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研究成果の概要（和文）：細胞中のオートファジーを, 生きた細胞で検出するための発光検出系を開発した.発光タン
パク質ルシフェラーゼを２断片に分割し, ルシフェラーゼ再構成を利用して, オートファジーの際に形成される小胞「
オートファゴソーム」の構成成分にルシフェラーゼ断片を融合させる形でプローブを作製した.プローブをヒト培養細
胞に導入したのち, 血清およびアミノ酸を除いた培地に置き換えてオートファジーを誘導した. 結果, 種々のプローブ
ペアは発光を生じた. さらには異なるルシフェラーゼペアを導入する事で, より発光強度の強いオートファジー検出プ
ローブの作製に成功した.

研究成果の概要（英文）：We developed a new bioluminescence monitoring system for detecting autophagy in li
ving cells. We have an optical technique for monitoring protein-protein interactions in living cells based
 on complementation of split fragments of luciferase. By connecting proteins that composed autophagosome m
embrane with the luciferase fragments, we were able to develop the system to detect the conformation of au
tophagosome as a model of autophagy. 
These probes were induced to human cultured cells and measured the luminescence with serum starvation. Eac
h pairs showed significant increasing of luminescence counts. We also arranged the probes for improving th
e luminescence intensity. By exchanging the luciferase to other type, the luminescence intensity was incre
ased about 100 times than old types. Consequently, the method enables rapid and reliable approach for the 
monitoring of autophagy in cells and living subjects. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞の「分解」の経路にはいくつか種類が
あるが, そのひとつ, オートファジーは膜
組織が分解予定成分を包み込み, オートフ
ァゴソームと呼ばれる小胞として分解経路
へと運ぶ現象である.  

 オートファジーに関して, その分解作業
のメカニズムや, どのように分解する成分
を識別しているのか, といった基本的なシ
ステムについては未知の部分が多い. さら
にオートファジー解析が困難な理由として, 
その解析技術が発展していないことも挙げ
られる. 既存の手法では細胞を破壊して定
時点での各成分量を確認するだけであり, 
経時的にオートファジー反応を定量する技
術は皆無である. 

 これまでに申請者は, 細胞内タンパク質
の動態変化および相互作用を, 生きた細胞
下で発光反応として検出する手法を開発し
ている. 発光検出は定量性に優れており, 
さらに申請者が用いている手法は従来法と
比較して, より定量の困難な現象に対して
も有効である. この技術をオートファジー
解析に応用する事によって, これまで困難
であったオートファジー反応の定量的検出
を実現できる.  

 

２．研究の目的 

細胞中のオートファジーを, 細胞が生きた
状態で検出するためのプローブおよび検出
系を開発する. オートファジー反応におい
て変動する様々なタンパク質の挙動を複数
同時に検出できるシステムを開発し, それ
ぞれを数値として置き換えることでオート
ファジーを定量化する. 

 

３．研究の方法 

発光タンパク質ルシフェラーゼを用いて, 
オートファジー検出用のプローブを作製す
る. ２断片に分割したルシフェラーゼが接
近すると再構成を起こし発光が回復する現
象を利用する. オートファジーの際に形成
される小胞「オートファゴソーム」において
その構成成分にルシフェラーゼ断片を融合
させる形でプローブを作製する. オートフ
ァゴソームの形成時にプローブ同士が接近
することで, オートファジーの進行を発光
検出する. 

 

４．研究成果 

(1)ヒカリコメツキムシ由来ルシフェラーゼ
を用いたプローブの開発 

 はじめに, ホタルルシフェリン系のルシ
フェラーゼ種のなかでも最も発光値が高い
ヒカリコメツキムシ由来緑ルシフェラーゼ 
(Emerald Luc) を選択し, プローブ開発を行
った. Emerald Lucの再構成系での切断位置
は既に決定されているため, オートファジ
ー関連遺伝子とPCRおよびライゲーション
法を用いてベクター上で融合した. オート
ファジー関連遺伝子として, 当初は,オート
ファゴソームの形成時の膜成分である
「LC3」および, オートファゴソームがリソ
ソームと融合するタイミングを捉えるため
リソソーム膜上の「LAMP-1」をターゲット
と定めプローブの作製を行った. しかしな
がら, オートファジーの後期ステップのみ
の検出では, オートファジーの全容を捉え
るには不十分であるとの理由から, オート
ファジー初期における膜タンパク質DFCP-1
や, シグナルタンパク質ATG14などもター
ゲットとして導入する事とした.   

