
１． は じ め に

オートファジーは真核生物に普遍的に保存された細胞内

の基本的分解システムである１，２）．オートファジーによる分

解は，細胞内に存在する物質を分解の場であるリソソーム

（酵母や植物では液胞）へと輸送することで行われる．リ

ソソームへの輸送方式の違いによりオートファジーはさら

に複数種に分けられるが，そのうちオートファゴソームと

呼ばれる二重膜構造体を新生し，オートファゴソームを輸

送体として分解対象をリソソームへと輸送するものをマク

ロオートファジーと呼ぶ．本稿ではマクロオートファジー

（以降，単にオートファジー）に関する構造生物学的研究

について述べる．

オートファジーによる分解は，オートファゴソームによ

り包み込まれたものすべてがその対象となりうる．オート

ファゴソームはタンパク質などの生体高分子に限らず，ミ

トコンドリアなどのオルガネラや細胞内に侵入した病原菌

までをも包み込むことから，これらすべてがオートファ

ジーの分解対象となる３）．またオートファゴソームによる

分解対象の包み込みは，ランダムに起きているのではな

く，ある程度の選択性を持つことがわかってきている．

オートファジーは分解対象の多様性とある程度の選択性と

いう二つの特徴を持つことで，細胞内の恒常性維持，さら

には細胞内免疫，発生，分化などの多様な生理的機能を

担っている１，３）．

オートファゴソームの形成機構は，オートファジーの分

野における最大の未解決課題である．出芽酵母を用いた遺

伝学的解析により，オートファゴソーム形成を担う１８種

類の Atgタンパク質が同定され，それらは以下に示す６種

類の機能グループ，すなわち�Atg８結合系，�Atg１２結合

系，�Atg１キナーゼ複合体，�オートファジー特異的ホ

スファチジルイノシトール（phosphatidylinositol：PI）３キ

ナーゼ複合体，�Atg２-Atg１８複合体，そして�膜タンパ

ク質 Atg９に分類されている（図１）２，４，５）．これら六つの機

能グループが協同的に機能することで，隔離膜が生じ，伸

長し，閉じて二重膜構造体オートファゴソームとなる一連

の複雑な膜動態を引き起こすと考えられているが，その分

子機構は依然として良くわかっていない．これら Atg因子

群の具体的な分子機能を明らかにするためには，立体構造

情報が極めて重要である．本稿ではこれら主要 Atg因子群

およびオートファジーの選択性を担う因子に関する構造生

物学的研究の現状を，執筆者の研究を中心に海外のグルー

プが得た知見も含めて紹介する．

２． Atg結合反応系の構造生物学

オートファゴソーム形成に必須な１８種類の Atg因子の

うち，８種類は二つのユビキチン様結合系である Atg８結

合系と Atg１２結合系を形成している（図１）６）．Atg１２結合
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系では，Atg１２はユビキチン活性化酵素（E１酵素）Atg７

により ATP依存的に活性化され，C末端のグリシンを介

して Atg７の触媒システイン残基とチオエステル結合を形

成する７）．続いて Atg１２はユビキチン結合酵素（E２酵素）

Atg１０の触媒システイン残基に受け渡される８）．Atg１０はユ

ビキチンリガーゼ（E３酵素）の助けなしに Atg１２と Atg５

の間のイソペプチド結合反応を触媒し，形成されたAtg１２-

Atg５結合体はさらに Atg１６と相互作用することで Atg１２-

Atg５-Atg１６複合体を形成する９，１０）．一方 Atg８結合系では，

Atg８はまず Atg４によるプロセシングを受け，C末端にグ

リシン残基を露出する１１）．次に Atg１２結合系と共通の E１

酵素 Atg７により活性化され，C末端グリシンを介して

Atg７の触媒システインとチオエステル結合を形成する７）．

続いて Atg８は E２酵素 Atg３の触媒システイン残基に受け

渡される．Atg３は Atg１２-Atg５-Atg１６複合体の助けを借り

て，Atg８とホスファチジルエタノールアミン（PE）との

間のアミド結合を触媒し，Atg８-PE結合体が形成される１２）．

Atg１２-Atg５-Atg１６複合体および Atg８-PE結合体は伸長中の

隔離膜上に局在することで，オートファゴソーム形成ある

いは分解対象の選別に重要な役割を果たすと考えられてい

る１３，１４）．

２．１ Atg８と Atg１２の構造的特徴

Atg８と Atg１２はユビキチンとの配列相同性がほとんど

ないが，どちらも４本ないし５本の βストランドからな
る βシート一つと２本の αへリックスからなるユビキチ
ン骨格を持っている（図２）１５～１８）．Atg１２はユビキチン骨格

