PMP70 をユビキチン化する

ことで、ペキソファジーを誘導することが報告された 83。このような形式で生じたユビキ

チン化により、NBR1 や P62 がリクルートされて、ペキソファジーが進むと考えられる。 

 

3) ER ファジー・ヌクレオファジー 

出芽酵母では、Atg39 と Atg40 が ER-phagy レセプターとして機能する 51。Atg39 と

Atg40 はともに膜貫通ドメインを有するタンパク質で、ER 膜に局在する。窒素源飢餓など

の条件で発現が誘導され、どちらも Atg8 と Atg11 に結合し、この結合が効率的な ER-

phagy の進行に重要である 51。Atg39 は、ER と連続した膜構造である核膜周辺に局在して

おり、主に核膜周辺の ER-phagy やヌクレオファジーに関与する 51。一方で、Atg40 は、

細胞膜直下の ER に強く局在しており、主に細胞膜直下の ER-phagy に関与している 51。

このように、巨大なオルガネラである ER については、その部位ごとに特異的なレセプタ

ーが存在している。また、Atg40 は、レティキュロンホモロジードメインを有しており、

Atg40 が隔離膜上の Atg8 と結合し、濃縮されることで、ER の膜構造を変形させ、ER の

オートファゴソーム内への取り込みを促進する 84。Atg39 がレセプターとして寄与するヌ

クレオファジーでは、核膜から出芽した小胞がオートファゴソームに取り込まれるが、

Atg39 の過剰発現では、核膜の一部がチューブ状に伸びた構造となり、その先端がちぎら

れて、小胞となることが観察されている 85,86。電子顕微鏡を用いた観察から、小胞は膜の
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外膜とと内膜の両方を含んでおり、詳細は不明であるが、Atg39 が核膜を変形させること

で、このような小胞を形成し、オートファジーによる分解に導いていると考えられる

85,86。 

 

4) 凝集性タンパク質のオートファジー 

Cue5 はユビキチン化される凝集タンパク質やプロテアソームのレセプターであり、酵母

における現在唯一の Atg11 に依存しないレセプターである 87,88。また、Cue5 には、哺乳

細胞に Tollip と呼ばれるオーソログが存在し、共通の機能を有しているとされている 88。

しかし、最近、Tollip はエンドソームでのミクロオートファジーで機能することを示す報

告がされており 89、当初想定されたマクロオートファジーにおけるレセプターとしての機

能とは異なる機能を有する可能性がある。 

 

5) 液滴状態のタンパク質の選択的オートファジー 

Cytoplasm-to-vacuole targeting(Cvt)経路は、液胞酵素である Ape1 や Ams1、Lap3、Ape4

等を選択的オートファジーの経路でサイトゾルから液胞に輸送する機構である 90,91。Cvt

経路で輸送される基質は蛍光顕微鏡解析により、ドット状の局在を示すことが知られてい

たが、最近 Ape1 が液液相分離によって液滴を形成するタンパク質であり、Ape1 液滴にそ

の他のタンパク質が集積し、レセプタータンパク質 Atg19 を介した選択的オートファジー

で液胞へと輸送されるモデルが提示されている 92。また、Ape1 が液滴を作れず分散したり

凝集したりする場合には、オートファジーの分解を受けにくくなることが示されている

92。Atg19 は Ape1 液滴の境界面に局在するが、このように液滴表面に Atg19 が浮遊する

ことが Ape1 液滴の選択的分解に重要であることも明らかになっている 92。 

哺乳細胞において、p62 はポリユビキチン化されたタンパク質のレセプターとして働く

とされているが、p62 とユビキチン化タンパク質の結合は、p62 の液液相分離を促し、選
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択的な分解に導く 93。また、p62 と Atg8 ファミリータンパク質との結合が阻害された場

合、p62 液滴の近傍で形成された隔離膜は p62 と反対方向に伸長し、p62 の分解が著しく

低下する 94。このことから、p62-Atg8 ファミリータンパク質間の結合によって、p62 液滴

に沿った隔離膜の伸長とそれに伴うオートファゴソームによる選択的取り込みが実現する

と考えられる。 

 以上のように、サイトゾルタンパク質の高効率な選択的分解には、基質の液滴としての

集合とそれを分解するためのレセプターを介した隔離膜との結合が重要なファクターだと

考えられる。 

 

6) グリコファジー 

 グリコーゲンは、グルコースで構成される多数の分岐を持つ多糖であり、グルコースの

貯蔵庫としての役割を担っており、トレハロースと共に保存糖とも呼ばれる 95。グリコー

ゲンはサイトゾルで合成され、必要に応じてサイトゾルに存在するグリコーゲンホスホリ

ラーゼとグリコーゲン脱分岐酵素によって分解され、最終的にグルコース-1-リン酸とな

り、解糖系やその他の経路で利用される 95。 

また、グリコーゲンはオートファジーの基質になることが知られている。ライソソーム

病の一つであるポンペ病で、グリコーゲンの分解酵素である-グリコシダーゼの機能不全

によりリソソーム内にグリコーゲンが蓄積し、リソソームの機能不全が生じる。このグリ

コーゲンのリソソームへの蓄積はオートファジー阻害により抑制されうる 96。 

哺乳類におけるグリコーゲンのオートファジーは、レセプターを介した選択的オートフ

ァジーの経路でありグリコファジーと呼ばれる 50。グリコーゲン結合ドメインと LIR を有

する Stbd1 がグリコファジーレセプターとして報告されている 50,97,98。しかし、Stbd1 の機

能は臓器によってその必要性が異なることなどから 97、他のレセプターが存在する可能性

や臓器によってはレセプターに依存しない非選択的オートファジーでの分解が寄与してい
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る可能性も考えられる。 

 酵母では、電子顕微鏡観察によりオートファゴソーム内に少数のグリコーゲン顆粒が認

められることが報告されてきた 6。また、炭素源が枯渇する定常期において、液胞内や胞

子膜に局在しグリコーゲン分解能を有する Sga1 の欠損によりグリコーゲンの蓄積がみら

れることや、オートファジーのコア遺伝子の欠損によりその蓄積が抑制されることから飢

餓時のオートファジーによるグリコーゲン輸送の存在が考えられていた 99,100。しかし、酵

母におけるグリコーゲンのオートファジーのメカニズムについては、レセプターを介した

様式なのかどうかも含めて全く不明である 101。 

 

本研究の目的 

 これまでに、オートファジーを誘導するシグナルやオートファゴソーム膜の形成メカニ

ズムなどについて多くの知見が集まっている。同様に、オートファジーの分解基質につい

てもオルガネラの選択的オートファジーを中心に各基質の分解機構やその生理的意義につ

いて研究が進められてきた。しかし、未だオートファジーの分解基質の全体像が解明され

たとは言い難く、非選択的とされるバルクオートファジーにおいて何らかの優先性が存在

する可能性や、これまで未解明の選択的な基質が存在している可能性なども考えられる。

また、酵母において Atg11 が選択的オートファジーに必須だとされているが、Cue5 をレ

セプターとしたユビキチン化タンパク質の選択的オートファジーには、Atg11 が不要と報

告されており 87,88、そのような Atg11 の依存性への違いが生じる理由や Atg11 を必要とし

ない選択的オートファジー経路が Cue5 以外に存在するかについては、未解明である。更

に、オートファジーの基質となりにくい排除される細胞内成分の知見についてはほとんど

報告されていない。そこで、私はオートファジー誘導条件下でオートファジックボディを

精製し、そのプロテオーム解析を行うことで、このようなオートファジーの基質選択性に

関して新たな特性を解明することを目的とした。 
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第２章 結果 

 

オートファジーの基質の網羅的解析 

オートファジーの基質に関する網羅的解析を実施するために、オートファジックボディの

精製を行った。オートファジックボディを蓄積する株として atg15 欠損株(atg15)を用い

た。また、オートファジーが誘導できないコントロールとして、atg2atg15株を用い

た。オートファジーの誘導条件としては、ラパマイシン処理と窒素源飢餓の 2 種類の誘導

条件で行った。浮上分画法により取得した液胞画分について液胞膜を割り、密度勾配遠心

を行い、各フラクションに分けた。各フラクションをウェスタンブロッティングにより確

認したところ、オートファジックボディマーカーとして用いた Pgk1 が、Atg2 依存的に 6-

8 のフラクションに濃縮されていることが確認された（図 3A）。このフラクションは、液

胞膜マーカーである Pho8 をほとんど含まないことから（図 3A）、オートファジックボデ

ィが濃縮されたフラクションであると結論付け、オートファジックボディ（Autophagic 

body）フラクションとした。 

このフラクションと共に、細胞懸濁液 (Total lysate) について LC-MS/MS を用いてプロ

テオーム解析を行い、横軸に Total lysate、縦軸に Autophagic body フラクションの各タン

パク質の存在量の対数値をプロットした（図 3B, C）。ラパマイシン処理と窒素源飢餓のど

ちらにおいても、多くのタンパク質は右肩上がりの直線上に位置し、Total lysate と

Autophagic body フラクションの対数値の比率が同程度であることが明らかとなった。ま

た、そこには Pgk1 や Adh1、Tdh2、Tdh3、Trp4 といったサイトゾルタンパク質が多く

含まれており、これらのタンパク質は、バルクオートファジーにより非選択的に分解され

ていることが示唆された。一方で、Atg1 や Atg8、Atg19、Atg34 等の既知のオートファジ

ー関連遺伝子や、Ape1 や Lap3 等の選択的オートファジーの基質は、Total lysate と比較

して、Autophagic body フラクションに多く、オートファジックボディに濃縮されている
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と考えられた（図 3B、C）。また、Total lysate と比較して Autophagic body フラクション

に少ないタンパク質として、アクチンやチューブリンといった細胞骨格関連やヒストン等

の核局在タンパク質が多く見出された（図 3B,C）。これらは、サイトゾルのタンパク質等

と比較して、巨大な構造を形成している。そのため、ある一定以上の大きさを有する構造

は、バルクオートファジーによって分解されにくい可能性が考えられた。 

更に、Gsy2、Glc3,、Gph1 等のグリコーゲン代謝関連酵素の一群も AB/TL が低いタン

パク質として見出された（図 3B、C）。サイトゾルタンパク質であるグリコーゲン代謝関

連酵素がオートファジックボディから排除されるという結果は、Pgk1 などの多くのサイト

ゾルタンパク質とは異なる挙動であり、何らかの特殊な現象が背景にある可能性が考えら

れた。そこで、これらグリコーゲン代謝酵素に着目して以下の研究を進めた。 

 

グリコーゲン代謝関連酵素はグリコーゲン依存的にオートファジー分解を免れる 

グリコーゲン代謝関連酵素がオートファジーの分解を受けにくいことを確認するため、

GFP cleavage assay を実施した。GFP cleavage assay は、GFP が液胞内プロテアーゼに対

して耐性を有することを利用した方法で、GFP を融合したタンパク質がオートファジー等

の経路によって液胞に輸送され分解された後、遊離した GFP(GFP’)の量をイムノブロッ

ティング法などで検出する方法である。更に、GFP 融合タンパク質と GFP’の合計量に対

する GFP’量の比率を算出することで、標的タンパク質の分解の程度を数値化可能であ

る。私は、Gsy2、Glc3、Gph1 と共に、コントロールとしてサイトゾルタンパク質である

Pgk1 と Trp4 に GFP を融合させ、GFP cleavage assay を行った。その結果、グリコーゲ

ン代謝関連酵素の分解は Pgk1 や Trp4 と比較して顕著に低レベルであることが明らかとな

った(図 4)。また、Gsy2 の細胞内局在を蛍光顕微鏡により調べたところ、富栄養条件では

サイトゾルに拡散して見えるのに対して、窒素源飢餓条件ではクラスター状の局在を示す

ことが明らかとなった(図 5A)。また、このクラスター状の局在部位は、Glc3 や Gph1 も
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共局在することや、核やミトコンドリア、ER のマーカータンパク質と共局在を示さない

ことから、サイトゾルに存在することが明らかとなった(図 5B、C)。窒素源飢餓時には、

グリコーゲン合成が促進されることが報告されており 102、細胞内グリコーゲン量を定量す

ると確かに窒素源飢餓条件で経時的にグリコーゲンが蓄積することが確認された（図 6）。

また、グリコーゲン代謝関連酵素はグリコーゲンと結合して機能することから、グリコー

ゲン代謝関連酵素のオートファジー分解は、窒素源飢餓条件時に蓄積するグリコーゲンへ

の結合によって抑制されている可能性を考えた。 

この可能性を検証するため、グリコーゲン合成に必須であるグリコゲニンの欠損

(glg1glg2)が、グリコーゲン代謝関連酵素の局在やオートファジー分解に与える影響を

調べた。まず、野生株と glg1glg2株の細胞破砕液を遠心分離し、Gsy2 のペレット画分

への移行を評価した結果、glg1glg2株では、Gsy2 のペレット画分への移行が顕著に低下

した（図A）。図で示すように、glg1glg2株においても細胞懸濁液中にグリコーゲン

を添加することで、Gsy2 がペレット画分へ移行したことも併せて考えると、Gsy2 は確か

にグリコーゲンに結合すると考えられた。また、蛍光顕微鏡解析の結果から、野生株では

クラスター状に局在していた窒素源飢餓時の Gsy2 の細胞内局在が、glg1glg2株ではサ

イトゾルに拡散した（図）。更に、グリコーゲン代謝関連酵素の GFP cleavage assay を

行った結果、glg1glg2株では、野生株と比較してグリコーゲン代謝関連酵素の分解が顕

著に増加することが明らかとなった（図C）。以上の結果から、グリコーゲン代謝関連酵

素はグリコーゲンに結合することで分解を免れていると結論付けた。 

 

グリコーゲンはオートファジーの基質になりにくい細胞内成分である 

これまでの検討から、野生株における Gsy2 等の分解は、グリコーゲンのオートファジー

分解を反映しており、グリコーゲンそのものもオートファジーの分解を受けにくい構造で

ある可能性が考えられた。グリコーゲンは、電子顕微鏡を用いて観察が可能である。そこ
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で、atg15 株を用いて、グリコーゲンがオートファジックボディ内に取り込まれるかを電

子顕微鏡により検討した。グリコーゲンは、窒素源飢餓時に、濃い電子密度の構造体とし

て確認され、サイトゾルに蓄積していることが観察された (図８A)。一方で、オートファ

ジックボディ内、明確にグリコーゲンと判別できる構造は確認できなかった(図８A)。よ

り正確にグリコーゲンの局在を調べるため、PATAg 染色によって、グリコーゲンなどの

糖鎖を特異的に染色した 103。その結果、野生株では、PATAg 陽性の顆粒構造がサイトゾ

ルに認められたのに対して、glg1glg2株では認められず、確かにグリコーゲンが染色さ

れていることが確認された(図８B)。また、本手法を用いても、オートファジックボディ

内にはグリコーゲンが確認されなかった(図８B)。以上の結果から、グリコーゲン自体も

窒素源飢餓時のオートファジーの標的となりにくいことが明らかとなった。 

 

長時間の窒素源飢餓時にはレセプター依存的なグリコファジーが起こる 

グリコーゲンがオートファジーによる分解を受けにくいことが明らかとなった一方で、酵

母において、定常期にグリコーゲンが液胞内のグリコーゲン分解酵素 Sga1 による分解を

受けることが報告されており、オートファジーで液胞に運ばれている可能性が指摘されて

いる 100,104。そのため、特定の条件ではグリコーゲンのオートファジー分解が誘導される可

能性が考えられた。また、ER 等のオルガネラの選択的オートファジーは、長時間の飢餓

時などのバルクオートファジーとは異なる条件で誘導される例が報告されている 105。そこ

で、長時間の飢餓時におけるグリコーゲンのオートファジー活性を評価した。 

グリコーゲンに結合する Gsy2 の分解を指標にして、グリコーゲンのオートファジー活

性を経時的に評価した結果、16 時間以降の長時間の窒素源飢餓において Gsy2 の分解の増

加が認められた（図 9A）。更に、PATAg 染色を用いた電子顕微鏡解析による観察によ

り、長時間の窒素源飢餓でグリコーゲンを含むオートファジックボディの割合が増加する

ことが明らかとなった。以上の結果から長期の窒素源飢餓条件では、グリコーゲンのオー
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トファジーが誘導されていることが示唆された。 

