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研究成果の概要（和文）：オートファジーは、細胞内に蓄積した不要物質を分解することで細胞内の恒常性を維持する
機構であり、その機能低下は様々な疾患に関連すると考えられている。しかしながら、オートファジー活性を測定でき
る臨床検査は存在しない。本研究では、オートファジー活性を測定する為に、pH依存的に励起波長が変化する蛍光タン
パク質Keimaを発現させた培養細胞（Keima細胞）を作成し、それらの細胞を利用して細胞内で起こったオートファジー
を蛍光顕微鏡により観察する実験を行った。Keima細胞を用いることで、高感度かつ半定量的にオートファジーを観察
できた。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a catabolic process that degrades cytoplasmic components and organell
es, and is maintain cellular homeostasis by eliminating unnecessary cellular components. Thus, the reducti
on of autophagic activity relates several disorders. However, it is difficult to measure the autophagic ac
tivity of patients. The goal of this study is to establish the method to measure the autophagic activity o
f patients for clinical use. As an initial step, we tried to observe autophagy in cultured mammalian cells
. To observe autophagy, we established pH-sensitive fluorescent protein Keima expressing cell lines (Keima
 cells). Using Keima cells, we succeeded to observe autophagy sensitively and semi-quantitatively. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)オートファジーは、栄養飢餓などのスト
レスにより誘導され、細胞内のタンパク質や
オルガネラをリソソームに運びこむことで
分解する現象である。オートファジーが細胞
内で機能しなくなった変性タンパク質や異
常オルガネラを選択的に分解することによ
り、細胞の機能を維持していることが最近の
研究で明らかになっている。 
(2)例えばアルツハイマー病やハンチントン
病では、蓄積しつつあるβアミロイドやポリ
グルタミンの凝集体をオートファジーが分
解することで、発症を軽減していることが明
らかになっている。また、オートファジー関
連遺伝子（ATG 遺伝子）ノックアウトマウス
では、神経細胞や膵β細胞にタンパク質凝集
体が蓄積し、それぞれ神経変性疾患様症状、
インスリン分泌不全を引き起こすことが知
られている。 
(3)オートファジーは、機能低下したミトコ
ンドリアを特異的に分解し、細胞内に異常な
ミトコンドリアが蓄積するのを抑制してい
る。このオートファジーによるミトコンドリ
ア分解はマイトファジーと呼ばれており、遺
伝性パーキンソン病の病因が、神経細胞での
マイトファジー不全による異常ミトコンド
リアの蓄積であることも最近明らかにされ
ている。 
(4)オートファジーの機能が低下すると、上
述している以外にも、発癌、肝機能障害、心
不全、脂質代謝異常など多くの疾患を呈して
くる。このように、オートファジーは細胞内
の不要物質を除去することで細胞機能を保
っており、細胞が持つオートファジーの活性
は、細胞の健全性の指標ともなりうる。 
(5)一方、細胞が持つオートファジー活性は、
加齢により低下するだけでなく、肥満や糖尿
病などのメタボリックな状態でも低下する
ことが知られており、患者個々人のオートフ
ァジー活性は病気の重症度や予後に影響を
与えるが、臨床症状や従来の検査法からオー
トファジー活性を推測することは困難であ
る。今後益々オートファジーと疾患との関連
が明らかになってくると考えられるため、患
者個々人の細胞が持つオートファジー活性
を知ることは、疾病予防ならびに治療方針の
決定や予後の推測に非常に重要である。 
２．研究の目的 
  本研究の最終目的は、低浸襲で採取可能な
末梢血を用いて、患者個人が持つオートファ
ジー活性能を測定する臨床検査法を確立す
るとである。しかしながら現状では、オート
ファジーの活性能力を測定する方法は、培養
細胞レベルでもほとんど確立されていない
ため、本研究では、最終的な臨床検査への応
用を目指すべく、培養細胞や動物由来の細胞

レベルでオートファジーの活性を測定する
手法を確立することをめざす。 
３．研究の方法 
(1)Keimaは620nmの赤色蛍光を示す蛍光タン
パク質であるが、周囲が細胞質のような中性
環境では 440nm で励起され、リソソーム内
(pH4 以下)では 590nm で励起される。Keima
を細胞質に発現させた場合、細胞質の Keima
は 440nm で励起され観察されるが、オートフ
ァジーが誘導された場合は、一部の細胞質
Keima が酸性領域リソソームに運び込まれ
590nm で励起され、点状の蛍光シグナルとし
て観察される。 
(2)様々な培養細胞に Keima を発現し、実際
にオートファジーが観察できるかどうか、観
察されるオートファジーが実際に起こって
いるオートファジーを定量的に反映してい
るかを観察する。 
４．研究成果 
(1)HeLa 細胞、A549 細胞、SH-SY5Y 細胞など
種々の培養細胞に、ドキシサイクリン依存的
に発現誘導できる Tet-Off 系制御下に Keima
を発現することができる細胞株を樹立した。 
(2)樹立した細胞に於いて、飢餓、ラパマイ
シン等でオートファジーを誘導した時に、予
想通りに590nmの光で励起されるドット状の
蛍光を観察することが出来た。 
(3)こうしたオートファジーの結果と思われ
る 590nm で励起されるドットは、リソソーム
を中和する塩化アンモニウムにより消失し、
また、オートファジーの阻害剤 3-MA で処理
することで消失した。さらに、オートファジ
ー必須の因子である、Ulk1、Vps34、Beclin1
の RNAi による発現抑制でも大幅に減弱する
ため、590nm で励起されるドッドはオートフ
ァジーを表していることが確認できた。 
(4)オートファジーを時間経過で観察すると、
栄養飢餓後 1-2時間程度で 590nm で励起され
るドットが観察できるようになり、その後、
24 時間程度まで、時間依存的にドットの数が
増加した。このことから、ドットの数がオー
トファジーの程度を半定量的に反映すると
思われる。 
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