の N末端側に，種によって長さも配列も多様な付加領域

を持つが（酵母では約１００残基，植物では約１０残基），そ

れらはオートファジー活性に必要でないことが示されてい

る１９）．一方，Atg８はユビキチン骨格の N末端側に，種間

で良く保存された約２５残基からなる N末端ドメインを持

つ．N末端ドメインは２本の αへリックスからなり，ユ
ビキチン骨格と相互作用することで Atg８は全体として一

つの球状構造を形成している１７）．Atg１２の場合とは対照的

に，Atg８の N末端ドメインはオートファジーに必須な役

割を担う．Atg８と Atg１２の間の配列相同性は低いが，ユ

ビキチン骨格部分の構造相同性は極めて高い．また他のユ

ビキチン様タンパク質では C末端にグリシン―グリシン配

列を保存するのに対し，Atg８および Atg１２は芳香族アミ

ノ酸―グリシン配列を保存する．これらの共通した特徴が，

同じ E１酵素 Atg７による活性化を可能にしていると考え

られる９，１２）．

２．２ Atg４による Atg８の脱結合反応

Atg４は翻訳直後の Atg８のプロセシングと Atg８-PE結合

体の脱結合反応の両方を担うシステインプロテアーゼであ

る１１）．ヒトの Atg４オルソログである Atg４Bはパパインと

類似した骨格を持っており，システインプロテアーゼの特

徴であるシステイン，ヒスチジン，アスパラギン酸からな

る触媒三残基も持っている２０）．しかしながら，Atg４B単体

の結晶構造では，触媒部位は自身のループ領域（制御ルー

プ）とトリプトファン１４２番で覆われており，基質が接近

しえない，自己阻害構造をとっていた．さらに Atg４Bの

N末端領域が触媒部位の出口を塞ぐように結合していた

（図３A）．この構造では Atg４Bは切断活性を示さないと予

想されたが，実際に翻訳直後の LC３（Atg８の哺乳類オル

ソログ）の C末端領域に相当するペプチドは Atg４Bによ

る切断を受けなかった２０）．すなわち Atg４Bによる切断を受

けるためには，Atg４Bの自己阻害構造を解除する必要があ

図１ オートファゴソーム形成を担う六つの主要 Atgグループ
数字は Atgの番号を示す．
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り，そのためには LC３がユビキチン骨格部分をも持つ必

要があると考えられた．一方，Atg４B-LC３複合体の結晶構

造では，Atg４Bの制御ループおよび N末端領域どちらも

大規模な構造変化を起こしており，触媒部位は外部に対し

て開かれた構造をとっていた（図３B）２１）．LC３はユビキチ

ン骨格を用いて Atg４Bと相互作用するとともに，C末端

にある芳香族アミノ酸―グリシン配列を用いて制御ループ

を持ち上げることで Atg４Bの自己阻害構造を解除し，C

末端グリシン残基を触媒システイン残基近傍に結合させて

いた．すなわち Atg４Bは自己阻害構造をとることで，そ

の自己阻害構造を解除できる構造的特徴を持つ Atg８ファ

ミリータンパク質のみに高い切断特異性を発揮すると考え

られる．一方，Atg４Bの N末端領域は単体構造では触媒

部位出口の平らな面に結合していたのに対し（閉じた構

造），LC３との複合体ではその面から離れ，伸びたコンホ

メーションをとって結晶中で隣接する LC３の疎水性ポ

ケットに結合していた（開いた構造）．この相互作用は

Atg８と Atg８ファミリー相互作用モチーフ（Atg８-family in-

teracting motif：AIM）の間で見られる相互作用と酷似して

おり（４．１節参照），溶液中でも同様の相互作用が起こっ

ていることが NMR法により確認された２１）．閉じた構造で

は Atg４Bは触媒部位出口を塞がれ，膜表面に接近するこ

とが困難と考えられたため，LC３の脱 PE化反応を行うた

めには N末端領域が開いた構造をとることが必須と考え

られる．すなわち N末端領域のコンホメーション変化が

Atg４Bの脱 PE化活性を制御している可能性が示唆され

た．オートファジーが進行する上で，Atg４による Atg８-PE

の切断反応は時空間的に制御される必要があると考えられ

るが，そのメカニズムの詳細はまったくわかっていない．

N末端領域のコンホメーション変化がその制御の一端を

図３ Atg４Bの単体および LC３結合型の構造
（A）Atg４B単体の構造（PDB ID２CY７）．（B）LC３結合型の構造（PDB ID２ZZP）．触媒三残基の側鎖を球
状モデルで示す．

図２ 二つの Atg結合因子の構造
（A）Atg８の構造（PDB ID２ZPN）．（B）Atg１２の構造（PDB ID１WZ３）．N
および Cは N末端および C末端を示す．本稿のすべての構造図はプログ
ラム PyMOL７１）を用いて作製した．
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担っている可能性があるが，今後の更なる検証が必要であ

