
京都府立大学・生命環境科学研究科・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４３０２

若手研究

2021～2020

オートファジー活性のin vivoイメージング法の確立と新規バイオマーカーの探索

Establishment of an in vivo imaging system and novel biomarkers for monitoring 
autophagy flux

８０７２３８１６研究者番号：

大西　康太（OHNISHI, Kohta）

研究期間：

２０Ｋ１９６７５

年 月 日現在  ４   ６ ２８

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：　オートファジーを適切に活性化できれば、ヒトの健康寿命延伸戦略となり得る。本
研究では、動物個体レベルに応用可能な本活性の定量評価法の確立を目的とした。
　AAV-2/9ベクターを用い、新規遺伝子プローブ「miRFP720-LC3-miRFP670-FLAGx3」をマウス生体で発現させ
た。肝臓組織におけるプローブタンパク質の発現を確認した後、マウスを短期麻酔下でIVISに供し、生体外部か
ら非侵襲的にプローブ由来の近赤外蛍光を定量検出した。陽性/陰性対照としてオートファジー誘導/阻害剤を腹
腔内投与したマウスをイメージングしたが、本対照実験において想定される蛍光強度の増減を確認できなかっ
た。

研究成果の概要（英文）： Activation of autophagy could be a possible strategy for extension of 
health life expectancy. In this study, we aimed the establishment of a quantitative evaluation 
method available for in vivo models.
 A novel gene probe "miRFP720-LC3-miRFP670-FLAGx3" was expressed in mice organs using AAV-2/9 
vector. Protein expression of the probe in mice liver was checked by Western blot, and furthermore, 
NIR-imaging using IVIS spectrum enabled to quantify the probe expression in living mice 
non-invasively. However, the intensities of NIR fluorescence from probe were not altered by 
intraperitoneal injection of autophagy-inducing/inhibiting agents, which indicated the probe was not
 available for quantitative evaluation methods.

研究分野： 食品機能学

キーワード： オートファジー　in vivoイメージング　遺伝子プローブ　近赤外蛍光イメージング　AAVベクター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　オートファジーは細胞内に生じた異常分子に対する分解機構であり、その機能不全が様々な難治性疾患（が
ん・神経変性疾患・糖尿病など）の発症要因となる可能性が示されている。本機構を適切に活性化できれば、ヒ
トの健康寿命の延伸に寄与する新しい疾病予防戦略となり得るが、実験動物やヒト試験に応用可能な簡便・精確
な活性評価法は確立されておらず、本機構を作用標的とした薬剤や機能性食品の研究開発は遅れている。
　本研究では動物個体レベルのオートファジー活性を定量評価する新規手法を確立できなかったが、構築した遺
伝子プローブの課題点が明らかとなったため、今後、改良遺伝子プローブを用いた活性評価系の構築が期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）オートファジーは、細胞内に生じた障害オルガネラや変性タンパク質など、様々な異常高
分子に対する分解機構の一つである。オートファジーが誘導されると、まず、小胞体とミトコン
ドリアの接触部位において隔離膜が形成される。この扁平膜構造が伸長し、細胞質に存在する
様々な生体高分子が隔離され、二重膜小胞構造のオートファゴソームが形成される。その後、オ
ートファゴソームは 70 種類以上の加水分解酵素を有するリソソームと融合してオートリソソー
ムとなり、内容物をアミノ酸やグルコースなどの栄養素に分解し、細胞質に供給する。 
オートファジーの重要な生理的意義の一つは栄養飢餓への適応であり、特にアミノ酸飢餓条

件でオートファジーは顕著に活性化する。栄養飢餓応答性オートファジーは、アミノ酸だけで
なく、インスリンなどのホルモンや transcription factor EB（TFEB）、peroxisome proliferator-
activated receptor γ（PPARγ）などの栄養素応答性転写因子により厳密に制御されている。興味
深いことに、オートファゴソームの形成に不可欠なオートファジー関連遺伝子 autophagy-related 
genes（atgs）の全身欠損マウスは、出生後栄養飢餓に適応できず、生後 2 日以内に死亡する。
オートファジーのもう一つの重要な生理的意義として、細胞内異常分子に対するクリアランス
作用が挙げられる。Atgs を各種組織特異的に欠損させたマウスは、多くが成獣にまで成長する
が、神経変性疾患や筋萎縮症、肝腫瘍、糸球体硬化症といった幅広い疾病様の表現型を示すこ
とから、オートファジー不全は様々な難治性疾患の発症機構に深く関与すると考えられる。こ
のように、オートファジーは生体恒常性の維持に重要な役割を果たしている。 
さらに、近年、加齢に伴い、オートファジー抑制因子である Rubicon の発現が腎臓や肝臓で