 長時間での窒素源飢餓時の Gsy2 分解が選択的オートファジーなのかを調べるため、

Atg2, Atg11, Atg17, Atg24 の依存性を評価した。Atg2 はマクロオートファジーに必須の因

子であり、Atg11 は多くの選択的オートファジーに必要な因子である。一方で、Atg17 は

バルクオートファジーに必要だと言われている。また、Atg24 は、ミトコンドリアやリボ

ソーム、FAS 複合体といったサイズの大きな構造体の分解に必要だと考えられている。

Gsy2 の分解は Atg2, Atg17, Atg24 に強く依存した一方で、Atg11 への依存性は低レベルで

あった（図 10A）。また、Pgk1 についても同様に評価したところ、Atg24 の依存性は見ら

れなかったものの、それ以外の因子への依存性は Gsy2 と同様であった（図 10B）。Gsy2

で見られた Atg24 の依存性はグリコーゲン顆粒が 40 nm 程度であるためサイズが大きいこ

とによる影響であると推察された。レセプターを介したタンパク質の分解機構の多くは

Atg11 に依存するが、Cue5 は Atg11 を必要としないレセプターだとされている 88。そこ

で、別の視点からもレセプターの必要性を検証するために、Atg8 との結合に着目した検討

を行った。多くのレセプタータンパク質は自身の AIM 配列を介して Atg8 の AIM 結合ポ

ケットと結合する。また、AIM との結合に必要な Atg8 の AIM 結合ポケット近傍のアミノ

酸である 52 番目のプロリンと 67 番目のアルギニンにアラニン変異(P52A R67A)を導入す

ることで、その結合能を大きく減弱させることが可能である 56。そこで、P52A R67A 変異

を導入した際の Gsy2 の分解を評価した。コントロールとして用いた Pgk1 の分解は、

P52A R67A 変異の導入で低下しないのに対して、Gsy2 の分解は減弱した（図 10C）。以

上の結果から、長時間飢餓時のグリコーゲンのオートファジーは、Atg11 への依存性が低

い選択的オートファジー（グリコファジー）である可能性が示唆された。 

 

長時間の窒素源飢餓時に誘導されるグリコファジーにはAtg45 が必要である 

レセプタータンパク質を含めたグリコファジーの制御因子を同定するため、グリコーゲン
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結合ドメイン(GBD)を有するタンパク質に着目した。CBM48 は AMPK の制御サブユニッ

トが有する GBD であり、Saccharomycess cerevisiae では、Gal83 などが有している。ま

た、Saccharomycess cerevisiae database (SGD)には、CBM48 と類似のドメイン(Pfam 

domain: PF16561）を有するタンパク質がリスト化されている。このリストに合致するタ

ンパク質(図 11A)について、窒素源飢餓条件で、Gsy2 と共局在を示すかを評価したとこ

ろ、サイトゾルタンパク質 Yil024c が Gsy2 と共局在を示す様子が確認された（図 11B）。

また、Gsy2 の一部は細胞膜上に局在し、膜タンパク質である Crp1 とも共局在することが

観察された（図 11B）。そこで、これらのタンパク質と共に、Crp1 のホモログである

Mdg1 の Gsy2 分解への影響を評価した。yil024c , crp1 , mdg1 , crp1  mdg1 株につ

いて Gsy2 の分解を評価したところ、crp1 と crp1  mdg1 株で Gsy2 の分解がわずかに

低下した。また、yil024c 株では、明確な Gsy2 分解の低下が確認された（図 12A）。

Crp1 は膜上で Gsy2 と共局在を示すことから、膜へグリコーゲンをアンカーしている可能

性が考えられた。そこで、crp1 を作成し、窒素源飢餓時の Gsy2 局在を評価したとこ

ろ、crp1 株では、Gsy2 の膜局在が著しく減弱することが明らかとなった(図 13A)。ま

た、Crp1 の過剰発現（GPDpr）によって、Gsy2 が細胞膜全体に結合する様子が確認され

た(図 13B)。以上の結果から、Crp1 はグリコーゲンを細胞膜にアンカーするタンパク質で

あり、詳細は不明であるがグリコーゲン局在が変化することによりオートファジー分解の

程度も変化する可能性が考えられた。一方で、Yil024c はサイトゾルタンパク質であり、

Gsy2 分解への影響の大きさを考えると、グリコファジーを直接的に制御している可能性が

考えられた。また、グリコゲニンの欠損株においては、Yil024c の Gsy2 分解への影響がみ

られなかったことから、Yil024c の作用は確かにグリコーゲンをターゲットにしたもので

あると推察された(図 12B)。以上の結果より、Yil024c がグリコファジー制御因子であると

考え、Atg45 と命名し、以降の検討を進めた。 
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Atg45 の発現増加がグリコファジーを促進する 

窒素源飢餓８時間程度ではグリコファジーによる分解が低レベルなのに対して、24 時間な

どの長時間の窒素源飢餓では分解が促進することから、Atg45 の発現誘導による制御が存

在する可能性を考えた。野生株で Atg45-GFP を発現させ、イムノブロッティングで

Atg45-GFP と GFP’の合計量を評価した結果、Atg45 の発現は窒素源飢餓 24 時間以降に増

加することが明らかとなった（図 14）。この長時間の飢餓時に発現が増加するという結果

は、過去の窒素源飢餓時の経時的なマイクロアレイ結果と一致する(Gasch et al., 2000)。

以上の結果から、長時間の窒素源飢餓時に Atg45 の発現が亢進することで、グリコファジ

ーが誘導される可能性が考えられた。 

Atg45 の発現増加とグリコファジー誘導の関係を明確にするため、Atg45 を ACT1 プロ

モーター下で過剰発現させ、Gsy2 分解に与える影響を評価した。その結果、Atg45 の過剰

発現株では、Gsy2 分解が著しく促進されることが明らかとなった（図 15A）。また、

Atg2、Atg11、Atg17、Atg24 への依存性を評価した結果、過剰発現時の分解も Atg11 へ

の依存性が低く、Atg2、Atg17、Atg24 への依存性が高かった（図 15B）。更に、Atg45 の

過剰発現が実際にグリコーゲン自体のオートファゴソームへの取り込みを促進させるかを

検証するため PATAg 染色を用いた電子顕微鏡解析を実施した結果、確かに Atg45 過剰発

現株においてグリコーゲンがオートファジックボディ内に蓄積する様子が確認された（図

15C）。 

 以上の結果から、Atg45 の発現増加により、グリコファジーが促進することが明らかと

なった。 

次に、Atg45 が細胞内グリコーゲン量に与える影響を評価した。グリコーゲンは液胞内

で Sga1 による分解を受ける。そこで、野生株、Sga1 欠損株(sga1)、Atg45 過剰発現株

(ATG45o.e.)、Atg45 過剰発現させた Sga1 欠損株(sga1ATG45o.e.)の４種類の細胞にお

ける細胞内グリコーゲン量を比較した。その結果、意外なことに、ATG45o.e.株において
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野生株と比較したグリコーゲンの低下は見られなかった（図 16A）。一方で、

sga1ATG45o.e.株では、野生株や sga1株と比較して有意なグリコーゲン量の増加が確認

され、ATG45o.e.株に対しても増加傾向がみられた（図 16A）。これらの結果から、

ATG45 の過剰発現で液胞にグリコーゲンが運ばれているが、運ばれたグリコーゲンの多

くが分解できていない可能性が考えられた。実際、Sga1 の発現は胞子形成時に誘導される

ことが知られており、増殖培地等ではその発現が低レベルであると考えられる 107。そこ

で、Sga1 を GPD プロモーター下で過剰発現し、その影響を検討した。まず、GPD プロ

モーター下で発現させた際の Sga1-GFP の発現量をイムノブロッティングにより検出した

ところ、SGA1 プロモーター下と比較して明らかに発現量が増加した（図 16B）。また、

SGA1 プロモーター下での発現量は、窒素源飢餓培地において非常に低レベルであること

が確認された（図 16B）。興味深いことに、Atg45 と同様に 24 時間以降において発現が増

加することも明らかとなった（図 16B）。次に、野生株、Sga1 過剰発現(SGA1o.e.)株、

ATG45o.e.株、Atg45 と Sga1 の過剰発現（ATG45o.e. SGA1o.e.）株においてグリコーゲ

ン量を測定したところ、SGA1o.e.株、ATG45o.e.株では野生株とほとんど差がみられなか

ったのに対して、ATG45o.e SGA1o.e.株では明らかなグリコーゲン量の減少が確認された

（図 16C）。以上の結果から確かに、Atg45 の発現亢進がグリコーゲンの液胞輸送を促進す

ること、また液胞に輸送されたグリコーゲンは、Sga1 依存的な分解を受けることが確認さ

れた。 

 

Atg45 はグリコファジーレセプターである 

Atg45 を介したグリコファジーの分子機構を調べるため、最初に、Atg45 の推定 GBD

が実際にグリコーゲンと結合するかを検討した。2 種類の Atg45 の欠損変異体 (Atg4597-

189、Atg451-96)を作成し(図 A)、これらの欠損変異体と野生型、更にポジティブコントロー

ルとして Gsy2 に GFP を融合させ、glg1 glg2 株に発現させた。各細胞の細胞破砕液か
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らデブリを除いたのち、グリコーゲン溶液あるいはネガティブコントロールとして等量の

溶媒と混合して遠心し、各タンパク質のグリコーゲン依存的なペレット画分への移行を評

価した。ポジティブコントロールである Gsy2-GFP とともに Atg45-GFP と Atg451-96-GFP

では、グリコーゲン依存的なペレット画分への増加が確認された(図 17B)。一方で、

Atg4597-189-GFP はグリコーゲン依存的なペレット画分の増加が確認されなかった(図

17B)。以上の結果から、Atg45 の GBD がグリコーゲンに結合することが確認された。次

に、Atg45 の GBD が Atg45 の機能に必要十分かを調べるため、Atg45-mScarlet、Atg451-

96mScarlet と Atg4597-189-mScarlet を過剰発現した際の Gsy2 分解への影響を評価した。そ

の結果、Atg451-96、Atg4597-189 ともに、Gsy2 の分解促進作用は認められなかったことから

(図 17C)、Atg45 の GBD はグリコファジー促進作用には必要だが、それだけでは十分で

はないことが明らかとなった。 

レセプタータンパク質の多くは、基質と共に優先的にオートファジーによって分解され

ることが知られている。そこで、GBD とそれ以外の領域が Atg45 自体のオートファジー

分解に与える影響を調べるため、Atg451-96、Atg4597-189 のオートファジー分解を野生型と

ともに評価した。Atg45-GFP と Atg4597-189-GFP の分解は同程度であったのに対して、

Atg451-96-GFP の分解は明らかに低下した（図 18A）。多くのレセプタータンパク質は

Atg8 に結合するため、オートファジー関連構造体のマーカーである Atg8 と共局在を示

す。そこで、Atg45, Atg4597-189、Atg451-96 が Atg8 と共局在を示すかを検討したところ、

Atg45-mScarlet と Atg4597-189-mScarlet は GFP-Atg8 とドット状の共局在を示したのに対

して、Atg451-96-mScarlet は共局在を示さなかった（図 18B）。 

以上の結果から、Atg45 の GBD 以外の領域は、Atg45 の Atg8 との結合に関与している

可能性が考えられた。そこで、Atg4597-189 における推定 AIM 領域を探したところ、唯一の

推定 AIM 領域として、127-YVNL-130 を見出した（図 19A）。この領域が AIM であるこ

とを確かめるため、Y127A と L130A の変異(AIMｍ)を導入し、Atg8 との結合を評価し
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た。GFP-Atg8 と Atg45-Flag あるいは Atg45AIMｍ-Flag を ACT1 プロモーター下で atg15

株に発現させ、共免疫沈降を行った結果、Atg45-Flag は GFP-Atg8 との結合が認められた

が、Atg45AIMｍ-Flag ではその結合が顕著に低下した（図 19A）。 

更に、Atg45 と Atg45AIMｍを ACT1 プロモーター下で過剰発現させ、グリコファジーが

促進されるかを評価した結果、Atg45 過剰発現株と比較して Atg45AIMｍ過剰発現株ではグ

リコファジー促進作用が低下した（図 19B）。また、プラスミドを用いて ATG45 プロモー

ター下で各 Atg45 を発現させた場合も、やはり Atg45AIMｍでグリコファジー活性が低下す

ることが確認された（図 19C）。以上の結果から、Atg45 は AIM を介して Atg8 に結合

し、その作用はグリコファジー促進に必要であることが明らかとなり、Atg45 がグリコフ

ァジーレセプターであると結論付けた。 

尚、プラスミドを用いて ATG45 プロモーター下で Atg45 を発現させた場合では、ゲノ

ムから発現させた場合と比較して Atg45 の発現量が増加し、Gsy2 の分解も促進されるこ

とが確認された（図 19D）。そこで、以降の実験では、プラスミドで Atg45 を発現させる

際に、大過剰な Atg45 の発現を避けるため、主に ATG45 プロモーター下で Atg45 を発現

させることとした。 

 

Atg45 の C末端の膜結合領域はグリコファジーに必要である 

 Atg45 の GBD 以外の領域についてより詳細に解析するため、C 末端 25 残基の欠損変異

(Atg45−)と、AIM まで含めた C 末端側 67 残基の欠損変異（Atg45−）を作成し（図

20A）、その過剰発現によるグリコファジーへの影響を調べた。その結果、Atg45−にお

いて著しくグリコファジー促進作用が低下し、Atg45−では更に低下した（図 20B）。こ

のことから、Atg45 の C 末端側 25 残基には AIM と協調的に働く領域が存在すると考えら

れた。Atg45 の二次構造を JＰred4 によって予測したところ 108、C 末端付近にはヘリック

ス構造と予想される領域があることが明らかとなった（図 21A）。更に、HeliＱuest を用い
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て 109、推定ヘリックス内のアミノ酸の並びを調べたところ、本領域が両親媒性ヘリックス

である可能性が示唆された（図 21A）。両親媒性ヘリックスは、その疎水面を介して膜に

結合する性質を有する場合がある 110。そこで、Atg45 の推定両親媒性ヘリックス領域に膜

結合能があるかを検証するため、推定両親媒性ヘリックスを含む Atg45 の C 末端側 25 残

基（Atg45165-189）に GFP を融合させ、その局在を観察した。その結果、Atg45165-189-GFP

は、細胞膜、ER、液胞膜などに局在する様子が観察された（図 21B）。更に、疎水面の疎

水性アミノ酸６つに，L173A、L176A、I179A、V183A、Y186A、W187A の変異(6A)を導

入し（Atg45165-189 (6A)）、その影響を調べたところ、膜への局在は著しく低下した（図

21B）。以上の結果から、Atg45 の C 末端付近には疎水性アミノ酸に依存した膜結合領域が

存在することが明らかとなった。 

Atg45 の膜結合能がグリコファジーに重要かを検討するため、全長の Atg45 に同様の変

異を導入し（Atg45(6A)）、野生型、Atg45AIMｍ、Atg45AIMｍ(6A)とともに、ATG45 プロモータ

ー下で発現させ、プラスミドを用いて atg45に導入した。いずれの変異を導入したものに

おいても、野生型の Atg45 を発現させたものと比較して、著しくグリコファジーが低下し

た（図 22A）。このことから、Atg45 の膜結合領域は、AIM とともに Atg45 の機能に重要

であると考えられた。一方、ACT1 プロモーターの発現下で各変異体について同様の実験

を行ったところ、Atg45AIMｍ(6A)で、Atg45AIMｍ以上のグリコファジーの低下がみられたもの

の、Atg45(6A)では野生型との差が認められなかった（図 22B）。このことから、Atg45 が過

剰に存在する条件では、C 末端の膜結合領域は Atg45 の機能に必須ではなく、補助的に働

く可能性が考えられた。 

Atg45 の膜結合能が Atg8 との共局在に重要かを評価するため、mScarlet を融合させた

Atg45AIMm、Atg45(6A)と野生型をプラスミドを用いて ATG45 プロモーター下で発現させ、

その局在を GFP-Atg8 とともに蛍光顕微鏡で観察した。その結果、両方の変異体で GFP-

Atg8 との共局在が認められなくなった（図 23）。以上の結果から、Atg45 の膜結合領域も
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Atg45 のオートファジー関連膜への局在に寄与すると考えられた。 