る．

２．３ Atg７による活性化反応

Atg７は Atg８と Atg１２の両方を基質とする E１酵素であ

るが，ユビキチンなどを基質とする一般的 E１酵素と比較

して多くの特徴を有している．一般的 E１はヘテロ二量体

もしくは単量体として機能し，�活性のあるアデニル化ド

メイン（AD），�活性のないアデニル化様ドメイン，�触

媒システインドメイン，そして�E２結合を担うユビキチ

ンフォールドドメイン（Ubiquitin-fold domain：Ufd）から

なっており，触媒システイン残基，ATP結合部位およびE２

結合部位をそれぞれ一つずつ持つ２２）．一方 Atg７は N末端

ドメイン（NTD）および C末端ドメイン（CTD）が短い

リンカーでつながれた構造を持ち，CTDの二量体化を通

してホモ二量体構造をとる（図４A）２３）．CTDは他の E１酵

素の ADと高い構造相同性を持つが，その最 C末端領域

（extreme CTD：ECTD）は Atg７に固有の構造である．触

媒システイン残基は CTD内のフレキシブルなループ

（cross-over loop：CL）上に存在しており，他の E１のよう

な特定のドメイン構造を持たない．一方 NTDは他の E１

には全く見られない構造と配列を持っている．Atg７は

NTDを介して E２酵素である Atg３および Atg１０を，CTD

を介して Atg８および Atg１２を認識する２３～２５）．Atg７はホモ

二量体構造をとるため，触媒システイン残基，ATP結合

部位および E２結合部位をそれぞれ二つずつ持つ．

Atg７による Atg８の認識は，少なくとも二段階を経て行

われる（図４B）２３）．まず Atg７の ECTDにある酸性残基に

富んだ天然変性領域で Atg８の塩基性に富んだ面を認識し，

「釣り」のように Atg８を捕捉する．この際イオン性の相互

作用に加えて疎水性の相互作用も重要である．続いて Atg８

は ECTDから ADへと受け渡され，Atg７の触媒部位に

Atg８の C末端グリシンが結合する．Atg７CTD-Atg８-ATP

複合体の結晶構造では，Atg８の C末端グリシンは ATPの

αリン原子近傍に位置し，アデニル化反応に適した相対配
置をとっていた．また Atg７の触媒システイン残基が含ま

れる CLは Atg８のグリシン残基上方に位置しており，CL

の局所的なコンホメーション変化により触媒システイン残

基は Atg８の C末端グリシンを攻撃できる位置に存在して

いた．したがって，Atg８が触媒部位に結合した後は，ア

デニル化反応およびチオエステル結合反応が大規模な配置

換え等を伴わずに進行すると考えられる．Atg７によるAtg１２

の認識機構は，構造生物学的研究が進んでおらず，現時点

で不明である．Atg８の場合と同様に，Atg１２も Atg７によ

る二段階認識を受けるのかどうか今後明らかにする必要が

ある．Atg１２の C末端グリシンが Atg７の触媒部位に結合

した後の反応は，Atg８の場合と同様に進行すると予想さ

れる．

Atg７とチオエステル結合を形成した Atg８および Atg１２

は，それぞれの E２酵素である Atg３および Atg１０の触媒

システイン残基へと受け渡される．Atg３および Atg１０は

どちらも βストランド４番下流のループ領域を用いて
Atg７の NTDの βストランド１５番付近に類似の位置関係
で結合する（図４C）２６，２７）．Atg１０の場合，この相互作用で