 精製したほ乳類細胞発現ベクターをヒト
培養細胞に導入したのち, その発光値を確
認した. オートファジーは培地の栄養条件
が劣悪になった場合に誘導されることから, 
血清およびアミノ酸を除いた培地に置き換
えて培養を行った. 作製した発光プローブ
は, LC3とLAMP-1のペアも, その他の各種
組み合わせも, 細胞に導入した結果発光を
生じた. さらにはオートファジーを誘導す
る各種刺激に対しても明確に反応を示した. 
従い当初の予定通り, プロトタイプとなる
発光プローブの開発を実現した. ただし, 貧
栄養下では細胞自体の活性も低下している
ため, 内在コントロールとして, ウミシイタ
ケ由来ルシフェラーゼの全長を同時に導入
することにした. ウミシイタケ由来ルシフ
ェラーゼの発光値でプローブの発光値を補
正した結果, やはり貧栄養下でプローブの
発光値が上昇していることが確認された. 
従って, ルシフェラーゼの発光値を補正す
るため, Emerald Lucの波長とは異なる別の
ルシフェラーゼを同時に細胞に導入する必
要性がある. 

 

(2) NanoLucを用いたプローブの開発 

 現時点でのプローブの発光強度は最低限
の感度を満たしているが, 細胞イメージン
グなどの用途には向いていない. また, 細胞
内環境の変化に発光強度が影響を受け易い. 
そこで,発光強度が強く且つ安定している
NanoLuc ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 導 入 し た . 
NanoLucは再構成法上での最適な切断位置
が決定されていないため,まず, NanoLucの再
構成法上での最適な切断位置を決定した. 
切断位置の予測に関しては, 先行論文を参



照し, アミノ酸配列の特徴, 極性から候補位
置を選出して随時確認した. 最終的に決定
した切断位置でNanoLucを分断し, オートフ
ァジー関連遺伝子と融合させて細胞用発現
ベクターを作製した. 精製した発現ベクタ
ーをヒト培養細胞に導入したのち, その発
光値を確認した. その結果, オートファジー
の誘導により, Emerald Lucプローブと比較
して, 100倍以上の発光値が観測された. 

 

(3) pH変化の検出をベースにしたオートフ
ァジー検出プローブの開発 

   ルシフェラーゼ再構成法を, オートファ
ゴソーム形成時のタンパク質間相互作用で
はなく, 膜環境変化を捉える目的で新規に
プローブを開発した. 植物の光応答性タン
パク質Phototropin1内のLOV-J タンパク質
領域は, 青色光刺激によって構造が変化し
たのち再び元に回復する性質がある. この
回復速度はpH値に依存している. そこで, 
２断片に分割したルシフェラーゼタンパク
質をそれぞれLOV-J のN末端, C末端へ連
結する. 暗所では両断片が接近し, ルシフェ
ラーゼ再構成の原理により発光する. 青色
光照射によってLOV-J の構造変化が起こ
ると, 再構成が解除され発光値は減少する
が, 構造の回復と共に発光値も回復する. こ
の発光値の回復時間を計測する事で, pH変
化を検出する. オートファゴソーム膜内の
pHは外部に比べて酸性に保たれているため, 
同プローブを局在させた場合, 回復時間の
変化によって, オートファゴソーム形成の
度合い, すなわちオートファジーの進行程
度を見積もることが可能となる. 

 作製したプローブを培養細胞へ導入して, 
顕微鏡下で観察しながら, 光刺激を行い発
光回復現象を誘導した. さらにこの回復時
間から, 細胞内pHを計算するプログラムを
開発し, 新規なpHイメージング法を確立し
た. オートファジーの誘導によって, この
pHイメージが酸性に傾くことが確認された. 
したがって, オートファジー進行がpH変化
を介して検出できることを証明した.  

 また, 同プローブを生きたマウス皮下に導
入して, オートファジーが起きる要因の一
つである, 低酸素環境を作り出し, その際の
pH変化も観察した. 導入したマウス脚の血
管をクリップで虚血して, 低酸素環境を作
り出した結果, pHの低下がやはり観察され, 
さらには虚血解除によるpHの回復も確認で
きた. 従って, オートファジーにおけるオー
トファゴソームの形成を介して, 個体下に
おいてもオートファジー環境の変化を捉え
る事が可能であると期待された. 

この成果は, 発表論文③を中心に公表した. 
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