 

Atg45 は胞子形成時のグリコーゲン量の維持に必要である 

 Atg45 は、Ume6 によって転写が抑制されるタンパク質であることが報告されている

111。Ume6 は、胞子形成時に働くタンパク質を抑制する転写因子である。また、胞子形成

時は、グリコーゲン合成が促進する条件であり 112、オートファジーも誘導される 113。そ

こで、胞子形成時にグリコファジーが活性化されると考え、胞子形成時のグリコファジー

活性と Atg45 の依存性について検討した。胞子形成能を有する Mating type (MAT) のヘ

テロ 2 倍体(MATa/)を用いて、野生株と atg45株を 1%KAc 培地にシフトして胞子形成

を誘導し、PATAg 染色を用いた電子顕微鏡観察を行った。その結果、興味深いことに野

生株では、液胞内にグリコーゲンが蓄積する様子が確認された(図 24A）。一方で、atg45

株では、液胞内のグリコーゲンが減少していた(図 24A）。次に、MATa/と

atg45(MATa/)株とともに胞子形成能を有さない、1 倍体(MAT)とホモ二倍体

(MATa/a)について、Gsy2 の分解を指標に胞子形成条件でのグリコファジー活性を評価し

たところ、atg45(MATa/)株だけでなく MAT株と MATa/a 株でもグリコファジー活性

が大きく低下した(図 24B）。更に、これらの株を用いて蛍光顕微鏡による Gsy2-GFP の局

在観察を実施した結果、胞子形成培地にシフトして 12 時間後では、MATa/では Gsy2 が

液胞に濃縮しているのに対して、その他の株で液胞への濃縮は認められなかった。（図

24C、24D）。以上の結果から、胞子形成時には Atg45 依存的なグリコファジーが誘導さ

れ、この誘導には 1%KAc 培地の栄養条件だけでなく、MAT 遺伝子による制御が重要であ

ることが明らかとなった。 

 この結果から、MAT 遺伝子により Atg45 の発現が制御されている可能性を考え、

MAT、MATa/、MATa/a 株に Atg45-GFP を発現させ、その発現量をイムノブロッテ

ィングにより評価した。その結果、胞子形成誘導 12 時間後において、MATa/細胞で最
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も Atg45 の発現量が多い結果となった(図 25A)。更に、qPCR を用いて Atg45 mRNA の発

現量についても評価した結果、Atg45-GFP 量と同様の結果が得られた(図 25B)。 

 最後に、グリコファジーの生理的意義を調べるため、胞子形成時のグリコーゲン量に対

する Atg45 欠損の影響を評価した。その結果、野生株(MATa/)と比較して

atg45(MATa/)株では細胞内グリコーゲンの低下が認められ(図 26)、グリコファジーは

胞子形成時のグリコーゲン量維持に重要であると考えられた。 
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第３章 考察 

 

本研究結果から考えられたグリコーゲンの分解機構モデルを図 27 に示す。 

本研究では、オートファジーの基質のプロテオーム解析を端緒として、短時間の窒素源

飢餓時には、グリコーゲン分解酵素やグリコーゲンが、オートファジーの基質となりにく

い細胞内成分であることを明らかにした。一方で、長時間の窒素源飢餓時や胞子形成時に

は、レセプターを介した選択的オートファジーのメカニズムでグリコファジーが誘導され

ることを明らかにし、グリコファジーレセプターとして Atg45 を同定した。また、Atg45

の発現量がグリコファジー活性制御に重要であることも明らかにした。更に、Atg45 の機

能には、AIM を介した Atg8 との結合だけでなく、C 末端付近の膜結合領域が重要であり、

この 2 つの領域で隔離膜への結合を高めていると考えられた。 

 

プロテオーム解析について 

 オートファジーの分解基質のプロテオーム解析は複数の手法が考えられる。例えば、コ

ア Atg タンパク質依存的にオートファジー誘導条件で減少するものを検出する方法である。

細胞内のタンパク質量は、タンパク質の転写・翻訳や、プロテアソーム系等のオートファ

ジー分解以外の影響も受けることから、この方法では、オートファジーに強く依存するも

ののみが同定される。そのため、個々の基質の分解量を解析するには限界がある。また、

選択的な基質やレセプターを探索する方法として Atg8 に結合するタンパク質を解析する手

法があるが、Atg8 への結合性を持つもののみをターゲットとするため、Atg8 への結合に

依存しないものなどについては検出できない。その中で、今回用いたオートファジックボ

ディを精製しプロテオーム解析を行うという手法は、オートファジックディ内の基質を偏

りなく直接的に評価可能であり、感度と網羅性が高いと考えられる。特に、オートファジ

ーによる分解をうけにくいタンパク質は、このような直接的に基質全体を解析する手法で
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のみ同定できると思われる。また、類似の解析方法として、オートファゴソームが蓄積す

る Ypt7 の欠損株を用いて、オートファゴソームを精製しプロテオーム解析を行う方法があ

るが 114、Ypt7 は液胞の形成など多様な経路に関与することから、特定のタンパク質の発現

量や分解などへ間接的に寄与する可能性が考えられる。一方で、Atg15 は液胞内での膜分

解のみに寄与する。そのため、Atg15 の欠損では、液胞に運ばれた基質の分解ができず、

分解されたアミノ酸などのリサイクルが滞るが、そのような影響の少ない短いタイムコー

スでのオートファジー誘導条件であれば、間接的な影響を抑えた解析が可能になると考え

られる。 

オートファジックボディのプロテオームの解析結果から、オートファジックボディに濃

縮される基質として、Ape1 や Lap3、Atg19、Atg34 や Atg8、Atg1 などの選択的オートフ

ァジーの基質やレセプター、Atg マシナリーなどが同定され、本手法が機能していると考

えられた。また、Pgk1 等の多くのサイトゾルタンパク質は平均的にオートファジックボデ

ィにとりこまれており、この平均的なタンパク質の多くは非選択的な取り込みを受けてい

ると考えられた。排除されているタンパク質は、核やアクチンなどの巨大な構造体に局在

するものが多く存在した。後述するグリコーゲンも含めてある一定以上の大きさを持つも

のや、核などの巨大構造構成因子はオートファジーによる分解から免れる傾向があると考

えられる。このことから、バルクオートファジーにおいても、非選択的にあらゆる細胞内

成分を分解できるわけではなく、分解可能な対象に一定の制限が存在していると考えられ

た。 

今回の解析では、Atg32 や Atg36、Atg39、Atg40 等のタンパク質が低レベルあるいはほ

とんど検出されず、正確な評価ができなかった(Data not shown)。これらのタンパク質の

発現量の低さや配列上の特性などにより、LC-MS/MS での検出が難しい等の理由が考えら

れた。Atg45 についても検出できておらず、発現量が低いことが原因であると考えられる。

そのため、今回のプロテオーム解析結果では、全てのレセプターや選択的オートファジー
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の基質の同定はできないが、今回着目したグリコーゲン代謝関連酵素とともに、複数の新

規優先的分解基質も同定できており、オートファジーの分解基質の新知見を得るためのフ

ァーストスクリーニングとしては十分機能していると考えられる。 

 

Atg45 の分子機構 

Atg45 は、GBD と AIM を介してグリコーゲンと Atg8 の両方に結合するタンパク質であ

り、Atg45 の欠損によりグリコファジーが低下し、Atg45 の発現増加がグリコファジーを

促進することから、Atg45 がグリコファジーレセプターであると結論付けた。また、AIM

と GBD 以外に、C 末端領域も Atg45 の機能に重要であることを明らかにした。C 末端領

域は２次構造予測等から両親媒性ヘリックスと予測され、このヘリックス領域を含む C 末

端の欠損や、疎水面の疎水性アミノ酸のアラニン置換により、Atg45 の機能が著しく低下

した。この C 末端領域だけを細胞内に発現させ局在を観察すると、疎水面の疎水性アミノ

酸依存的に膜に結合することが確認された。また、Atg45 と Atg8 の共局在は、AIM の変

異と、C 末端の変異のどちらにおいても著しい低下が認められた。以上から、Atg45 の C

末端領域は、Atg45 の隔離膜への結合を強めている可能性が考えられる。 

一方で、Atg45 を ACT1 プロモーター下でプラスミドを用いて発現させると、AIM の変

異でグリコファジーの低下がみられ、AIM とＣ末端の両方に変異を入れると相加的な低下

がみられものの、C 末端の変異単独では、グリコファジーが低下しなかった。これは、グ

リコーゲン顆粒に多量の Atg45 が結合した場合には、Atg45 と Atg8 の結合が多価に生じ、

AIM を介した弱い結合のみでもグリコーゲンを隔離膜にアンカー可能になるためと考えて

いる。 

 

Atg11 に依存しないレセプター依存的なオートファジーについて 

窒素源飢餓時のグリコファジーが Atg17 に依存するのに対して、Atg11 には弱い依存性し
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か示さない。また、Pgk1 の分解も Atg11 欠損株で同様に低下していたことから、この依存

性はオートファジー活性全体の低下によると考えられる。Atg11 は、レセプターに結合す

ることで、基質近辺での隔離膜形成を可能にするが、グリコファジーは Atg11 への依存性

が低いことから、基質周辺での隔離膜形成が不要である可能性が考えられる。出芽酵母に

おいて Atg11 に依存しないレセプターとしては、ユビキチン化タンパク質のオートファジ

ー分解に関わる Cue5 が報告されている 88。グリコーゲンやユビキチン化タンパク質等、

サイトゾルに広く分布する基質は、バルクオートファジーで形成される PAS 周辺に拡散に

よって到達可能なため、Atg11 を介して基質の周囲に隔離膜を作る必要がなく、バルクオ

ートファジーの経路で形成される隔離膜にレセプターが結合することで、周囲の標的基質

を隔離膜にトラップしオートファゴソーム内への標的基質の隔離を実現している可能性が

考えられる。 

 

グリコファジーの生理的意義 

本研究では、グリコファジーレセプターとして、Atg45 を同定したものの、その欠損によ

るグリコファジーの低下が細胞に与える影響については未解明の課題である。細胞内のグ

リコーゲン量を評価した実験では、Atg45 と液胞内グリコーゲン分解酵素 Sga1 を同時に過

剰発現した細胞で、グリコーゲン量が顕著に減少したものの、Sga1 単独の欠損や Sga1 単

独の過剰発現では、48 時間の窒素源飢餓時においてもグリコーゲン量の変化は見られなか

った。このことから、少なくとも窒素源飢餓条件では、細胞内グリコーゲン量を調整する

機能として、グリコファジーの寄与は小さいと考えられる。一方で、胞子形成時にはグリ

コーゲンが Atg45 依存的なグリコファジーによって、液胞内に濃縮された。また、Atg45

の欠損株において、胞子形成時の細胞内グリコーゲン量が低下することが明らかとなった。

胞子形成時には、Sga1 の発現量が増加するものの、大部分が胞子膜上に局在することが報

告されている 115。このことは、胞子形成時に Sga1 の発現は増加するが、液胞内の Sga1 が
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少なく、液胞に運ばれたグリコーゲンは分解されにくいことを示唆している。上記の細胞

内グリコーゲン量の結果や電子顕微鏡解析によって明らかとなった液胞内にグリコーゲン

が蓄積する現象を踏まえて考えると、胞子形成時にグリコーゲンを液胞に輸送する意義は、

液胞内に蓄積することでサイトゾルでの分解からグリコーゲンを保護することにあると考

えられる。Atg45 の欠損株で、明確な胞子形成への影響は確認できていないが、飢餓が長

引いた際や何らかの環境変化が生じた際に、保存していたグリコーゲンをエネルギー源と

して利用するのかもしれない。 

 今後、Atg45 の欠損株を用いて、長期の窒素源飢餓時や胞子形成時のグリコファジー低

下に起因する表現型を探索するとともに、今回検討できていないオートファジー誘導条件

（炭素源飢餓、ER ストレス、DNA ストレスなど）についても Atg45 欠損の影響を調べ、

その生理的な意義を解明したいと考えている。 

 

グリコーゲンが非選択的なオートファジーで分解されにくい理由と Atg45 の役割 

サイトゾルに存在するグリコーゲンがレセプターを必要とし、非選択的なオートファジー

では極めて分解されにくい理由は興味深い謎である。グリコーゲンは 40 nm 程度の顆粒構

造でサイトゾルに存在しており 116、窒素源飢餓時にはサイトゾルに広く分布する。大きさ

の観点から考えると、グリコーゲンは 500 nm 程度の直径を有するオートファゴソームよ

り十分小さく取り込まれうると考えられる。実際、40 nm ほどの大きさを有するリボソー

ムは電子顕微鏡でサイトゾルと同程度の濃度で AB 内に観察される。つまり、分子自体の

大きさ以外の要因で、グリコーゲンが分解されにくい可能性が考えられる。 

窒素源飢餓時のグリコーゲンは、電子顕微鏡での観察結果から顆粒状に複合体となっ

て存在していると考えられる。また、哺乳類では Glycogen が液液相分離により濃縮される

ことも報告されているが 117、酵母においても電子顕微鏡及び Gsy2 の蛍光顕微鏡観察結果

から、グリコーゲンの局在はサイトゾルに均一ではなく、クラスター状に偏って存在して
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いることがわかり、これはグリコーゲン顆粒同士の弱い結合によると考えられる。このよ

うなグリコーゲンの自己集合によるサイズの巨大化がバルクオートファジーによる取り込

みを困難にしている可能性がある。 

また、隔離膜は、伸長しながら周囲の成分を取り囲むが、その伸長方向は周囲の環境の

影響を受ける。例えば、p62 液滴の周囲でできた隔離膜は、LC3 と p62 液滴が結合できる

ときのみ、p62 を取り囲むように伸びていく 94。また、液滴周辺での隔離膜の伸長方向は、

液滴のサイズや張力・隔離膜との親和性で変化すると考えられるが 118、グリコーゲンが自

己集合し、密に存在する環境には、隔離膜が侵入できない可能性が考えられる。このよう

なグリコーゲンと隔離膜の性質により、グリコーゲンが隔離膜に取り囲まれにくくなって

いる可能性が考えられる。Atg45 は、液滴から遊離したグリコーゲン顆粒を効率よくトラ

ップする役割や、隔離膜とグリコーゲンの親和性を高め隔離膜が自己集合したグリコーゲ

ンを取り囲むことを可能にする役割等を担うことで、グリコファジーを進めているのかも

しれない。 

 

他の生物種におけるグリコファジーレセプターとAtg45 の比較 

哺乳類のグリコファジーレセプターStbd1 は Atg45 との配列の相同性は低いが、Atg45 と

同様に GBD を介したグリコーゲンへの結合と LIR を介した Atg8 ホモログ GABALAPL1

への結合が報告されている 98。しかし、Stbd1 は N 末端領域に膜貫通ドメインと予測され

る配列を有しており、ER 膜などに強く局在しており 119、多くがサイトゾルに局在してい

る Atg45 とはその点で大きく異なる。また、肝臓では、Stbd1 依存的にリソソームにグリ

コーゲンが輸送されると報告されているが 97、その輸送には、Stbd1 の膜貫通領域と GBD

のみで十分であり、LIR として報告されている領域は不必要であることを示す結果も得ら

れており、Stbd1 の分子機構について今後より詳細な検証が必要であると考えられる。

Stbd1 は ER-ミトコンドリアコンタクトサイトに局在することも報告されており 119、この
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部位はオートファゴソームの形成部位とも一致することから、Stbd1 はグリコーゲンを隔