分子間の βシートが形成されるが，Atg３の場合はそれが

見られず，主に側鎖を介した相互作用になっている．また

Atg３の場合，この相互作用に加えて Atg３固有のフレキシ

ブル領域を介した NTDとの相互作用も行われる２５，２８）．そ

の結果，Atg３は Atg１０と比べて Atg７に対してより高い親

和性を持つ．Atg７の NTDに結合した Atg３および Atg１０

の触媒システイン残基は，同じ Atg７分子の触媒システイ

ン残基よりも，ホモ二量体を形成したもう一分子の Atg７

の触媒システイン残基に圧倒的に近い配置をとる．このこ

とは，Atg７とチオエステル結合を形成した Atg８および

Atg１２が，同じ Atg７分子に結合した E２酵素ではなく，ホ

モ二量体のもう一分子の Atg７に結合した E２酵素へと受

け渡される可能性を強く示唆している（前者をシス機構，

後者をトランス機構と呼ぶ）．ヘテロ二量体化した Atg７変

異体を用いた生化学的解析により，Atg７はトランスの機

構で Atg８を Atg３へ，Atg１２を Atg１０へと受け渡すことが

実際に証明された（図４D）２３，２５～２７）．これは他の E１酵素で

は見られない，Atg７に固有の機構である．

生体内では Atg７は Atg８を Atg３へ，Atg１２を Atg１０へ

と特異的に受け渡すことが，適切な結合体の形成（Atg８-PE

および Atg１２-Atg５）に寄与していると考えられる．しか

しながら，in vitro の解析では Atg７は Atg８および Atg１２

を任意の組み合わせで Atg３および Atg１０へと受け渡す２６）．

これまでの構造生物学的研究からも，Atg８を Atg３へ，

Atg１２を Atg１０へと特異的に受け渡すメカニズムは説明で

きていない．生体内で見られる特異性がどのように担保さ

れているのか，今後明らかにしていく必要がある．

２．４ Atg１０による Atg１２と Atg５の結合反応

E２酵素 Atg１０は一般的 E２と配列相同性を持たないが，

E２全般に保存された４本の βストランドおよび２本の α
へリックスからなる E２コア構造を持っている（図５）２９，３０）．

それに加え，一般的 E２には見られない２本の βストラン
ド（β５，β６）を持っている．Atg１０は触媒システイン残基

を介して Atg１２とチオエステル結合を形成した後，E３酵

素の助けなしに Atg１２を Atg５のリシン残基（出芽酵母の

場合はリシン１４９番）の側鎖へと受け渡す反応を触媒する．

耐熱性酵母由来の Atg１０を用いた NMR解析により，Atg

１０は触媒システイン残基近傍のチロシン５６番およびアス

パラギン１１４番，そして β５を用いて Atg５を直接認識す
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ることが明らかとなった２９）．生化学的解析の結果，触媒シ

ステイン残基近傍の上記二残基は Atg５との親和性への寄

与は低いのに対し反応速度に多大な寄与を持つこと，一方

β５上の残基はその逆で親和性への寄与が大きいことが明
らかとなった．また Atg５の残基への変異体解析の結果，

Atg５の β７が Atg１２との結合反応に重要であることがわ

かった．さらにクロスリンカーを用いた実験で，Atg１０の

β５と Atg５の β７それぞれにシステイン残基を導入すると，
両者の間で特異的に架橋されることも明らかとなった．以

上の結果から，Atg１０は β５を用いて Atg５の β７を認識し
て結合し，さらに Atg５のリシン残基側鎖を触媒システイ

ン残基近傍の二残基で反応に有利なコンホメーションに固

図４ Atg７の構造
（A）Atg７ホモ二量体の結晶構造（PDB ID３VH２）．（B）Atg７による Atg８の二段階認識モデル．（C）
Atg７による E２認識．左は耐熱性酵母 Atg７NTD-Atg１０複合体（PDB ID３VX７），右は植物 Atg７NTD-
Atg３複合体（PDB ID３VX８）を示す．（D）E２酵素へのトランス転移機構．
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定することで，Atg１２-Atg５結合反応を E３酵素の助けなし

に特異的かつ効率的に触媒すると考えられる．

２．５ Atg３と Atg１２-Atg５-Atg１６複合体による Atg８と PE

の結合反応

E２酵素 Atg３も Atg１０と同様，一般的 E２と配列相同性

を持たないが，E２全般に保存された４本の βストランド
および２本の αへリックスからなる E２コア構造を持って

いる（図６A）２８）．それに加え，Atg３には二つの特徴的な挿

入領域であるフレキシブル領域（flexible region：FR）お

よびハンドル領域（handle region：HR）が存在する．FR

は約８０アミノ酸からなる領域で，高度に酸性残基に富ん

でいる．Atg３の結晶構造ではそのほとんどの電子密度が

観察されず，NMRの結果からも FRは溶液中で天然変性

状態で存在することが強く示唆された２８）．一方 HRは E２

コア領域から突き出した１本の αへリックスとそれに続
くループ領域からなっている．HR内には典型的な AIM

配列が存在し，それを介して Atg８を直接認識する３１）．一

方 FRは上でも述べたように Atg７と直接結合する．

一般的な E２酵素では，触媒システイン残基近傍にアス

パラギン残基が保存されており，両者は互いに側鎖を向き

合わせている．この保存されたアスパラギン残基は結合反

応において必須の役割を担う３２）．一方 Atg３の場合，保存

されたアスパラギンの位置にはトレオニンが存在し，この

トレオニンは Atg３ホモログの間で高度に保存されている．

この残基をアラニンに置換すると結合活性が完全に失われ

ることから，他の E２で保存されたアスパラギンと同等の

機能を担うと考えられる．それにも関わらず，出芽酵母

Atg３の結晶構造では，触媒システイン残基はこの保存さ

れたトレオニン残基と反対方向を向いていた（図６B）３３）．

すなわち Atg３の活性部位は低活性のコンホメーションを

とっていることが予想された．また Atg３は Atg８の結合相

手である PEもしくは PEを含有する膜への親和性を持た

ない．したがって，Atg３は Atg７から Atg８を受け渡され

ても，単独では Atg８を PEへ受け渡す反応を効率的には

担えないことが示唆された．実際，in vitro の反応系にお

いて生体膜の PE含量に近いリポソームを用いた場合，

Atg３は Atg８-PE結合反応をほとんど起こさない３４）．一方，

この反応系に Atg１２-Atg５結合体を添加すると反応効率が

劇的に上昇する３５，３６）．さらに酵母細胞内では，Atg１２-Atg５

結合体に加えて Atg１６も効率的な Atg８-PE結合体形成に必

要である３７）．すなわち Atg１２-Atg５-Atg１６複合体は Atg８結

合系の E３様酵素として機能することが明らかとなった．

Atg１２-Atg５-Atg１６複合体による Atg８-PE結合体の形成反

応の促進は，主に二つのメカニズム，すなわち�Atg３の

結合反応活性の上昇と，�Atg３の PE含有膜へのリクルー

トを介して行われると考えられる．Atg１２-Atg５-Atg１６複合

体は Atg１２を介して Atg３と直接結合する３８～４０）．活性に重

要な保存されたトレオニン残基をシステインに置換し，触

媒システイン残基との間でジスルフィド結合が形成される

図５ Atg１０の構造
左は耐熱性酵母 Atg１０の NMR構造（PDB ID３LPU），右は耐熱性酵母 Atg５の結晶構造（PDB ID
３VQI）．
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かどうかを調べた結果，Atg３単独で存在する場合はジス