増加することが報告された。この遺伝子発現をノックダウンした線虫は野生型と比較して寿命
が延長する。また、Rubicon ノックアウトマウスでは、加齢に伴う腎臓の線維化が抑制され
た。これらのことから、加齢に伴うオートファジー活性の低下を抑制することが、健康寿命の
延伸や加齢に伴う老化現象の改善につながる可能性が期待されている。一方で、最近、脂肪細
胞では、他の多くの臓器の結果とは逆に、老化に伴い Rubicon が顕著に減少し、オートファジ
ーが異常活性化することが報告された。脂肪細胞特異的 Rubicon ノックアウトマウスにおいて
は、糖・脂質代謝異常が引き起こされ、糖尿病や脂肪肝などの生活習慣病を発症する。以上の
先行研究から、オートファジー活性を組織ごとに適切に制御することが、広範囲の疾病に対す
る予防戦略となり、健康寿命の延伸につながると考えられる。この戦略を実現させるための基
盤知見として、ライフステージや栄養状態によって変動するオートファジー活性を組織ごとに
理解する必要がある。しかし、現在、生理的条件下におけるマウス各組織のオートファジー活
性を定量評価する方法は確立されていない。 

 
（２）In vitro におけるオートファジー活性の評価法として、オートファゴソーム膜に局在す

る light chain 3-Ⅱ（LC3-II）や、LC3 と結合する p62/sequestosome 1（SQSTM1）をマーカータン
パク質として用いる方法が広く利用されている。LC3-Ⅱと結合するカーゴレセプターとして、
p62 や neighbor of BRCA1 gene 1（NBR1）などが同定されているが、中でも p62 は、LC3-
interacting-region（LIR）の他に、Phox and Bem1（PB1）や Ubiquitin-Associated（UBA）を含む
6 つのドメイン（Supplemental information 1A）を有しており、Keap1 や Raptor などの多様なシ
グナル伝達分子とも相互作用する。p62 などのカーゴレセプターは、オートファジーの進行に
伴ってオートファゴソーム膜内に隔離され、最終的には内膜に結合する LC3-Ⅱタンパク質とと
もに分解される。このような分解基質性から、p62 や LC3-Ⅱはオートファジーに特異的なマー
カー分子として用いられている。 

2016 年、水島らは新規オートファジー活性測定プローブとして LC3 に緑色蛍光タンパク質
（GFP）と赤色蛍光タンパク質（RFP）を融合させた、GFP-LC3-RFP-LC3ΔG プローブを開発し
た。このプローブタンパク質は、翻訳後、内因性 Atg4 の酵素活性により、LC3-RFP 間が直ち
に切断され、GFP-LC3 と RFP-LC3ΔG に分断される。LC3 は phosphatidylethanolamine（PE）修
飾を介してオートファゴソームに局在し、オートファジーにより分解されるが、PE 化に重要な
C 末端のグリシンを欠失した LC3ΔG はオートファジー分解を免れるため、細胞質内に留ま
る。これを利用して、GFP/RFP 蛍光強度比を算出することで、オートファジーフラックス（オ
ートファジーによる一連の分解過程）を定量する。水島らはこの遺伝子プローブを導入したゼ
ブラフィッシュ、及び、トランスジェニックマウスを作出した。ゼブラフィッシュの胚を用い
た実験により、水晶体では、網膜などの他の組織と比較してオートファジー活性が高いことが
見出された。さらに、トランスジェニックマウスの骨格筋組織では、筋繊維型によってオート
ファジー活性が大きく異なることが明らかとなった。また、最近、脳神経細胞におけるオート
ファジーを可視化するための PK-LC3（pHluorin-mKate2-human LC3B）蛍光プローブが開発され
た。このプローブは、LC3 に、pH 感受性の緑色蛍光タンパク質 pHluorin と赤色蛍光タンパク
質 mKate2 を融合させたタンパク質であり、オートファジーが誘導されるとオートファゴソー
ムに局在し、黄色蛍光を発する。リソソームとの融合により小胞内が酸性化すると、蛍光が赤