離膜にアンカーするようなレセプターではなく、隔離膜の形成部位近傍に、グリコーゲン

を濃縮するような役割があるのかも知れない。また、骨格筋などにおいては、Stbd1 非依

存的にリソソームにグリコーゲンが輸送される例も報告されているおり 97、哺乳類にも

Stbd1 以外に Atg45 のような可溶性レセプターが存在する可能性も考えられる。 

ショウジョウバエでは、Gsy2 のホモログである GlyS に哺乳類にも保存されている AIM

推定配列(608-DWRTL-612)が存在し、それを介して Atg8 に結合することが報告されてい

る 120。グリコーゲン合成酵素はグリコーゲンに結合して働くことから、これらの生物種で

は、グリコーゲン合成酵素を介したグリコファジーが存在する可能性も想像されるがその

証拠は得られていない。酵母の Gsy2 では、GlyS の AIM の L site がメチオニンとなってい

るが、L site がメチオニンでも機能する AIM も報告されていることから 51、Gsy2 がレセプ

ター様の機能を発揮する条件が存在する可能性も否定できない。他のレセプターの存在を

含めたグリコファジーのメカニズムの詳細については今後の課題である。  
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第４章 実験手法 

 

酵母の培養 

培地は、YPD 培地(1% yeast extract [gibco]、2% peptone [BD]、2% グルコース)、ある

いは、SDCA 培地(0.17% yeast nitrogen base without amino acids and ammonium sulfate 

[YNB w/o aa and as][BD]、0.5% ammonium sulfate [ナカライテスク]、0.5% casamino 

acid [BD]、2% グルコース)、または、SD 培地(0.17% YNB w/o aa and as、0.5% 

ammonium sulfate、2% グルコース)を用いた。寒天培地は、上記の培地に 2%の粉末寒天

を加えて作成した。薬剤耐性を利用した形質転換体の選択には、100 g/mL の clonNAT 

(WERNER BioAgents)、250 g/ml の G418(富士フィルム和光純薬)、300 g/mLl の

Hygromycin B (富士フィルム和光純薬)、200 g/ml の Zeocin (Invitrogen)を添加した

YPD 寒天培地を利用した。 

 窒素源飢餓でのオートファジー誘導は、SD 培地で OD600=1.0 付近まで培養した菌体を

回収し、2 回滅菌水で洗浄した後、窒素源飢餓培地(SD-N 培地、0.17% YNB w/o aa and 

as、2% グルコース)にシフトすることで実施した。また、ラパマイシン処理によるオート

ファジー誘導は、SD 培地で OD600=1.0 付近まで培養した後、終濃度 200 ng/mL となるよ

うラパマイシン(R-5000; LC Laboratories)を添加することで誘導した。 

 胞子形成誘導は、YPA 培地(1% yeast extract 、2% peptone 、1% 酢酸カリウム)で、

OD600＝2.0 付近まで培養後、2 回滅菌水で洗浄し、1%KAc 培地(1% 酢酸カリウム)にシフ

トすることで誘導した。 

 

酵母株の作成 

本研究で使用した株リストを表 1 に示す。本研究では、各株を X2180-1B、BY4741、

SEY6210、SEY6211 のいずれかの細胞を由来として作成した。胞子形成に使用した二倍体
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細胞は、SEY6210 と SEY6211 を親株とした細胞を接合させることで作成した。各遺伝子

の破壊やタグの融合は、標的遺伝子に対する相同組換えにより導入した。具体的には、標

的遺伝子に対する 54bp の相同組み換え領域を付加したフォワード及び、リバースプライ

マーを設計し、目的に合ったプラスミドをテンプレートとし、PCR を行い、その PCR 産

物を形質転換に用いた。使用したテンプレートプラスミドとプライマーのリストを表 2 と

3 にそれぞれ示す。形質転換は、コンピテントセルを作成し、ヒートショック法により導

入した。1 mL の YPD 培地で一晩培養した酵母菌体を 40 mL の YPD に移し、4 時間程度

培養した後、Li-Sorbitol 溶液(100 mM 酢酸リチウム、10 mM Tris-HCl [pH8.0]、1mM 

EDTA 、1M ソルビトール)で 2 回洗浄し、Li-Sorbitol 溶液 300 l に懸濁し、キャリア

DNA (11467140001; Roche)を 50 ml 加えて、-80℃に保存した。コンピテントセルを解凍

後、50 l を別チューブに分注し、5 l の PCR 断片を加え、Li-PEG 溶液(100 mM 酢酸リ

チウム、10 mM Tris-HCl(pH 8.0)、1 mM EDTA、40% PEG 3350[202444-500G; Sigma-

Aldrich])を 300 ul 加えて、30 分常温に置き、42℃で 10 分間処理した後、YPD 培地に置

き換え、2 時間ほど復帰培養を行った後、適切な選択培地のプレートに菌体をまいた。選

択培地に生えてきたコロニーを単離し、PCR により適切に DNA 断片が標的とした遺伝子

領域に挿入されていることを確認した。 

 

プラスミドの作成 

pTA1（pRS416-ATG45pr-ATG45-3xFLAG）は、まず、ATG45 のプロモーター領域とコ

ーディング領域、ターミネーター領域を含む断片を、X2180-1B のゲノムを鋳型として、2

種類のプライマー（P251_InF-pRS416-pro YIL024-Fw、P252_Inf-pRS416-YIL024 ter-

Rv）を用いて PCR することで増幅した。増幅した断片とシングルコピーベクターpRS416

を制限酵素 HindIII と EcoRI で切断し、断片をベクターに挿入した。更に、作成した

pRS416-ATG45pr-ATG45-ATG45ter を鋳型として、4 種のプライマー（T7-promoter –
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Fw と P269_Inf-YIL024-3xFLAG-msPGK-Rv 及び、P267_Inf -3xFLAG-scPGKterm-Fw と

P268_T7-pro US-Rv）を用いて、PCR し、増幅した断片を pRS416 に In-Fusion HD 

Cloning Kit (Takara)を用いて導入した。 

 pTA2（pRS416-ATG45pr-ATG45Y127AL130A-3xFLAG）と pTA3(pRS416-ATG45pr-

ATG45(6A)-3xFLAG)は、pTA1 を鋳型として、pTA2 は、（P255_yil024_Y127A/L130A-Fw

と P256_yil024_Y127A/L130A-Rv）、pTA3 については、（P288_Yil024c-Seq-6aa-Fw、

P371_Yil024c-Seq-6aa-prYil-Rv）を用いて PCR し、大腸菌に形質転換することで作成し

た。 

 pTA5(pRS416-ACTpr-ATG45-3xFLAG)と pTA6(pRS416-ACTpr-ATG45Y127AL130A-

3xFLAG)、pTA7(pRS416-ACTpr-ATG45(6A)-3xFLAG)は、pYM-18 と pTA1 あるいは

pTA2、pTA3 をそれぞれ、ACTpr と Atg45-Flag の鋳型とし、４種類のプライマー

（ACTpr : P274_prACT1-Fw と P275_prACT1-Rv、ATG45-Flag : P276_InF-prACT1-

Yil024-Fw と P276_InF-prACT1-Yil024-Fw）を用いて PCR し、pTA5、pTA6、pTA7 そ

れぞれに２つずつの断片を作成し、In-Fusion HD Cloning Kit (Takara)を用いて pRS416

に挿入した。 

 pTA4（pRS416-ATG45pr-ATG45Y127AL130A(6A)-3xFLAG）と pTA８（pRS416-ACT1pr-

ATG45Y127AL130A(6A)-3xFLAG）は、それぞれ、pTA3 と pTA7 を鋳型として、２種類のプ

ライマー（P255_yil024_Y127A/L130A-Fw、P256_yil024_Y127A/L130A-Rv）を用いて

PCR し、大腸菌に形質転換することで作成した。 

 pTA10 は、pRS416-ACTpr-ATG45-GFP と pRS416-ACTpr-ATG45(6A)-GFP を鋳型と

して、２種類のプライマー（p369_yil024c_D2-164-Fw、p370_pACT1-yil024c_D2-164-

Rv）を用いて PCR し、大腸菌に形質転換することで作成した。 

作成したプラスミドは、東京工業大学技術部・バイオ部門にシーケンス解析を委託し、

配列を確認した。 
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液胞精製 

atg15株及び、atg15atg2株を 750 ml の SD 培地で OD600=1.0 付近まで培養し、ラパマ

イシン処理条件あるいは窒素源飢餓で 2 時間培養後回収し、超純水で菌体を洗浄後、

1/3000 量のメルカプトエタノールと 5 unit/mL となるよう Zymolyase-100T (07665-55; 

ナカライテスク)を加えた Spheroplast buffer (1.2 M ソルビトール、50 mM Tris-HCl [pH 

7.5]) 45 mL に懸濁し、培養器で 70 rpm, 30℃, 30 分間振蕩した。その後、3500 rpm、2

分、4℃で遠心し、上清を除き、Spheroplast buffer で 2 回洗浄した。10 mL の 16% Ficoll 

buffer (16% Ficoll [Ficoll-PM400; cytiva]、0.2 M ソルビトール、100 mM MES-Tris [pH 

6.9]、20 mM MgCl2)を添加し懸濁後、ホモジェナイザー（WHEATON）で細胞を破砕し

た。細胞破砕液の一部を Total lysate として回収し、残りサンプル全量を centrifuge ware 

40PA(HITACHI)に移し、その上に 12% Ficoll buffer (12% Ficoll、0.2 M ソルビトール、

100 mM MES-Tris [pH 6.9]、20 mM MgCl210 mL)と 0% Ficoll buffer (0.2 M ソルビトー

ル、100 mM MES-Tris [pH 6.9]、20 mM MgCl2)15 mL を重層し、22,000 rpm, 1 時間、

4℃で遠心した。 

 遠心後、フラクショネーター（Piston Gradient Fractionator; BIOCOMP）を用いて、

12% Ficoll buffer と 0% Ficoll buffer の間のバンドを回収し、16% Ficoll buffer を全量が 6 

mL となるように加えた。更に、SETON OPEN-TOP polyclear centrifuge tubes 151-514B

に全量を移し、7% Ficoll buffer (7% Ficoll、0.2 M ソルビトール、100 mM MES-Tris [pH 

6.9]、20 mM MgCl2) 4.5ｍＬと 0% Ficoll buffer 2.5 mL を重層し、22,000 rpm、1 時間、

４℃で遠心した。 

 遠心後、フラクショネーターを用いて、７% Ficoll buffer と 0% Ficoll buffer の間のバン

ドを回収し、液胞画分とした。 
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ALP assay 

回収した Total lysate サンプルと液胞画分を遠心し、その上清 5 mL を ALP assay buffer 

(100 mM Tris-HCl [pH 9.0]、10 mM MgSO4、10 mM ZnSO4)に 500 L に加えた。50 L

の a-Naphtyl phosphate (N7255-5G; Sigma-Aldrich)を加えて、30℃で 10 分インキュベー

トした。10 分後に Stop buffer (2 M グリシン [pH 11.0])を 500 L 加えて、分光光度計

（F-2700; 日立ハイテクサイエンス）を用いて、345 nm の励起波長で、472 nm の蛍光を

測定した。 

 

オートファジックボディ精製 

10% OptiPrep buffer（10% Optiprep [1114542; AXS Abbott Diagnostics Technologies]、

30 mM MES-Tris[pH 6.9]、0.1 M KCl、0.5% MgCl2、0.7M Solbitol)と 45% Optiprep 

buffer（45% Optiprep、30 mM MES-Tris[pH 6.9]、0.1 M KCl、0.5% MgCl2、0.7M 

Solbitol）を用いて Gradient master で密度勾配を形成させた。各液胞フラクションを 0.8 

mm のフィルター（ミリポア）で処理した後、各サンプルを重層し、20,000 rpm, 100 分、

4℃で遠心した。遠心後のサンプルをフラクショネーターで回収し、6、7、8 番目のフラク

ションを Autophagic body (AB)フラクションとした。Total lysate、液胞フラクション、

AB フラクションサンプルを 10%TCA で沈殿させ、アセトン洗浄後、体積当たりの ALP

アッセイ値が株間で揃うように 1/20 量のメルカプトエタノールを加えた Sample buffer 

(62.5 mM Tris-HCl [pH 6.8]、2% SDS、10% グリセロール、微量のブロモフェノールブ

ルー)を加えて 65℃、15 分で処理した。 

 

質量分析 

サンプルは、メタノール/クロロホルム沈殿を行った後、PTS 溶液 (12 mM sodium 

Deoxycholate、12 mM sodium N-Lauroyl Sarcosinate、 0.1 M Tris-HCl [pH 9.0])に懸濁
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し、BCA タンパク質アッセイキットでタンパク定量後、全サンプルをタンパク質濃度 25 

g/50 L に調整した。各サンプルに 1/100 量の 1 M ジチオトレイトール (DTT)を加え室

温で 30 分インキュベートした後、1/20 量のアルキル化溶液（1M ヨードアセトアミド、

50 mM 炭酸水素アンモニウム）を加え、50 mM 炭酸水素アンモニウム溶液で希釈した。

Lys-C 溶液を加えて室温で 3 時間処理し、更に Trypsin 溶液で、37℃で一晩処理した。サ

ンプルと等量の酢酸エチルを加えた後、終濃度 0.5%となるようにトリフルオロ酢酸を加

え、15,700 g で 2 分遠心し、上清を除いた。更に、下層を SpeedVac で 3 時間遠心し、乾

燥させた。 

 チップカラムを 2 mL チューブにセットし、20 L の Elution 溶液（0.1% トリフルオロ

酢酸、80% アセトニトリル）を加えて、遠心した後、20 L の binding 溶液（0.1% トリフ

ルオロ酢酸、2% アセトニトリル）を加え、1,000xg, 3 分間遠心を２回繰り返した。サンプ

ルを、Binding 溶液 100 L に再懸濁後、チップカラムに全量アプライし、1400 xg で 30

分間遠心した。100 mL の binding 溶液を加え、1,500 xg で 2 分遠心する作業を 2 回繰り

返した。チップカラムを新しいチューブに付け替え、50 uL の Elution 溶液を加えて、

1,000 xg で 3 分間遠心した。回収したサンプルを SpeedVac にかけて乾燥させた。25 L

の再懸濁用溶液（2% アセトニトリル、0.1% ギ酸）を加え、再懸濁し、20,000 xg、４℃で

5 分遠心し、上清を LC-MS 用バイアルに移した。 

調整したサンプルは、LC-MS/MS (LC: EASY- nLCTM 1000 system; TermoFiser 

Scientific、Q-Exactive; TermoFiser Scientific)を用いてペプチドを検出し、Proteome 

DiscovererTM (TermoFiser Scientific)を用いて解析した。 

 

蛍光顕微鏡観察 

蛍光顕微鏡観察には、100 倍対物レンズ（オリンパス）を搭載したスピニングディスク型

共焦点超解像顕微鏡 SpinSR10 (オリンパス）を利用した。GFP は 488 nm の青色レーザー
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(Coherent)で、mCherry 及び mScarlet は、561 nm の黄色レーザー (Coherent)で励起し

た。画像の取得は、Cell Sens (オリンパス)を用いた。図 18B は、中間倍率 1 倍で、残りの

蛍光顕微鏡画像は 3.2 倍で撮像し、3.2 倍の画像については、デコンボリューションを行っ

て撮像した。 

 

イムノブロッティング 

OD600 分の菌体含有培地を回収し、最終濃度 10%となるよう、トリクロロ酢酸(TCA)を加

え、氷上で 15 分以上静置した。その後、４℃、20,000 g で 15 分遠心分離し、上清を除い

たのち、液体窒素で凍結後、-80℃に保存した。サンプルを取り出し、氷冷したアセトンで

洗浄して風乾させたのち、1/10 量の DTT を加えた SDS-Urea Sample buffer（0.5 M 

NaH2PO4-Na2HPO4 [pH 6.8]、50 mM EDTA、8 M Urea、10% SDS、10 % グリセロー

ル、微量のブロモフェノールブルー）100 L に懸濁し、等量の 0.5-mmYZB ジルコニアビ

ーズ（安井器械）を加え、Fastprep-24 (MP Biomedicals)を用いて、菌体を破砕した。更

に、４℃、20,000 g で 1 分遠心分離後、65℃、15 分振蕩した。 

 調整したサンプルを SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）により分離し

た。トランスブロット Turbo ブロッティングシステム (Bio-Rad)を用いて、アクリルアミ

ドゲルから PVDF メンブレン（メルクミリポア）に転写させた。転写したメンブレンを

TBST で洗浄した後、ポンソ―溶液（0.05 % ポンソーＳ[ナカライテスク]、2,5 % 酢酸）

に 10 分程度浸し、超純水で洗浄したのちスキャナー（GT-X970；EPSON）を用いて画像

を取り込んだ。TBST で洗浄後、 1% スキムミルク溶液(TBST に溶解)でブロッティング

し、1% スキムミルク溶液で希釈した 1 次抗体と常温で 1 時間あるいは 4℃で一晩反応さ

せた。メンブレンを TBST で３回洗浄後、西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）を用いた