ルフィド結合が形成されないのに対し，Atg１２-Atg５結合

体を添加すると効率的にジスルフィド結合が形成されるよ

うになった３３）．このことは，Atg１２-Atg５結合体が Atg３の

活性部位の構造変化を誘起し，触媒システイン残基と保存

されたトレオニン残基が互いに向き合うコンホメーション

へと導くことを示唆している．同様のジスルフィド結合の

形成は，結合活性が上昇するアルカリ条件下に Atg３を置

くことでも観察された．さらにアルカリ条件下で結晶化さ

れた植物 Atg３の結晶構造では，触媒システイン残基と保

存されたトレオニン残基は互いに向き合う構造をとってい

た（図６C）３３）．以上のことから，Atg１２-Atg５結合体は何ら

かの機構で Atg３の触媒部位の再構築を誘導し，Atg３の結

合活性を上昇させることが明らかとなった．

Atg１６は Atg３の結合活性の上昇のためには必要ないが，

Atg３の膜へのリクルートにおいて重要な役割を担う４０）．出

芽酵母において，Atg５と Atg１６は相互依存的にオート

ファゴソーム形成の場である前オートファゴソーム構造体

（pre-autophagosomal structure：PAS）へと局在する４，４１）．PAS

局在のメカニズムは現時点で不明であるが，Atg５-Atg１６

複合体は PASに存在する何らかのタンパク質もしくは膜

成分と結合することで PASに局在すると思われる．以上

の知見をまとめると，Atg１２-Atg５-Atg１６複合体は Atg１２を

介して Atg３と，Atg５-Atg１６複合体部分を介して膜と相互

作用し，Atg３の結合活性の上昇および Atg３の膜近傍への

リクルートを通して Atg８-PE結合体形成反応を促進すると

考えられる．

Atg１２-Atg５-Atg１６複合体の構造研究は，パーツ単位で進

められ，これまでに Atg１２単体１５），Atg５と Atg１６の N末

端ドメインの複合体４１），Atg１６のコイルドコイル領域４２），

そして Atg１２-Atg５結合体３８，３９）の結晶構造が明らかにされ

た．全長の三者複合体構造は現時点では不明であるが，こ

れらの部分構造を統合すると図７のようなモデルが構築で

きる．Atg５は二つのユビキチン様ドメインとへリックス

に富むドメインからなり，この三つのドメインが互いに相

互作用することで一つの球状構造をとっている．三つのド

図６ Atg３の構造
（A）Atg３の全体構造（PDB ID ３DYT）．（B）Atg３の触媒部位の構造．（C）アル
カリ条件化での植物 Atg３の触媒部位の構造（PDB ID３VX８）．
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メイン境界にできた溝に沿って Atg１６の N末端ドメイン

が結合する．Atg１２は Atg５のへリックスに富むドメイン

に存在するリシン残基にイソペプチド結合を介して結合す

るが，それに加えて非共有結合性の相互作用で Atg５の

Atg１６結合面とは真裏の面に結合する．Atg１６は N末端ド

メインとコイルドコイルドメインからなり，両者の間はフ

レキシブルなリンカーでつながれている．コイルドコイル

ドメインは並行のホモ二量体を形成するため，結果として

Atg１２-Atg５-Atg１６複合体は各２分子ずつの複合体を形成す

ると考えられる．この複合体構造は，六つのユビキチン

フォールドを持ち，さらに長く突き出したコイルドコイル

構造を持つとてもユニークなものであり，既知の E３との

構造相同性を示さない．このユニークな構造を用いてどの

ように Atg３および膜と相互作用し，Atg８-PE結合体形成

反応を促進するのか，今後更なる構造機能解析が求められ

る．

３． 結合系以外の主要 Atg因子群の構造生物学

３．１ Atg１キナーゼ複合体

Atg１は主要 Atg因子中唯一のキナーゼであり，オート

図７ Atg１２-Atg５-Atg１６複合体モデル
Atg１２-Atg５結合体と Atg１６の N末端ドメインの複合体構造（PDB ID３W１S）および Atg１６の構造（PDB ID
３A７P）を組み合わせて作製したモデル．
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ファジーの始動に中心的役割を担う．Atg１のキナーゼ活