色に変化するため、オートファゴソームとオートリソソームを区別して観察することが可能で
ある。しかし、水島プローブに搭載されている GFP と RFP の励起/発光波長は、生体内に多量
に存在するヘモグロビンによる吸収・干渉を受けるため、生きた動物深部に位置する臓器のオ
ートファジー活性を評価することは困難である。また、PK-LC3 蛍光プローブ導入マウスは、
蛍光顕微鏡を用いて脳神経内のオートファジーを定量評価するために頭蓋骨を切除する必要が
あり、マウスの生理的条件におけるオートファジー活性を継続的に評価するには不向きであ
る。 
 
 
２．研究の目的 
 
上述した背景から、我々は二種類の近赤外蛍光タンパク質（miRFP670, miRFP720）によるプロ

ーブの標識を着想した。これらのタンパク質の励起/発光波長は近赤外光領域と呼ばれる 650-900 
nm の間にあるため、生体分子の吸収・干渉をほとんど受けず、近年、哺乳動物の生体深部イメ
ージング技術に広く用いられている。これまでに、GFP-LC3-RFP-LC3ΔG プローブの蛍光タンパ
ク質部分を近赤外蛍光タンパク質に載せ替えた miRFP720-LC3-miRFP670-FLAGx3 プローブを作
出したが、本プローブが in vivo ライブイメージングに応用可能かについて検証する必要が残さ
れている。そこで本研究では、新規に作出した本遺伝子プローブのオートファジー活性評価系と
しての妥当性を検証することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１） AAV-2/9 ベクターを用いて新規プローブ（miRFP720-LC3-miRFP670-FLAGx3）を BALB/c-

nu/nu マウスに発現させる。 
（２） マウス肝臓組織を回収し、ウェスタンブロット法によりプローブの発現を確認する。ま

た、IVIS spectrum による近赤外蛍光イメージングにより、生きたマウス個体内でプロー
ブの発現を確認する。 

（３） オートファジー誘導剤（Torin1）、もしくは、阻害剤（leupeptin）を投与したマウス個体
において、オートファジー活性の変動を近赤外蛍光イメージングで定量評価できるか検
証する。 

 
 
４．研究成果 
 
（１、２）眼窩静脈叢から AAV-2/9 ベクターを 6x1012 vg 投与した雄性 BALB/c-nu/nu マウスを
２週間飼育した後、屠殺し、肝臓組織を回収した。ウェスタンブロット法により肝臓組織におけ
るプローブの発現について検証したところ、確かにプローブタンパク質の発現を確認できた。ま
た、屠殺前のマウスをイソフルラン吸入麻酔下で近赤外蛍光イメージングに供したところ、肝臓
に相当する領域からの近赤外蛍光を生体外から定量検出することができた。 
 
（３）プローブを発現させた雄性 BALB/c-nu/nu マウスに対して、Torin1 を 20 mg/kg、または、
leupeptin を 40 mg/kg、腹腔投与し、4、もしくは、15 時間後にイソフルラン麻酔下で近赤外イメ
ージングに供した。その結果、肝臓組織に相当する領域からの近赤外蛍光強度は、薬剤投与によ
って変動しなかった。マウスを屠殺後、ウェスタンブロット法によりタンパク質レベルでもプロ
ーブの応答性を検証したが、想定される発現変動は認められなかった。 
 
以上の結果から、本プローブを用いて、オートファジー活性の変動を in vivo レベルで評価す

ることは不可能であると結論づけた。この原因として、in vivo イメージングに十分な蛍光強度を
得るために、マウスにプローブを過剰発現させていることが考えられる。miRFP720-LC3 が肝細
胞内に過剰に発現するため、PE 化反応が律速となり、十分に LC3-Ⅱへと変換されていない可能
性が高い。この仮説を裏付けるように、in vitro においても、HeLa 細胞にプローブを高発現させ
ると、オートファジー誘導剤・阻害剤による miRFP720-LC3 発現の変動が見られなくなった。こ
れらのことから、現在、オートファジー活性を評価するためのプローブ遺伝子として新たに p62
に着目しており、LC3 遺伝子を用いるプローブの問題点を解決できるのではないかと考えてい
る。 
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