酵素標識二次抗体を 1% スキムミルク溶液で 5000 倍希釈した溶液に浸し常温で 30 分振蕩

した。各抗体及び１次抗体と２次抗体の組み合わせは表に示した。二次抗体で反応後、
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TBST で 3 回洗浄し、HRP 用化学発光基質（FEMTOGLOW; フナコシ）と一分間反応さ

せたのち、Fusion FX7（M&S Instruments Inc.）を用いて画像を取り込んだ。 

 GFP 融合タンパク質のオートファジーによる分解量は、遊離 GFP と全長の検出バンド

の強度を定量し、GFP 断片の値を全長と遊離 GFP の合計の値で割ることで算出した。バ

ンドの定量には VisionCapt （M&S Instruments Inc.）を用いた。 

 

共免疫沈降 

窒素源飢餓培地で 1 時間培養した細胞を回収し、ペレットを Lysis buffer (50 mM Tris-

HCl[pH 7.5]、10% Glycerol、1 mM EDTA、150 mM NaCl、protease inhibitor 

cocktail[cOmplete, EDTA-free; Roche]、0.1x Phophatase inhibitor cocktail [PhosSTOP 

EASYpack ; Roche ]、50 mM NaF、1mM PMSF、1 mM DTT)に懸濁し、2 mg の 0.5-

mmYZB ジルコニアビーズを加え、マルチビーズショッカー(MB1001C(S); 安井機器)で細

胞を破砕した。細胞破砕液に、終濃度 0.5%となるよう Triton X-100 を添加し。４℃で 10

分間浸透した。500 g、 5min、４℃で 2 回遠心し、デブリを除いた。細胞抽出液中のタン

パク質濃度を BCA タンパク質アッセイキット（PierceTM BCA Protein Assay Kit; Thermo 

ScientificTM）で定量し、等濃度となるようすべてのサンプルを lysis buffer で希釈し、一部

を”input”サンプルとして回収した後、残りを磁性ビーズである GFP-Trap (GFP-

Trap_MA; chromotek)と混合し、4℃で 1 時間、回転攪拌した。その後、マグネットスタ

ンドを用いて、GFP-Trap を分離し、上清を除き、0.3% Triton X-100 を加えた lysis 

buffer で 3 回洗浄した。その後、1/20 量のメルカプトエタノールを加えた Sample buffer

を 50 L 加え、”IP”サンプルとした。Input サンプルには、1/10 量のメルカプトエタノー

ルを加えた 2x Sample buffer をサンプルと等量加えた。すべてのサンプルを 95℃で 5 分間

処理した。処理したサンプルはイムノブロッティングによって各タンパク質バンドを検出

した。 
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電子顕微鏡観察 

電子顕微鏡観察は、株式会社東海電子顕微鏡解析に委託して実施した。観察する細胞は、

急速凍結・凍結置換法による処理を行った。培養した細胞を銅ディスクで挟み込み、-

175℃の液体プロパンで急速凍結した。その細胞を 2%のグルタルアルデヒドと 1%のタン

ニン酸を含むエタノールで-80℃にて 2 日間凍結置換した後、-20℃で 2 時間、4℃で 2 時

間インキュベートした。その後、エタノールで脱水し、酸化プロピレンに浸した後、酸化

プロピレンとレジン（Quetol-651; Nisshin EM Co）を 1:1 で混合した溶液に浸したのち、

100%のレジンに一晩浸し、60℃で 48 時間処理して、ポリマー化しブロックを作成した。

作成したブロックをウルトラマイクロトーム(ULTRACUT、UCT; Leica)を用いて、80 

nm の薄切切片を作成し、ニッケルグリッドに接着させた。図 8A は、このグリッドを、

2%の酢酸ウラニルで染色後、Lead stain solution（Sigma-Aldrich Co.）で 2 次染色を行っ

た。 

 図 8B、図 9B、図 15C、図 24A は、PATAg 染色のため、形成したサンプルを接着させ

たグリッドを 1%の過ヨウ素酸に浸した後、洗浄し 0.5%のチオカルボヒドライドを含む

20%酢酸に浸し、10%酢酸で洗浄、更に 1%の銀タンパク質に浸した。 

 観察は、透過型電子顕微鏡（JEM-1400Plus; JEOL Ltd.）を用いて、100 kV の加速電圧

で観察した。画像は、CCD カメラ（EM-14830RUBY2; JEOL Ltd.）で取得した。 

 

グリコーゲン結合アッセイ 

細胞を SD 培地で OD=1.0 付近まで培養し、50 OD600 分集菌し（図 7A については、窒素

源飢餓培地にシフト後、6 時間培養してから集菌）、1 ml の Lysis buffer (50 mM Tris-

HCl[pH 7.5]、10% Glycerol、1 mM EDTA、150 mM NaCl、protease inhibitor cocktail、

0.1x Phophatase inhibitor cocktail、50 mM NaF、1mM PMSF、1 mM DTT)に懸濁し、2 
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mg のジルコニアビーズを加え、マルチビーズショッカーにより菌体を破砕した。図 17B

の実験においては、細胞懸濁液を、20,000 g、 5 分、４℃で遠心し、上清を回収する操作

を 2 回繰り返した。タンパク質濃度を BCA タンパク質アッセイキットで測定し、サンプ

ル間のタンパク質濃度を lysis buffer で揃えた。各サンプルに等量の lysis Tbuffer あるい

は、20 mg/ml となるよう lysis buffer にグリコーゲン (074-05561; 富士フィルム和光純薬

株式会社)を溶解したグリコーゲン溶液と混合し、４℃で 1 時間、回転攪拌した。図 7A の

実験については、細胞懸濁液を、20,00 g、 5 分、４℃で遠心し、上清を回収する操作を 2

回繰り返した。両方の実験においてその後、各サンプル 50 L を”Total”サンプルとして回

収し、残りのうち 600 L を 100,000 g、60 分、4℃で遠心した。上清 100 L を”Sup”サン

プルとして回収した後、ペレットを 600 L の lysis buffer に再懸濁し、”pellet”サンプルと

した。すべてのサンプルに等量の 1/10 量のメルカプトエタノールを加えた 2x Sample 

buffer を加え、95℃で５分振蕩した。処理したサンプルはイムノブロッティングによって

各タンパク質バンドを検出した。 

 

グリコーゲン定量 

細胞を 5 OD600 分回収した後、0.25 M の炭酸ナトリウム溶液 125 L に懸濁し、95℃で 4

時間ボイルした。1M 酢酸と pH 5.2 に調整した 0.2M 酢酸ナトリウム溶液を１サンプルあ

たり 75 uL:300 uL の割合で必要量調整し、サンプルに加え、250 L を新しいチューブに

移した。20mg/mL となるようα-amyloglucosidase（10115-1G-F; Sigma-Aldrich）を pH

５.2 の 0.2 M 酢酸ナトリウム溶液に溶解したものを作成し、各サンプルに 10 uL 添加し、

58℃で 17 時間インキュベートした。サンプルを 20,000 g、5 分、4℃で遠心し、上清 50 uL

を新しいチューブに分注した。酵素反応により遊離したグルコース量は、Glucose(GO) 

Assay Kit (Sigma-Aldrich)を用いて測定した。 
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RNA 抽出 

RNA は、ホットフェノール法を用いて抽出した 121。10OD600 ユニットの細胞を回収し、

液体窒素で瞬間凍結後、400 L の AE buffer (50 mM CH3COONa and 10 mM EDTA pH 

5.0)に 1% SDS を加えたものを細胞ペレットに氷上で加え 0.5-mm のジルコニアビーズと

500 L の 65 °C に加温した AE buffer- saturated phenol を加えた。FastPrep-24 を用いて

5.5 m/s、30 s で４回破砕処理を行った。破砕サンプルは、1 分間氷上に置いたのち遠心分

離した。上清を ANE buffer (10 mM sodium acetate, 100 mM NaCl, and 2 mM EDTA)-

saturated phenol: chloroform と混合し、1 分間 vortex した後、5 分間遠心分離した。上清

を chloroform: isoamyl alcohol と混ぜ合わせて 1 分間 vortex した後、5 分間遠心した。上

清を 2.5 倍量のエタノールと 300 mM CH3COONa (pH 5.3)と混合し、一晩−20 °C で保

存した。4°C で遠心し、上清を除いたのち、500 L の 70%エタノールをペレットに加え

て 4°C で遠心した。上清を除いたのち、ペレットを RNAse-free water に再懸濁した。 

 

qPCR 

Complementary DNAs (cDNAs)は、1 mg の RNA から PrimeScript RT reagent kit と

gDNA eraser (TAKARA, RR047)を用いて合成した。qPCR は、TB Green Premix Ex Taq 

II (Tli RNase H Plus) (TAKARA, RR820) と表 3 に記載の標的 RNA 特異的なプライマーを

用いて行った。相対定量法を用いるスタンダードとして、段階希釈した cDNA を用いた。

ATG45 mRNA と内在性コントロールである TAF10 mRNA122 の相対量はスタンダードを

用いた CT 値から算出した。ATG45  mRNA の発現量は、ATG45 mRNA の量を TAF10 

mRNA の量で補正して算出した。 
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表 

 

表１. 本研究に用いた出芽酵母株 

株名 遺伝子型 ソース 

X2180-1B MATa SUC2 mal mel gal2 CUP1 YGSC*1 

BY4741 MATa his3 1 leu2 0 met150 ura3 0 

Brachmann 

et al.  

(1998) 

SEY6210 
MATα leu2-3,112 ura3-52 his3- 200 trp1- 901 suc2- 9  

lys2-801; GAL 

Robinson 

et al.  

(1988) 

SEY6211 
MATa leu2-3,112 ura3-52 his3- 200 trp1- 901 ade2-101  

suc2- 9; GAL 
NBRP*2 

HSY292 X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2 本研究 

ISD861 X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 PGK1-GFP-natNT2 本研究 

ISD862 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 glg1::zeoNT3  

glg2::kanMX6 PGK1-GFP-natNT2 
本研究 

MMY209 X2180-1B atg15::kanMX6 本研究 

SMY105 X2180-1B atg15::kanMX6 atg2::natNT2 本研究 

ISD439 X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GLC3-GFP-natNT2 本研究 

ISD441 X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GPH1-GFP-natNT2 本研究 

ISD447 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

atg2::kanMX6 
本研究 

ISD471 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

glg2::kanMX6 glg1::zeoNT3 
本研究 

ISD511 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 glg1::zeoNT3  

glg::kanMX6 GPH1-GFP-natNT2 
本研究 

ISD515 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 glg1::zeoNT3  

glg2::kanMX6 GLC3-GFP-natNT2 
本研究 

ISD527 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 glg1::zeoNT3 

glg2::kanMX6 GSY2-GFP-natNT2 
本研究 

ISD730 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

crp1::kanMX6  
本研究 

ISD732 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

mdg1::kanMX6  
本研究 

ISD763 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2 

atg24::kanMX6  
本研究 

ISD919 X2180-1B GSY2-mScarlet-hphNT1 SIP1-GFP-natNT2 本研究 

ISD921 X2180-1B GSY2-mScarlet-hphNT1 SIP2-GFP-natNT2 本研究 

ISD923 X2180-1B GSY2-mScarlet-hphNT1 GAL83-GFP-natNT2 本研究 
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ISD925 X2180-1B GSY2-mScarlet-hphNT1 GLC3-GFP-natNT2 本研究 

ISD927 X2180-1B GSY2-mScarlet-hphNT1 GPH1-GFP-natNT2 本研究 

ISD943 X2180-1B GSY2-GFP-natNT2 PMA1-mScarlet-hphNT1 本研究 

ISD946 X2180-1B GSY2-mScarlet-hphNT1 CRP1-GFP-natNT2 本研究 

ISD947 X2180-1B GSY2-mScarlet-hphNT1 MDG1-GFP-natNT2 本研究 

ISD964 X2180-1B GSY2-mScarlet-hphNT1 ATG45-GFP-natNT2 本研究 

ISD970 
X2180-1B GSY2-GFP-natNT2 PMA1-mScarlet-hphNT1  

mdg1::kanMX6 
本研究 

ISD972 
X2180-1B GSY2-GFP-natNT2 PMA1-mScarlet-hphNT1  

crp1::kanMX6 
本研究 

ISD980 X2180-1B sga1::kanMX6 本研究 

ISD996 X2180-1B GSY2-mScarlet-hphNT1 OM45-GFP-natNT2 本研究 

ISD997 X2180-1B GSY2-mScarlet-hphNT1 SEC63-GFP-natNT2 本研究 

ISD998 X2180-1B GSY2-mScarlet-hphNT1 NDC1-GFP-natNT2 本研究 

ISD1001 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

atg45::kanMX6 
本研究 

ISD1003 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

kanMX6-ACT1pr-ATG45 
本研究 

ISD1021 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

atg11::zeoNT3 
本研究 

ISD1023 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

atg17::zeoNT3 
本研究 

ISD1035 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

kanMX6-ACT1pr-ATG45 atg2::zeoNT3 
本研究 

ISD1037 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

kanMX6-ACT1pr-ATG45 atg11::zeoNT3 
本研究 

ISD1039 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

kanMX6-ACTpr1-ATG45 atg24::zeoNT3 
本研究 

ISD1047 X2180-1B atg45::kanMX6 本研究 

ISD1053 X2180-1B kanMX6-ACT1pr-ATG45 本研究 

ISD1093 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2  

kanMX6-ACT1pr-ATG45 atg17::zeoNT3 
本研究 

ISD1097 X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 ATG45-GFP-natNT2 本研究 