性の制御はその結合因子である Atg１３および Atg１７が担

う．Atg１３は富栄養条件下では，主に TORキナーゼによ

り高度にリン酸化された状態で存在し，Atg１との親和性

が低い状態で存在する４３）．オートファジーが誘導される飢

餓条件下になると，TORキナーゼの活性低下に伴い Atg１３

は速やかに脱リン酸化され，Atg１と結合し，さらに Atg１７，

Atg２９，Atg３１とも複合体を形成してAtg１-Atg１３-Atg１７-Atg２９-

Atg３１五者複合体を形成する４３，４４）．複合体形成による Atg１

のキナーゼ活性の上昇がオートファジーに重要であるが，

リン酸化の主要ターゲットは現時点でまだ確実には同定さ

れていない．この複合体は PASの中核として機能し，そ

こに他の主要 Atg因子群が集積することで PASが完成し，

オートファゴソーム形成が開始する４，４５）．

Atg１キナーゼ複合体の構造生物学的研究はまったく進

んでいない状況であったが，昨年末米国の Hurley博士の

グループが Atg１７-Atg２９-Atg３１複合体の結晶構造を報告し

た（図８A）４６）．Atg１７は４本の αへリックスからなる弓状
の構造をとり，C末端領域でホモ二量体を形成することで

弓状構造の凹面を互いに反対方向に向けた特徴的構造をと

る．Atg２９と Atg３１は互いに βストランドを出しあうこと
で一つの βシート構造を形成し，Atg３１の C末端の αへ

リックスを介して Atg１７の凹面の中心付近に結合する．

Atg１７の弓状構造の曲率が Atg９小胞の曲率に近いことか

ら，Atg１７のホモ二量体構造は二つの Atg９小胞を束ねる

役割を担うというモデルが提示された．Atg１７の凹面中心

には Atg２９および Atg３１が存在することから，この面で膜

を認識するためにはこれら２因子の配置が変化する必要が

ある．また Atg１７の膜への親和性は確認できていないな

ど，このモデルを支持する実験データは現時点で得られて

いない．Atg１７，Atg２９，Atg３１各因子の具体的役割は何で

あるのか，今後明らかにしていく必要がある．また Atg１

キナーゼ複合体の中心因子である Atg１については，構造

的知見がまったく得られていない．我々は最近，Atg１-Atg１３

複合体について切り詰めを進めることで良好な結晶を得る

ことに成功し，現在構造解析を進めている．五者複合体の

構造基盤が明らかになることで，Atg１キナーゼ複合体の

機能解明に向けた突破口となることを期待している．

３．２ オートファジー特異的 PI３キナーゼ複合体

出芽酵母ではVps３４が唯一のPI３キナーゼであり，Vps１５，

Atg６／Vps３０および Atg１４と四者複合体を形成し，PASに

局在することでオートファジー特異的に機能する４７）．一

方，Atg１４が Vps３８に入れ替わった四者複合体は，主にエ

図８ 非結合系以外の主要 Atg因子
（A）Atg１７-Atg２９-Atg３１複合体の構造（PDB ID３HPQ）．（B）Atg６／Beclin１の構造．Atg６の

BARAドメインの構造（PDB ID３VP７）および Beclin１のコイルドコイルドメインの構造（PDB
ID３Q８T）を組み合わせて作製したモデル．（C）Atg１８パラログの構造（PDB ID３VU４）．数字
はブレードの番号を示す．
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ンドソームに局在し，カルボキシペプチダーゼ Y（car-