ISD1099 X2180-1B GSY2-GFP-natNT2 ATG45-mScarlet-hphNT1 本研究 

ISD1101 
X2180-1B GSY2-GFP-natNT2  

kanMX6-ACT1pr-ATG45-mScarlet-hphNT1  
本研究 

ISD1105 X2180-1B kanMX6-ACT1pr-ATG45 sga1::hphNT1 本研究 

ISD1115 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1  

kanMX6-ACT1pr-ATG45-GFP-natNT2 
本研究 
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ISD1123 
X2180-1B GSY2-GFP-natNT2  

kanMX6-ACT1pr-ATG45(165-189)-mScarlet-hphNT1 
本研究 

ISD1125 
X2180-1B GSY2-GFP-natNT2  

kanMX6-ACT1pr-ATG45(124-189)-mScarlet-hphNT1 
本研究 

ISD1128 
X2180-1B GFP-ATG8-hphNT1  

kanMX6-ACT1pr-ATG45-mScarlet-natNT2 
本研究 

ISD1133 
X2180-1B GFP-ATG8-hphNT1  

kanMX6-ACT1pr-ATG45C-mScarlet- natNT2 
本研究 

ISD1147 X2180-1B SGA1-GFP-hphNT1 本研究 

ISD1153 X2180-1B natNT2-GDPpr-SGA1 本研究 

ISD1157 X2180-1B kanMX6-ACT1pr-ATG45 natNT2-GDPpr-SGA1 本研究 

ISD1167 
X2180-1B GSY2-GFP-natNT2  

kanMX6-ACT1pr-ATG45C-mScarlet-hphNT1 
本研究 

ISD1193 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1  

kanMX6-ACT1pr-ATG45N-GFP-natNT2 
本研究 

ISD1198 
X2180-1B GSY2-GFP-natNT2  

kanMX6-ACT1pr-ATG45N-mScarlet-hphNT1 
本研究 

ISD1218 X2180-1B natNT2-GDPpr-SGA1-GFP-hphNT1 本研究 

ISD1239 
SEY6210  

SEY6211 
本研究 

ISD1253 
SEY6210 atg45Δ::kanMX6  

SEY6211 atg45Δ::kanMX6 
本研究 

yet2909 
SEY6210 MATa  

SEY6211 
本研究 

yet2931 
SEY6210 gsy2::GSY2-GFP:natNT2 vph1::VPH1-mCherry::hphNT1 

本研究 

yet2932 
SEY6210 gsy2::GSY2-GFP:natNT2 vph1::VPH1-mCherry::hphNT1  

SEY6211 gsy2::GSY2-GFP:natNT2 
本研究 

yet2933 

SEY6210 gsy2::GSY2-GFP:natNT2 vph1::VPH1-mCherry::hphNT1 

MATa  

SEY6211 gsy2::GSY2-GFP:natNT2 

本研究 

yet2934 

SEY6210 gsy2::GSY2-GFP:natNT2 atg45Δ::kanMX6 vph1::VPH1-

mCherry::hphNT1  

SEY6211 gsy2::GSY2-GFP:natNT2 atg45Δ::kanMX6 

本研究 

ISD1257 X2180-1B ura3::zeoNT3 VPH1-2xmCherry-hphNT1 

GSY2-GFP-natNT2 atg45::kanMX6 pRS416 

本研究 

ISD1271 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1  

kanMX6-ACT1pr-ATG45C-GFP-natNT2 
本研究 

ISD1293 

X2180-1B ura3::zeoNT3 VPH1-2xmCherry-hphNT1  

GSY2-GFP-natNT2 atg45::kanMX6  

pRS416-ATG45pr-ATG45-3xFLAG 

本研究 
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ISD1336 

X2180-1B ura3::zeoNT3 VPH1-2xmCherry-hphNT1  

GSY2-GFP-natNT2 atg45::kanMX6  

pRS416-ACT1pr-ATG45-3xFLAG 

本研究 

ISD1337 

X2180-1B ura3::zeoNT3 VPH1-2xmCherry-hphNT1  

GSY2-GFP-natNT2 atg45::kanMX6  

pRS416-ACT1pr-ATG45(AIMm)-3xFLAG 

本研究 

ISD1340 X2180-1B ATG45-GFP-natNT2 本研究 

ISD1342 

X2180-1B ura3::zeoNT3 VPH1-2xmCherry-hphNT1  

GSY2-GFP-natNT2 atg45::kanMX6 

pRS416-ATG45pr-ATG45(AIMm)-3xFLAG 

本研究 

ISD1354 
X2180-1B glg1::zeoNT3 glg2::hphNT1 

kanMX6-ACT1pr-ATG45N-GFP-natNT2 
本研究 

ISD1356 
X2180-1B glg1::zeoNT3 glg2::hphNT1 

kanMX6-ACT1pr-ATG45-GFP-natNT2 
本研究 

ISD1360 X2180-1B atg45::GFP-natNT2 本研究 

ISD1368 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 PGK1-GFP-natNT2  

atg2::kanMX6 
本研究 

ISD1370 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 PGK1-GFP-natNT2  

atg11::kanMX6 
本研究 

ISD1372 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 PGK1-GFP-natNT2  

atg17::kanMX6 
本研究 

ISD1374 
X2180-1B VPH1-2xmCherry-hphNT1 PGK1-GFP-natNT2  

atg24::kanMX6 
本研究 

ISD1384 
X2180-1B ATG8-PGKter-zeoNT3  

VPH1-2xmScarlet-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2 
本研究 

ISD1385 
X2180-1B ATG8P52A R67A-PGKter-zeoNT3  

VPH1-2xmScarlet-hphNT1 GSY2-GFP-natNT2 
本研究 

ISD1388 
X2180-1B GSY2-GFP-natNT2 

PMA1-mScarlet-hphNT1 crp1::kanMX6 mdg1::zeoNT3 
本研究 

ISD1403 X2180-1B GSY2-GFP-natNT2 atg45::hphNT1 本研究 

ISD1405 
X2180-1B glg1::zeoNT3 glg2::kanMX6  

GSY2-GFP-natNT2 atg45::hphNT1 
本研究 

ISD1447 
X2180-1B GSY2-GFP-natNT2  

PMA1-mScarlet-hphNT1 kanMX6-GDPpr-CRP1 
本研究 

ISD1459 
BY4741 atg45::hphNT1 atg15::zeoNT3  

pRS416-ACT1pr-ATG45-3xFLAG 
本研究 

ISD1460 
BY4741 GFP-ATG8-natNT2 atg45::hphNT1  

atg15 ::zeoNT3 pRS416-ACT1pr-ATG45-3xFLAG 
本研究 

ISD1461 
BY4741 GFP-ATG8-natNT2 atg45::hphNT1  

atg15::zeoNT3 pRS416-ACT1pr-ATG45(AIMm)-3xFLAG 
本研究 
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ISD1478 

X2180-1B ura3::zeoNT3 VPH1-2xmCherry-hphNT1  

GSY2-GFP-natNT2 atg45::kanMX6  

pRS416-ACT1pr-ATG45(6A)-3xFLAG 

本研究 

ISD1480 

X2180-1B ura3::zeoNT3 VPH1-2xmCherry-hphNT1  

GSY2-GFP-natNT2 atg45::kanMX6  

pRS416-ACT1pr-ATG45(AIMm, 6A)-3xFLAG 

本研究 

ISD1490 
X2180-1B ura3::zeoNT3 VPH1-2xmCherry-hphNT1  

atg45::kanMX6 pRS416-ACT1pr-C25-GFP 
本研究 

ISD1492 
X2180-1B ura3::zeoNT3 VPH1-2xmCherry:hphNT1  

atg45::kanMX6 pRS416-ACT1pr-C25(6A)-GFP 
本研究 

ISD1496 
X2180-1B glg1::zeoNT3 glg2::hphNT1  

kanMX6-ACT1pr-ATG45C-GFP-natNT2 
本研究 

ISD1498 
BY4741 atg45::hphNT1 atg15::zeoNT3  

pRS416-ATG45pr-ATG45-3xFLAG 
本研究 

ISD1499 
BY4741 GFP-ATG8-natNT2 atg45::hphNT1 atg15::zeoNT3  

pRS416-ATG45pr-ATG45-3xFLAG 
本研究 

ISD1500 
BY4741 GFP-ATG8-natNT2 atg45::hphNT1 atg15::zeoNT3 

pRS416-ATG45pr-ATG45(AIMm)-3xFLAG 
本研究 

ISD1527 

X2180-1B ura3::zeoNT3 VPH1-2xmCherry-hphNT1  

GSY2-GFP-natNT2 atg45::kanMX6  

pRS416-ATG45pr-ATG45(6A)-3xFLAG 

本研究 

ISD1529 

X2180-1B ura3::zeoNT3 VPH1-2xmCherry-hphNT1  

GSY2-GFP-natNT2 atg45::kanMX6  

pRS416-ATG45pr-ATG45(AIMm, 6A)-3xFLAG 

本研究 

yet3438 
X2180-1B ura3Δ::zeoNT3  atg8::GFP-ATG8:hphNT1 pRS416-

ATG45pr-ATG45-mScarlet 
本研究 

yet3439 
X2180-1B ura3Δ::zeoNT3  atg8::GFP-ATG8:hphNT1 pRS416-

ATG45pr-ATG45AIMm-mScarlet 
本研究 

yet3440 
X2180-1B ura3Δ::zeoNT3  atg8::GFP-ATG8:hphNT1 pRS416-

ATG45pr-ATG45(6A)-mScarlet 
本研究 

 

*1 YGSC: Yeast Genetic Stock Center 

*2 NBRP: National BioResource Project 
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表２. 本研究に用いたプラスミドリスト 

プラスミド名 プラスミド詳細 ソース 

pRS416 pRS416 研究室ストック 

pTA1 pRS416-ATG45pr-ATG45-3xFLAG 本研究 

pTA2 pRS416-ATG45pr-ATG45(AIMm)-3xFLAG 本研究 

pTA3 pRS416-ATG45pr-ATG45(6A)-3xFLAG 本研究 

pTA4 pRS416-ATG45pr-ATG45(AIMm, 6A)-3xFLAG 本研究 

pTA5 pRS416-ACT1pr-ATG45-3xFLAG 本研究 

pTA6 pRS416-ACT1pr-ATG45(AIMm)-3xFLAG 本研究 

pTA7 pRS416-ACT1pr-ATG45(6A)-3xFLAG 本研究 

pTA8 pRS416-ACT1pr-ATG45(AIMm, 6A)-3xFLAG 本研究 

pTA9 pRS416-ACT1pr-C25-GFP 本研究 

pTA10 pRS416-ACT1pr-C25(6A) -GFP 本研究 

pTA11 pRS416-ATG45pr-ATG45-mScarlet 本研究 

pTA12 pRS416-ATG45pr-ATG45AIMm-mScarlet 本研究 

pTA13 pRS416-ATG45pr-ATG45(6A)-mScarlet 本研究 

pHO pYC50-GAL-HO 123 

pET103 PYM-N18-ACT1pr-kanMX4 研究室ストック 

p-GFP-natNT2 pFA6a-GFP(A206K)-natNT2 研究室ストック 

p-kanMX6 pFA6a-kanMX6 研究室ストック 

p-natNT2 pFA6a-natNT2 研究室ストック 

 

AIMm: Y127A L130A, 6A: L130A L176A I179A V183A Y186A W187A,  

C25: ATG451-164 
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表 3. 本研究にオリゴ DNA リスト 

No

. 
プライマー名 配列 

遺伝子破壊 or タグ付加 

1 GSY2 Ctaghy Fw 
GAGTGAATCCTGCAGCTGACGATGACGACGATGGCCCATATGC 

TGATGACAGTGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

2 gsy2D Rv 
TCGTATGTCTTTATGGTAAGATTTTTTTAATACTGTTTATATCCT 

CATAGGATATCGATGAATTCGAGCTCG 

3 GSY2 end200R CCAGGAATGCCAGGTATGAT 

4 GSY2 UP200F TGGCTCATTTTCGATTTTCC 

5 gsy2D Fw  
GTTTTTTTGATAACTGTGATTGAAGTTTTGACTACCTCAGAGAA 

AAATTTTGACGTACGCTGCAGGTCGAC 

6 GLC3 UP200F TGTTTCCAGTGGCGATGATA 

7 GLC3 end200R TCACAATGGAATCCCAACAA 

8 GLC3 Ctaghy Fw 
TCCTCCAAGTTTATATTCCTAGTAGAGTCGCTTTGGTGCTTGC 

CTTAAAAGAAGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

9 GLC3 Ctag Rv 
AAGAGAAAAAAATTATTGAGTCTTGATTTTCAGTAAGCAATATA 

GTATAGAGTATCGATGAATTCGAGCTCG 

10 GPH1 Ctaghy Fw 
ATCGTTGTATCGAGGAATACTCCGATACCATTTGGAACGTTGAA 

CCAGTGACTGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

11 GPH1 Ctag Rv 
GCGCTTACTAGAAATGGGGAGAAGGGTGCCAAAGAGATAAAAA 

AAACTCCCAGATCGATGAATTCGAGCTCG 

12 GPH1 UP200F GGGGAAGAATACAACGCTCA 

13 GPH1 end200R GTTCTCGCAATATGGCTGGT 

14 SGA1 UP200F ACACGCACAAGCTACAGACG 

15 SGA1 end200R GTCAATTGGGGCAATCTACG 

16 sga1D Fw  
ATATAGTGATAATCGTGGACTAGAGCAAGATTTCAAATAAGTAAC 

AGCAGCAAACGTACGCTGCAGGTCGAC 

17 sga1D Rv 
ATCTAGGAAATACACTTGTGTATACTTCTCGCTTTCCTTTTATTT 

TTTTTTTTGTATCGATGAATTCGAGCTCG 

18 glg1D Fw  
ATTCGTGGTGGAGACTTAGTAGGGATTCTATTTTCGCGTACTAG 

TGTGATGGGACGTACGCTGCAGGTCGAC 

19 glg1D Rv 
AAAAGGTCTTTACATAGATATGTCTTTTAATTTTCCTAATATGTG 

CGTGGAAGTATCGATGAATTCGAGCTCG 

20 GLG1 UP200F CCTACGCTTTGTCCGGTTAC 

21 GLG1 end200R CTTGAGCCAAGACATCGTGA 

22 glg2D Fw  
TACATCGTGTCATTTTTTTGAATATCTATCAGAAGTAAGGTTTG 

TTACGGAGCTCGTACGCTGCAGGTCGAC 

23 glg2D Rv 
TACTATGTAGTAGTTTAGTTGAATGATTGATAGCTAAGAGGTAGA 

GGGATGGCAATCGATGAATTCGAGCTCG 
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24 GLG2 UP200F ATCCAGAGGTGAATCCGATG 

25 GLG2 end200R CTTGAGCCAAGACATCGTGA 

26 OM45 Ctaghy Fw 
TTCAAAGAATGGAATGATAAGGGTGATGGTAAATTCTGGAGCTC 

GAAAAAGGACGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

27 OM45 Ctag Rv 
GTGAATATGTATATATGTTATGCGGGAACCAACCCTTTACAATT 

AGCTATCTAAATCGATGAATTCGAGCTCG 

28 OM45 end 200R GTCACAACTGGCACAACCAC 

29 PMA1 Ctaghy Fw 
GAAGACTTCATGGCTGCTATGCAAAGAGTCTCTACTCAACACGAAAAGGA

AACCGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

30 PMA1 Ctaghy Rv 
ATCAAGTTGATTAAAATGTGACAAAAATTATGATTAAATGCTAC 

TTCAACAGGAATCGATGAATTCGAGCTCG 

31 PMA1 end200R TGTGCGTGTTGTGAATTGTG 

32 GAL83  Ctaghy Fw 
ATTGTTAGGTATAAACAAAAATACGTGACCCAAATACTGTATAC 

ACCATTGCAAGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

33 GAL83  Ctag Rv 
GAAACATCTTCGCTTTTATCTAAAAAGATGTAGCTATAAGCTCT 

ATAATCATATATCGATGAATTCGAGCTCG 

34 GAL83  end200R TTGAGAAGGAGTGGGGATTG 

35 crp1D Fw  
ACTTACAAAATAAAAGATACAAAAATCACTAAGAAAACTAATCT 

ATCAATAAAACGTACGCTGCAGGTCGAC 

36 CRP1 Ctaghy Fw 
GAGCCCAAGAAGAAGAAAACTGGTTTCTTCGGCAAATTGAAGA 

AGCTATTTAAGGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

37 CRP1 Ctag Rv 
ATTTTTTTCTTATATTTCTATGATTCGGCAACATGAGACCAATC 

CTTAGATAATATCGATGAATTCGAGCTCG 

38 CRP1 UP200F CAATTGACCCTAGCGTTTGC 

39 CRP1 end200R TTAGGCATCAGAGGGGAGAA 

40 mdg1D Fw  
GTATTTAACTTTCTAAGCATTATAAGATAATATTAAAGGGAAAG 

TGTTTCTAGACGTACGCTGCAGGTCGAC 

41 MDG1 Ctaghy Fw 
AAGAACCCTGCTAAGAATGGAGGGTTCTTTAAAAAGTTGGCCC 

AGCTTTTGAAGGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

42 MDG1 Ctag Rv 
ACATAGTTAGGTATGGCGAGTACGTCATATATTTAGGTATTCT 

CCTGATTGTTTATCGATGAATTCGAGCTCG 

43 MDG1 UP200F AGGGTTTACACCGCACAAAG 

44 MDG1 end200R ATTTCAACGGGAAACGTGAC 

45 SIP1 Ctaghy Fw 
CAAGTAGTTTATGCACCTTGTTATTATAAAACACAAAAGTCTCA 

GATCAGTAATGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

46 SIP1 Ctag Rv 
AAAAGAAAAAAATTGAATTAATAGAGTTCGTGAGAATCATTGCGA 

ATTGAGATTATCGATGAATTCGAGCTCG 

47 SIP1 end200R CTGGTTTTCCATTGGGCATA 

48 SIP2 Ctaghy Fw 
CGATATAAACAGAAATATGTCACCCAGATTCTTTATACGCCCAT 

AGAGTCCTCGGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 
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49 SIP2 Ctag Rv 
GCCATAGCTGCCAAAAATATATACAATACGCCTTTAAAAAGTAG 

GAATCCCGGAATCGATGAATTCGAGCTCG 

50 SIP2 end200R AAAAAGATCACGCGACTTCC 

51 
YIL024C Ctaghy 

Fw 

TCTCTAAATGGGCTAATGTGCATTGCCAAGAAAGTCAAGACGT 

ACTGGAACAAAGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

52 YIL024C Ctag Rv 
AGAAAATTGAAATATATATATTTGTCATAAAAGAAACATGTTTGA 

AAAAGTTGTATCGATGAATTCGAGCTCG 

53 YIL024C end200R TCTTTTGCCGTTGTCTGTTG 

54 YIL024CD Fw 
ACACAAACAAGAACAGTATTGATCGGTTTAAAGGCGTGCACAA 

CTGTTTTAAAGCGTACGCTGCAGGTCGAC 

55 
YIL024C 

promoterR 

TGCCTTGGAGCAGCCCTTGATCACGTCTTCAGGGATCACAAG 

TAAAAAATTGGACATCGATGAATTCTCTGTCG 

56 YIL024C UP200F TTAAGAAGTGGGCCTTGCAG 

57 

YIL024CΔ(97-

189) 

Ctaghy Fw  

TGTCACAGACAAGTCAGGTTACACCAACAATATTCTCCACTTT 

AAGGACAATGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

58 

YIL024CΔ(124-

189) 

Ctaghy Fw  

ATCACCACATACACGGTCCAACACCGCAAAAGGGAAACCGGA 

AGACGACGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

59 

YIL024CΔ(165-

189) 

Ctaghy Fw  

TGATATGGAGGACGAAAACATGGATGCAACCATCCAGTGTGAT 

TTCCATCAGGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

60 
Yil024cΔ(1-96)  

promoter Rv 

TGTTGGACCGTGTATGTGGTGATAGAGGTATATCCATGAGTTG 

ACTGGCCTCCATCGATGAATTCTCTGTCG 

61 
Yil024creportGFP 

Fw 

CAAACAAGAACAGTATTGATCGGTTTAAAGGCGTGCACAACT 

GTTTTAAAGATGTCTAAAGGTGAAGAATTATTC 

62 SGA1 promoter Rv 
ATCCTACGCTGAGCATGCCGAGTAATTTGTTATAAAACATCTTT 

TGTCTTGCCATCGATGAATTCTCTGTCG 

63 SGA1 Ctaghy Fw 
TACTTCATTCTGGGATGCCTATCAAATAAGACAAGAAGTTTTAC 

AGAGTTTGGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

64 
Yil024cΔ(1-164)  

promoter Rv 

TTTCTTGGCAATGCACATTAGCCCATTTAGAGACTCTTTCCTG 

CTATTGAACGCCATCGATGAATTCTCTGTCG 

65 NDC1 Ctaghy Fw 
GTTGGCGAACTGGTTTCTAGAAGTGTACGCCTCAGGCAACCC 

TAATGCTACGGGTGGTGCAGCAGGAGGATCG 

66 NDC1 Ctag Rv 
TGTATTTATCTTACATGAAATGGGAGGAGGGGTGCTCCTCGGT 

TGAATTGTAATCGATGAATTCGAGCTCG 

67 NDC1 end200R CCCTCTCCGTAACATCGAAA 

プラスミド作成 

68 
P251_InF-pRS416 

-pro YIL024-Fw  
CGGTATCGATAAGCTTCGTTCCCACAAGCGATAAGAGC 

69 T7-promoter -Fw taatacgactcactataggg 
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70 
P267_Inf -3xFLAG 

-scPGKterm-Fw 
CAAGTAACCCGGGTTAATTAAG 

71 

P255_yil024 

_Y127A/L130A-

Fw 

ATgcTGTCAACgcGTCGTCACATAGTGACCT 

72 
P259_T3 

promoter-Fw 
tttagtgagggttaattgcgcgctt 

73 
P288_Yil024c 

-Seq-6aa-Fw 
CTTGTGATCCCTGAAGACGTG 

74 P274_prACT1-Fw TCGGATCCTCAAAACCCTTAA 

75 
P276_InF-prACT1 

-Yil024-Fw 
TTTACTGAATTAACAATGTCCAATTTTTTACTTGTGATCCCTG 

76 
kanSac-ACT1p 

Bam F 
TCGGATCCTCAAAACCCTTAA 

77 
P369_yil024c 

_D2-164-Fw 
TAACAATGGCGTTCAATAGCAGGAAA 

78 
P252_Inf-pRS416 

-YIL024 ter-Rv 
CGGGCTGCAGGAATTCCCGTCAGAGATGAGAGTAATAGAA 

79 

P269_Inf-YIL024- 

3xFLAG-msPGK-

Rv 

AACCCGGGTTACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCGATGTC 

GTGGTCCTTGTAGTCACCGTCGTGGTCCTTGTAGTCTCCAC 

CCCCGCCTCCCCCTTTGTTCCAGTACGTCTTGACTTTC 

80 
P268_T7-pro US-

Rv 
TAGTGAGTCGTATTACGCG 

81 
P256_yil024_Y127

A/L130A-Rv 
ACgcGTTGACAgcATCATTTAAAGAGTCGTC 

82 
P257_T3- 

promoter-Rv 
aattaaccctcactaaagggaac 

83 
P371_Inf-yil024 

_6A-US-prYil-Rv 
CGTCTTCAGGGATCACAAGTAAAAAATTGGAC 

84 P275_prACT1-Rv TGTTAATTCAGTAAATTTTCGATCTTGGG 

85 
P218_Inf-prACT1 

-pRS416-Rv 
GTTTTGAGGATCCGAGCTTATCGATACCGTCGAC 

86 

P370_pACT1 

-yil024c_D2-164-

Rv 

TGAACGCCATTGTTAATTCAGTAAA 

qPCR 

87 TAF10-qPCR-left ATATTCCAGGATCAGGTCTTCCGTAGC 

88 TAF10-qPCR-right GTAGTCTTCTCATTCTGTTGATGTTGTTGTTG 
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89 
Yil024c_qPCR_left

3    
ACAGAGGAGATAGTGTGCTGGA 

90 
Yil024c_qPCR_rig

ht3_4   
TGCTATTGAACGCCTGATGGAAA 
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表 4 本研究に用いた抗体リスト 

No. 抗体名 型番 メーカー 2 次抗体 

1 次抗体 

1 抗 GFP 抗体 11814460001 Roche マウス 

2 抗 FLAG 抗体 F-4042 Sigma Aldrich マウス 

3 抗 mCherry 抗体 ab125096 abcam ラビット 

4 抗 Pgk1 抗体 459250 Thermo Fisher Scientific マウス 

5 抗アクチン抗体 011-24554 富士フィルム和光純薬 マウス 

6 抗 Ape1 抗体 - 当研究室 124 ラビット 

7 抗 Pho8 抗体 ab113688 abcam マウス 

2 次抗体 

1 抗マウス抗体 JIR315-035-003 Jackson Immuno Reseach Laboratories, Inc. ー 

2 抗ラビット抗体 JIR111-035-144 Jackson Immuno Reseach Laboratories, Inc. ー 
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図 1　オートファジーの概略図
マクロオートファジーミクロオートファジー、シャペロン介在性オートファジーについて
図で示した。マクロオートファジーはオートファゴソームで細胞内成分を取り囲んだ後、
液胞 /リソソームと融合することで基質を分解する。それに対して、ミクロオートファジーでは、
液胞やリソソーム膜が陥入し、細胞内成分を包み込み分解する。シャペロン介在性オートファジー
では、HSP70 などのシャペロンが基質を解きほぐし、LAMP2A を介してリソソーム内に基質を
輸送し分解する。

分解

ミクロオートファジー

シャペロン介在性オートファジー

マクロオートファジー

隔離膜

オートファゴソーム

オートファジックボディ

LAMP2A

シャペロン

液胞 /リソソーム



図２　レセプターを介した Atg11 依存的な選択的オートファジーのモデル図
選択的オートファジーの標的基質にレセプターが結合することで、レセプターを介して Atg11 が
リクルートされる。その結果、Atg11 を介して隔離膜形成に必要なタンパク質が集積し、PAS が
形成され、隔離膜の伸長が始まる。更に、隔離膜上の Atg8 とレセプターが結合することで、
標的基質を囲むように隔離膜が伸長する。

標的標的

Atg11 PAS

レセプター Atg8



図３　オートファジックボディのプロテオーム解析
(A) atg15∆と atg15∆atg2∆の細胞を Rapamycin で 2 時間処理した後、液胞画分を回収し、
密度勾配遠心により 11 のフラクションに分け、イムノブロッティングによって、Pho8 と
Pgk1 のバンドを検出した。TL : Total lysate、V: 液胞画分
(B-C) atg15∆の Autophagic  body フラクションと Total lysate の各タンパク質の存在量の
対数値をそれぞれ、y軸と x軸にプロットした。赤：Autophagic body フラクションに濃縮
されているタンパク質。 緑：サイトゾルタンパク質 (Pgk1、Trp4 など）青：グリコーゲン代謝
関連酵素。紫：ヒストン。オレンジ：細胞骨格。 (B) ラパマイシン処理。(C) 窒素源飢餓時。 
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図４　グリコーゲン代謝関連酵素の分解
Pgk1, Gsy2, Glc3, Gph1, Trp4-GFP を発現させた細胞を窒素源飢餓条件で培養し、経時的に細胞を回収した。
抗GFP 抗体を用いたイムノブロッティングによって、各時間でのGFP 融合タンパク質と遊離GFP(GFP’ ) の
バンドを検出した。各バンドを定量し、GFP’ /(GFP 融合タンパク質+GFP’ ) の比率を算出してグラフに示した。
n=3、平均±S.D
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図 5　窒素源飢餓時のGsy2 の局在
(A) 野生株に Gsy2-GFP あるいは、Pgk1-GFP を Vph1-mCherry と共発現させ、SD培地あるいは
窒素源飢餓培地 2時間において蛍光顕微鏡観察を行った。
（B） 野生株に Glc3-GFP あるいは、Gph1-GFP を Gsy2-mScarlet と共発現させ、窒素源飢餓培地２時間において
蛍光顕微鏡観察を行った。
(C) 野生株に Sec63(ER 膜 ), Om45( ミトコンドリア外膜 ), あるいは Ndc1( 核膜 )-GFP を Gsy2-mScarlet と
共発現させ、窒素源飢餓培地２時間において蛍光顕微鏡観察を行った。
スケールバー : 2 µm。
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図６　窒素源飢餓時のグリコーゲンの蓄積
野生株と glg1∆glg2∆株を窒素源飢餓培地で経時的に培養し、各タイムコースで細胞を回収し、細胞内の
グリコーゲンをグルコースに分解した後、定量した。細胞 1OD600 あたりのグリコーゲン由来のグルコース量
(µg) を算出し、グラフを作成した。
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WT
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図 7　グリコーゲン合成不能株では、グリコーゲン代謝関連酵素の分解が促進する
(A) 野生株と glg1∆glg2∆株（グリコーゲン合成不能株）にGsy2-GFP を発現させ、窒素源飢餓培地 6時間に
おいて細胞を回収し、各細胞の細胞破砕液にを遠心してGsy2-GFP のペレットへの移行をイムノブロッティング
によって抗GFP 抗体を用いて検出し、評価した。また、抗 Pgk1 抗体を用いてグリコーゲン結合能を持たない
サイトゾルタンパク質である Pgk1 のペレットへの移行も評価した。T: Total lysate、S: Supernant、 P: pellet
(B) 野生株と glg1∆glg2∆株にGsy2-GFP と Vph1-mCherry を共発現させて、窒素源飢餓培地２時間において
蛍光顕微鏡観察を行った。スケールバー：2 µm
(C) Pgk1, Gsy2, Glc3, Gph1, Trp4-GFP を発現させた野生株及び glg1∆glg2∆株を窒素源飢餓条件で培養し、
経時的に細胞を回収した。抗GFP 抗体を用いたイムノブロッティングによって、各時間でのGFP 融合タンパク質
とGFP’ のバンドを検出した。各バンドを定量し、GFP’ /(GFP 融合タンパク質+GFP’ ) の比率を算出した後、
野生株における Pgk1-GFP の 24 時間の比率を 100 としてグラフに示した。n=3、平均±S.D。
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図 8　グリコーゲンはオートファジックボディから排除される
（A） atg15∆株と glg1∆glg2∆atg15∆株を SD培地と窒素源飢餓培地 6時間において細胞を回収し、電子顕微鏡を
用いて観察を行った。ダッシュ線で囲んだ領域：グリコーゲン。V：液胞。スケールバー：2 µm。
（B） atg15∆株と glg1∆glg2∆atg15∆株を窒素源飢餓培地 6時間において細胞を回収し、PATAｇ染色後、
電子顕微鏡を用いて観察を行った。オートファジックボディの例を矢印で示した。
スケールバー：2 µm。
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図 9　長時間の窒素源飢餓時にはグリコーゲンオートファジーが誘導される
（A） 野生株に Gsy2-GFP あるいは Pgk1-GFP を発現させ、窒素源飢餓培地で培養し細胞を経時的に回収し、
イムノブロッティングによって、GFP 融合タンパク質とGFP の量を抗 GFP 抗体を用いて検出した。
（B） atg15∆株を窒素源飢餓培地 6、24、48 時間において細胞を回収し、PATAｇ染色後、電子顕微鏡を
用いて観察を行った。グリコーゲンを含有するオートファジックボディを黄色矢頭で、グリコーゲンを含有
するオートファゴソームを緑矢印で示した。スケールバー：2 µm。
（C） 図 9B の各時間におけるグリコーゲンを取り込んだオートファジックボディ (AB) の割合を算出し、
箱ひげ図で示した。P値は、Steal test により算出し、図中に示した。  

A

B

C

480 84-N (h) 16 32 480 84 16 32

Pgk1-GFPGsy2-GFP

Gsy2-GFP

GFP’Long exposure

α-GFP
Pgk1-GFP

15D の電顕
N-6h

-N 6 h -N 24 h -N 48 h

0

10

20

30

40

50

P=0.0026

P=0.1137

%
 o

f 
A

B
s
 c

o
n

ta
in

ig
 g

ly
c
o

g
e

n

48 h
(n=20) (n=55)

6 h 24 h
(n=32)



A B

●
●

●
●

α-GFP

Long exposure
α-GFP

Pgk1
-GFP

Gsy2
-GFP

ATG8
ATG8 P52A R67A

Gsy2-
GFP

Pgk1-
GFP

0
Gsy2 Pgk1

G
F

P
 c

le
a
a
v
g
e
 (

a
. 
u
.)