boxypeptidase Y：CPY）などの液胞酵素の液胞への輸送に

関与する４７）．PI３キナーゼ複合体は PASやエンドソームで

PI-３リン酸［PI（３）P］を産生することで，それぞれの経路

に必須な因子の集積を担うと考えられている．PI３キナー

ゼ複合体の構造生物学的研究は，まだ始まったばかりであ

り，各因子のドメイン単位での構造が報告されているだけ

である． Vps３４は N末端領域を除いた活性本体について，

Vps１５は C末端に存在するWD４０リピートドメインにつ

いて結晶構造が報告されているが４８，４９），他の因子との相互

作用領域の構造情報が欠落しているため，四者複合体形成

においてどのような相互作用が形成されるのか，現時点で

まったく不明である．Atg１４については N末端側に Atg６

および Vps３４との相互作用に関与するコイルドコイル

が５０），C末端側には膜の曲率を区別する両親媒性のへリッ

クスが予想されているが５１），実験による構造決定はまだ行

われていない．しかし四つ目のコンポーネントである Atg６

については最近我々および他のグループによる構造研究に

よりその構造基盤が明らかとなってきた．

Atg６は N末端ドメイン，コイルドコイルドメインおよ

び C末端ドメインの三つのドメインからなっている．C

末端ドメインについては酵母 Atg６および哺乳類の Atg６ホ

モログである Beclin１に関して，コイルドコイルドメイン

については Beclin１に関して結晶構造が報告された（図８

B）５２～５４）．N末端ドメインの構造は未知であるが，オート

ファジーには必須でないことが示されている５４）．Beclin１

のコイルドコイルドメインは長い１本の αヘリックス構
造をとり，二分子間で逆平行のコイルドコイルを形成して

いる．Beclin１はコイルドコイルドメインを介して Atg１４

および Vps３８（哺乳類では UVRAG）のコイルドコイル領

域に結合するが，その際 Beclin１のホモ二量体構造が壊

れ，Atg１４あるいは Vps３８との間にヘテロ二量体が形成さ

れる５２）．Beclin１のホモ二量体に見られるコイルドコイル

の相互作用は不完全であり，より理想的な相互作用が可能

な Atg１４あるいは UVRAGとのヘテロ二量体形成の方が

有利に進行すると考えられる．Atg６／Beclin１の C末端ド

メインは，３本の βストランドからなる βシートおよび１
本の αへリックスを一つの構造単位として，それが３回
繰り返され，疑似３回軸対称を持つ一つの球状構造を形成

している．この特徴的なドメイン構造［我々は alpha-beta

repeated, autophagy-specific（BARA）ドメインと命名］は，

四者複合体の形成には不要であるが，四者複合体が PAS

に局在し，オートファジーの進行に働くためには必要であ

る５４）．一方で，PI３キナーゼ複合体のもう一つの機能であ

る CPYの液胞輸送の経路には不要である．PI３キナーゼ

複合体が PAS局在するためには，Atg１４が必須であるこ

とがわかっている５０）．Atg６の BARAドメインが，Atg１４と

協力してどのような機構で PAS局在を果たしているのか，

現時点ではよくわかっていない．Beclin１の BARAドメイ

ンのループ領域には，脂質結合能を持つ“芳香族フィン

ガー”と名付けられた配列が存在する５３）．PI３キナーゼ複

合体がオートファジーに働くためには，この配列が重要で

あることが示され，BARAドメインの機能を知るうえで

一つの手がかりとも考えられたが，酵母 Atg６にはその配

列が保存されていない．PI３キナーゼ複合体の分子機能を

明らかにしていくためには，四者複合体の構造基盤を明ら

かにすることが必要である．

３．３ Atg２-Atg１８複合体

Atg１８は PI（３）Pおよび PI-３，５-二リン酸［PI（３，５）P２］に

結合能を有し，PI（３）Pとの結合を介して PASに局在し

オートファジーに働く一方で，PI（３，５）P２との結合を介し

て液胞膜に局在し，液胞形態の制御に働く５５，５６）．Atg１８が

PASに局在するためには，PI（３）Pとの結合だけでは不十

分であり，Atg２とも複合体を形成する必要がある５５）．同様

に Atg２も PAS局在に Atg１８を必要とする．Atg２-Atg１８複

合体は PASに局在したのち，伸長中の隔離膜の先端へと

移行し，隔離膜の伸長において実働部隊として働くと考え

られているが５７），その具体的機能はまったくわかっていな

い．Atg２は分子量約２０万の巨大タンパク質であるが，そ

の構造基盤は不明である．しかし Atg１８についてはそのパ

ラログである Hsv２の構造が我々を含めた３グループによ

りほぼ同時期に決定された５８～６０）．

Hsv２はWD４０モチーフからなるブレードが７回繰り返

され，閉じて一つの βプロペラ構造をとる（図８C）．七つ

のブレードのうち，ブレード５と６には塩基性のポケット

が一つずつ存在する．興味深いことに，これら二つのポ

ケットはそれぞれが独立にリン酸化イノシチドへの結合能

を有していた５８，５９）．Atg１８の一方のポケットのみに変異を

入れてもオートファジー活性が低下することから，両方の

ポケットで脂質に結合することが，オートファジーの進行

に重要と考えられる．二つのポケットの間には長いループ

領域があり，その中の芳香族残基も膜との結合に重要であ

る５８）．これらの結果から，Atg１８は膜に対して環状構造を

垂直に立てるようにして結合すると予想された．一方，

Atg２は膜結合面とは正反対のブレード２に結合する６０）．こ

のことは，Atg１８の PAS局在に Atg２を必要としているこ

とや４），哺乳類の Atg２の場合，膜との直接的な結合を担う

領域が存在することなど６１），従来の知見と一見矛盾するよ

うに思われる．しかし Atg２は巨大なタンパク質であるこ

とから，ブレード２に結合した状態で同時に膜や膜上の他

のタンパク質と相互作用することも十分可能であろう．

Atg２-Atg１８複合体がなぜ PAS特異的な局在を示すのか，

そして膜伸長においてどのような分子機能を担うのか，
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Atg２の構造基盤の確立が求められる．

４． 選択的オートファジーの構造生物学

オートファジーによる分解対象（積荷）の選別は，オー

トファゴソーム形成時に行われる．伸長中の隔離膜の凹面

に結合するものは，自動的にオートファゴソーム内へと取

り込まれることになる．したがって，隔離膜の凹面に存在

する因子が積荷を選択的に認識する受容体として機能する

と考えられる．隔離膜の凹面に存在することがわかってい

る膜結合タンパク質は，現時点で Atg８-PE結合体のみであ

り１３），実際に Atg８-PE結合体が積荷選択の受容体として機

能することが明らかとなってきた６２，６３）．しかし Atg８が直接

様々な積荷を認識するのではなく，それぞれの積荷に特異

的なアダプターを介して積荷認識を行うというモデルが確

立しつつある６２，６３）．

４．１ Atg８による普遍的ターゲット認識機構

Atg８は２．１節で述べたように，ユビキチン骨格と Atg８

に固有の N末端ドメインからなる構造を持つ．その結果，

N末端ドメインとユビキチン骨格の β２との間に Atg８に固

有の深い疎水性ポケット（Wサイト）を持つ６２）．また Atg８

のユビキチン骨格の β２と α３の間にも疎水性ポケット（L

サイト）が存在する．一方，Atg８はユビキチン骨格の C

末端にあるフレキシブルな領域で PEと結合し，膜につな

がれる．結果として，Atg８-PE結合体は二つの疎水性ポ

ケットおよびその間の β２を膜の上で呈示することにな
る．Atg８はその特徴的な構造を用いて，芳香族アミノ酸-

X-X-分枝鎖アミノ酸（Xは任意のアミノ酸）という配列

を認識する（図９A）６２～６４）．具体的には，�β２を用いた分子
間 βシートの形成，�Wサイトによる芳香族アミノ酸側

鎖の認識，そして�Lサイトによる分枝鎖アミノ酸側鎖の

認識である．芳香族アミノ酸-X-X-分枝鎖アミノ酸という

配列は多くの Atg８結合タンパク質中に見いだされ，実際

に Atg８との結合を担うこと，結合様式も保存されている

ことが明らかとなり，我々は Atg８ファミリー相互作用モ

チーフ（AIM）と命名した６２）．哺乳類では LC３interacting re-

gion（LIR）という呼び名が定着している６５）．オートファ

ジーの選択的積荷自体が AIM配列を持つ場合もあるが，

AIMは頻繁に積荷を特異的に認識するアダプター因子内

に見いだされており，アダプター因子は AIMを介して

Atg８-PEと，別の領域で特定の積荷と結合することで，特

定の積荷の選択的なオートファゴソーム内への取り込みを

担っている．Atg８による AIMの認識機構はほぼ確立した

が，その制御についてはまだ不明な点が多い．最近，アダ

プター因子の一つであるオプチニューリンの AIM配列（具

体的には芳香族アミノ酸の N末端側にあるセリン）のリ

ン酸化が，AIMと Atg８との間の相互作用を制御し，その

結果，病原性細菌の選択的オートファジーを制御すること

が報告された６６）．AIM配列はセリン／トレオニンを含むも

のが多いことから，リン酸化が AIMの結合制御に広く使

われている可能性があり，興味深い．

４．２ アダプター因子による特異的積荷認識機構

Atg８によるアダプター因子の認識は，AIMを介した普

遍性の高い相互作用であるが，一方でアダプター因子によ

る個々の積荷認識は，特異性を担保する必要があるため，

その相互作用様式は多様であることが予想される．我々は

液胞酵素の選択的オートファジーにおいてアダプター因子

として機能する Atg１９および Atg３４について構造機能解析

を進め，これら二つの因子が共通して免疫グロブリン様ド

図９ 選択的オートファジーの構造基盤
（A）Atg８による AIMの認識機構（PDB ID２ZPN）．Atg８に結合した Trp-
X-X-Leuペプチドを棒モデルで示す．（B）Atg１９の αマンノシダーゼ結
合ドメインの構造（PDB ID２KZB）．
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メインを持つこと，そのドメインを介して αマンノシ
ダーゼを特異的に認識することを見いだした（図９B）６７，６８）．

酵母におけるミトコンドリアの選択的オートファジーで

は，Atg３２がアダプターとして機能する．Atg３２は AIMを

介して Atg８と結合し，自身の膜貫通領域を介してミトコ

ンドリア外膜に刺さることで，ミトコンドリアを選択的に

オートファゴソーム内に導いていると考えられる６９，７０）．ア

ダプター因子による特異的な積荷認識に関する構造研究は

まだ始まったばかりであり，構造情報の蓄積により積荷認

識の普遍性と多様性，さらには積荷認識の制御機構に関す

る知見が得られることが期待される．

５． お わ り に

オートファゴソーム形成を担う主要 Atg因子の構造研究

には大幅な進展が見られ，構造未知の因子の方が少なく

なってきた．しかしオートファジーにおける膜動態は絶望

的に複雑であり，個々の Atg因子がその立体構造を用いて

膜動態に対して何を担うのか，具体的な分子機能が一向に

見えてこない．オートファジーの膜動態の理解にブレーク

スルーをもたらすには，in vitro で単純化した状態でオー

トファゴソーム形成過程を再構成することが不可欠であろ

う．in vitro 再構成系と Atg因子の構造情報を組み合わせ

ることで，個々の Atg因子の具体的な分子機能の解明が劇

的に進み，オートファゴソーム形成過程の全貌が分子レベ

ルで解明される日が来ることを期待している．
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