C

図 10　長時間飢餓時のグリコーゲンのオートファジーは Atg8 の AIMBR に依存する
(A) Gsy2-GFP を発現させた各細胞を窒素源飢餓培地で 48 時間培養後に細胞を回収して、Gsy2-GFP と GFP’ を
イムノブロッティングによって検出した。各バンドを定量し、GFP’ /(GFP 融合タンパク質+GFP’ ) の比率を算出
してグラフに示した。n=3、平均±S.D。
(B) Pgk1-GFP を発現させた各細胞を窒素源飢餓培地で 48 時間培養後に細胞を回収して、Pgk1-GFP と GFP’ を
イムノブロッティングによって検出した。各バンドを定量し、GFP’ /(GFP 融合タンパク質+GFP’ ) の比率を算出
してグラフに示した。n=3、平均±S.D。
(C) 野生株と Atg8 の 62 番目のプロリンと 67 番目のアルギニンにアラニン置換を導入して株にGsy2-GFP あるいは
Pgk1-GFP を発現させ、窒素源飢餓 48 時間培養後に細胞を回収し、Gsy2-GFP と遊離 GFP をイムノブロッティング
によって検出した。各バンドを定量し、GFP/GFP 融合タンパク質の比率を算出した後、野生株での比率を
100 としてグラフに示した。P値は対応のない Student’ s t-testにより算出した (*: P<0.05, **: P<0.01)。
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図 11　グリコファジー制御タンパク質候補とその局在
(A) 推定 Glycogen binding domain (GBD、Pfam domain : PF16561) を有しているタンパク質の一覧。
(B) GFP を融合させた (A) のタンパク質とGSy2-mScarlet を共発現させ、窒素源飢餓 2時間での局在を
観察した。スケールバー：2 µm。矢頭：Gsy2 と共局在を示している部分。
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図 12　Atg45(Yil024c) はグリコファジーに関与する
(A) 野生株、atg45∆、crp1∆、mdg1∆、crp1∆mdg1∆株にGsy2-GFP を発現させ、窒素源飢餓 48 時間において
細胞を回収し、Gsy2-GFP と遊離 GFP をウェスタンブロッティングにより検出した。各バンドを定量し、
GFP’ /(GFP 融合タンパク質+GFP’ ) の比率を算出してグラフに示した。n=3、平均±S.D。P 値はダネット検定
により算出し図に示した。
(B) 野生株、atg45∆、glg1∆glg2∆、glg1∆glg2∆atg45∆株にGsy2-GFP を発現させ、窒素源飢餓 48 時間に
おいて細胞を回収し、Gsy2-GFP と遊離 GFP をイムノブロッティングにより検出した。
各バンドを定量し、GFP’ /(GFP 融合タンパク質+GFP’ ) の比率を算出してグラフに示した。n=3、平均±S.D。
P 値はWelch’ s t-testにより算出し図に示した。
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図 13　Crp1 はグリコーゲンを膜にアンカーする
(A) 野生株、crp1∆、mdg1∆、crp1∆mdg1∆株にGsy2-GFP と Pma1-mScarlet を共発現させ、
窒素源飢餓 2時間において局在を観察した。矢頭：Gsy2 が細胞膜上に局在している部分。
(B) 野生株と Crp1 を GPDプロモーター下で過剰発現した株にGsy2-GFP と Pma1-mScarlet を共発現させ、
窒素源飢餓 2時間において局在を観察した。



図 14　Atg45 の発現は長時間の窒素源飢餓時に増加する
野生株に Atg45-GFP を発現させ、窒素源飢餓培地で経時的に細胞を回収し、イムノブロッティング
によって、各時間での Atg45-GFP とβ- アクチンのバンドをそれぞれ抗GFP 抗体とアクチン抗体で検出した。
各バンドを定量し、Atg45-GFP+GFP’ /β- アクチンの比率を算出してグラフに示した。n=3、平均±S.D。
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図 15　Atg45 の過剰発現でグリコファジーが促進する
(A) 野生株、atg45∆株と ACT1プロモーター下で、Atg45-Flagを過剰発現させた株 (ATG45 o.e.) に
Gsy2-GFP を発現させ、窒素源飢餓培地で経時的に細胞を回収し、イムノブロッティングによって、
各時間でのGsy2-GFP と GFP のバンドを検出した。また、抗 Flag 抗体を用いて、Atg45-Flag を
検出した。
(B) 野生株と Atg2,Atg11,Atg17,Atg24 を欠損させた細胞に Atg45を過剰発現させるとともに、
Gsy2-GFP を発現させ、窒素源飢餓培地で経時的に細胞を回収し、イムノブロッティングによって、
各時間でのGsy2-GFP と GFP のバンドを検出した。
(C) atg15∆株と atg15∆株に Atg45を過剰発現させた株を窒素源飢餓培地で 6時間培養した後、
PATAｇ染色後、電子顕微鏡を用いて観察を行った。各細胞でのグリコーゲンを含む ABの割合を
算出し、箱ひげ図で示した。P値は対応のないWilcoxon の順位和検定により算出し図に示した。
グリコーゲンを含む ABのを黄色の矢頭で示し ]、グリコーゲンを含むオートファゴソームを緑色の
矢印で示した。スケールバー：2 µm。
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図 16　Atg45 と Sga1 の過剰発現で細胞内グリコーゲン量が低下する
(A) 野生株、ATG45過剰発現株、sga1Δ株、sga1Δ株に Atg45 を過剰発現した株を窒素源飢餓培地で
48 時間培養し、細胞内のグリコーゲン量を定量した。グラフは、1OD

600
当たりの細胞のグリコーゲン量

(µg) を示した。
(B) 野生株に Sga1-GFP を発現させた細胞と Sga1 を GPDプロモーター下で発現させた細胞を窒素源飢餓
条件で経時的に回収し、Sga1-GFP と GFP の量をイムノブロッティングで抗GFP 抗体を用いて検出した。
また、Actin のタンパク質量も抗アクチン抗体を用いて検出した。 
(C) 野生株、ATG45過剰発現株、SGA1過剰発現株 (GPD プロモーター下）、ATG45と SGA1の
両方の過剰発現株を窒素源飢餓培地で 48 時間培養し、細胞内のグリコーゲン量を定量した。
グラフは、1OD

600
当たりの細胞のグリコーゲン量 (µg) を示した。

P値はテューキーの検定により算出した（***: P<0.001、**: P<0.01、*: P<0.05、NS: not significant)。
n=4, 平均±S.E。

4 480 8 24

GPDpr-Sga1-GFPSGA1pr-Sga1-GFP

4 480 8 24

α−GFP

Sga1-GFP

GFP’

C

-N (h)

α-beta actin

α-GFP
Long exposure Sga1-GFP

 g
ly

c
o

g
e

n
 (

µ
g

/O
D

6
0

0
)



Atg45

16 96

Atg451-96

16 96

Atg4597-189

0 8 24-N (h) 0 8 24 0 8 24 0 8 24

Atg45-
mScarlet

Atg45-
mScarlet

Atg4597-189

-mScarlet
Atg451-96

-mScarlet

Gsy2-GFP

Atg45-mScarlet

α-GFP
Long exposure

α-GFP

α-mScarlet

o.e.

Atg4597-189-mScarlet

Atg451-96-mScarlet

GBD

GBD

1891

1

18997

α−GFP

α−Pgk1

T S P

glycogen

Gsy2-GFP
Atg45-GFP 

(ACT1pr)
Atg451-96-GFP 

(ACT1pr)

図 17　Atg45 の機能にはGBDとそれ以外の領域の両方が必要である
(A) Atg45 と GBDを欠損させた Atg45(Atg4597-189)、GBD以外を欠損させた Atg45(Atg451-96) のモデル図 
(B) glg1∆glg2∆株にGsy2-GFP, Atg45-GFP, Atg4597-189-GFP、Atg451-96-GFP を発現させた細胞を回収し、
各細胞の細胞破砕液にグリコーゲンを添加した後、遠心して各GFP 融合タンパク質のペレットへの移行を
イムノブロッティングによって抗GFP 抗体を用いて検出し、評価した。また、抗 Pgk1 抗体を用いて
グリコーゲン結合能を持たないサイトゾルタンパク質である Pgk1 のペレットへの移行も評価した。
T: Total lysate、S: Supernant、 P: pellet
(C) Atg45-mScarlet を発現させた細胞と Atg45-mScarlet、Atg4597-189-mScarlet、Atg451-96-mScarlet を
過剰発現させた細胞にGsy2-GFP を導入し、窒素源飢餓培地で経時的に各細胞を回収し、
イムノブロッティングによって、各時間でのGFP とmSCarlet のバンドをそれぞれ抗GFP 抗体と
抗mCherry 抗体で検出した。
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図 18　Atg45 の GBD以外の領域は Atg45 の分解されやすさを決定する
(A) Atg45-GFP、Atg4597-189-GFP、Atg451-96-GFP を過剰発現させた細胞を、窒素源飢餓培地で経時的に回収し、
イムノブロッティングによって、各時間での Atg45-GFP と GFP のバンドを検出した。
(B) GFP-Atg8 および ACT1プロモーター下で Atg45-mScarlet、Atg4597-189mScarlet、Atg451-96-mScarlet を
発現させた細胞を窒素源飢餓培地で 2時間培養し、蛍光顕微鏡を用いて局在を観察した。
GFP-Atg8 と各 Atg45-mScarlet が共局在している輝点を矢頭で示した。スケールバー：2 µm。
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図 19　Atg45 と Atg8 の結合がグリコファジーに重要
(A) 上：Atg45 と推定 AIM領域。Wサイトと Lサイトを赤色で示した。下：atg45∆atg15∆株にGFP-Atg8 と
プラスミドを用いて ACT1プロモーター下で、Atg45-Flag あるいは AIMに変異 (AIMm) を導入した Atg45-Flag
を発現させ、窒素源飢餓培地 1時間で細胞を回収し、GFP トラップを用いて、GFP-Atg8 から共免疫沈降 (IP)
を行った。その後、イムノブロッティングによって、GFP-Atg8 と Atg45-Flag のバンドをそれぞれ抗GFP 抗体と
抗 Flag 抗体を用いて検出した。
(B) Atg45 を欠損させ、プラスミドを用いて ACT1プロモーター下で Atg45-Flag あるいは Atg45AIM-Flag を発現させ、
窒素源飢餓培地で経時的に細胞を回収し、イムノブロッティングによって、各時間でのGsy2-GFP 及び GFP と
Atg45-Flag のバンドをそれぞれ抗GFP 抗体と抗 Flag 抗体を用いて検出した。
(C) atg45∆株にGsy2-GFP を発現させた株に、プラスミドを用いて ATG45プロモーター下で Atg45-Flag あるいは
Atg45AIM-Flag を発現させ、窒素源飢餓培地で経時的に細胞を回収し、イムノブロッティングによって、各時間での
Gsy2-GFP 及び GFP と Atg45-Flag のバンドをそれぞれ抗GFP 抗体と抗 Flag 抗体を用いて検出した。
(D) Atg45 を欠損させ、Gsy2-GFP を発現させた株にプラスミドを用いて ATG45プロモーター下で Atg45-Flag を
発現させた細胞と野生株にGsy2-GFP と Atg45-Flag を発現させた株を窒素源飢餓条件で培養し、経時的に細胞を
回収して、イムノブロッティングにより、Gsy2-GFP 及び GFP と Atg45-3xFlag、Actin の量をそれぞれ抗GFP 抗体、
抗 Flag 抗体、抗 Actin 抗体を用いて検出した。
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図 20　Atg45 の C末端領域もグリコファジーに必要
(A) Atg45 の全長と C末端 25 残基を欠損させた Atg45(Atg451-164）及び、C末端側から 67 残基を
欠損させた Atg45(Atg451−122) を図に示した。
(B) Atg45-mScarlet を発現させた細胞と Atg45-mScarlet、Atg451-164-mScarlet、Atg451−122-mScarlet
を ACT1プロモーター下で発現させた細胞にGsy2-GFP を導入し、窒素源飢餓培地で経時的に各細胞
を回収し、イムノブロッティングによって、各時間でのGFP とmScarlet のバンドをそれぞれ抗GFP
抗体と抗mCherry 抗体で検出した。
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図 21　Atg45 の C末端領域には膜結合領域が存在する
(A) Atg45 の全長と C末端の推定 helix 領域の配列と共に図に示した。また、推定 helix 領域の
ヘリカルホイールをHeliQuest を用いて予測し、図示した。左が野生型、右が疎水面の疎水性アミノ酸 6個
にアラニン置換を導入したもの (６A) の予測結果。推定ヘリックス配列中のアラニン置換を導入したアミノ酸
は赤で示した。
(B) 推定 helix を含む Atg45 の C末端 25 アミノ酸領域 (Atg45165-189)とその疎水面にアラニン置換を導入した
変異体 (Atg45165-189(6A)）にGFP を融合させ、ACT1プロモーター下でプラスミドを用いて発現させ、窒素源飢餓
２時間の局在を Vph1-mCherry とともに蛍光顕微鏡を用いて観察した。スケールバー：2 µm。
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図 22　Atg45 の膜結合能がグリコファジーに重要である
（A) atg45∆株にGsy2-GFP を発現させた株に、プラスミドを用いて ATG45プロモーター下で野生型あるいは
各変異体の Atg45-Flag を発現させ、窒素源飢餓培地で経時的に細胞を回収し、イムノブロッティングによって、
各時間でのGsy2-GFP 及び GFP と Atg45-Flag のバンドをそれぞれ抗GFP 抗体と抗 Flag 抗体を用いて検出した。
(B)  atg45∆株にGsy2-GFP を発現させた株に、プラスミドを用いて ACT1プロモーター下で野生型あるいは
各変異体の Atg45-Flag を発現させ、窒素源飢餓培地で経時的に細胞を回収し、イムノブロッティングによって、
各時間でのGsy2-GFP 及び GFP と Atg45-Flag のバンドをそれぞれ抗GFP 抗体と抗 Flag 抗体を用いて検出した。
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図 23　Atg45 の膜結合能は Atg45 の Atg8 との共局在に必要
atg45∆株にGFP-Atg8 とプラスミドを用いて ATG45プロモーター下で野生型あるいは各変異体の
Atg45-mScarlet を発現させ、窒素源飢餓培地 2時間で窒素源飢餓２時間の局在を蛍光顕微鏡を用いて観察した。
矢頭：Gsy2 が細胞膜上に局在している部分。

GFP-Atg8 Atg45-mScarlet merge

Atg45(6A)

Atg45AIMm

Atg45



図 24　Atg45 は胞子形成時のグリコファジーにも重要
(A) 野生株 (MATa/α)、atg45∆(MATa/α)株を胞子形成培地 (KAc) で 12 時間培養した後、PATAｇ染色後、
電子顕微鏡を用いて観察を行った。オートファゴソームを緑色の矢印で、ABを黄色の矢頭で示した。
スケールバー：2 µm。
(B) 野生株 (MATα)、野生株 (MATa/α)、野生株 (MATa/a)、atg45∆(MATa/α)株を胞子形成培地 (KAc) で
経時的に回収し、イムノブロッティングによって、各時間でのGsy2-GFP と GFP のバンドを検出した。
 (C) 野生株 (MATα)、野生株 (MATa/α)、野生株 (MATa/a)にGsy2-GFP と Vph1-mCherry を発現させ、
胞子形成培地 (KAc) で 12 時間培養した後、Gsy2-GFP の局在を蛍光顕微鏡で観察した。GFP が濃縮して
いる液胞を矢頭で示した。スケールバー：2 µm
 (D) 野生株 (MATa/α)、atg45∆(MATa/α)株にGsy2-GFP と Vph1-mCherry を発現させ、
胞子形成培地 (KAc) で 12 時間培養した後、Gsy2-GFP の局在を蛍光顕微鏡で観察した。GFP が濃縮して
いる液胞を矢頭で示した。スケールバー：2 µm
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図 25　Atg45 の発現は胞子形成時に増加する
(A) 野生株 (MATα)、野生株 (MATa/α)、野生株 (MATa/a)に Atg45-GFP を発現させ、胞子形成培地 (KAc) で
12 時間培養後回収し、イムノブロッティングによって、Atg45-GFP と GFP’ のバンドを検出した。
各バンドを定量し、Atg45-GFP+GFP’ の相対量を MATαでの発言を 1.0 としてを算出してグラフに示した。
P値は Tukey’ s test により算出し図に示した。n=3、平均±S.D。
(B) 野生株 (MATα)、野生株 (MATa/α)、野生株 (MATa/a)胞子形成培地 (KAc) で 12 時間培養後回収し、
mRNA量を qPCR によって測定した。MATαでの発言を 1.0 として相対量を算出し、グラフに示した。
P値は Tukey’ s test により算出し図に示した。n=3、平均±S.D。
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図 26　Atg45 は胞子形成時のグリコーゲン蓄積に関与する
生株 (MATa/α)、atg45∆(MATa/α)株を胞子形成培地 (KAc) で培養し、経時的に細胞を回収し、
細胞内のグリコーゲンをグルコースに分解した後、定量した。細胞 1OD600 あたりのグリコーゲン由来の
グルコース量 (µg) を算出し、グラフを作成した。
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図 27　Atg45 によるグリコファジーの制御機構のモデル図
上：短時間の窒素飢餓時など Atg45 の発現が低レベルである条件では、オートファジーが
誘導されてもグリコーゲンがオートファゴソーム内に取り込まれず、液胞に輸送されない。
下：長時間の窒素源飢餓時などの Atg45 の発現が増加した条件では、Atg45 の作用により
グリコファジーが進行する。Atg45 は、Atg8 と隔離膜にそれぞれ、AIMと C末端の膜結合領域を
介して結合することで、グリコーゲンを隔離膜に効率よくアンカーしていると考えられる。


