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研究成果の概要（和文）：最近の研究から、オートファジーがミトコンドリアを選択的に分解することが知られるよう
になり、ミトコンドリアオートファジー（マイトファジー）と呼ばれている。マイトファジーは、ほとんどの真核生物
に認められるミトコンドリア分解機構であり、最近の研究から、特に機能低下に陥ったミトコンドリアを選択的に分解
している、即ち、マイトファジーはミトコンドリア恒常性維持に重要であると考えられるようになってきた。本研究で
は、マイトファジーを誘導する薬物を同定し、疾患治療への応用を検討することを目的として研究を行い、数種類のマ
イトファジー誘導薬物候補を同定した。

研究成果の概要（英文）：Mitophagy is a process that degrades cytoplasmic proteins and organelles. Recent 
studies revealed that autophagy selectively degrade mitochondria and this process is called mitochondria 
autophagy or mitophagy. Mitophagy is conserved within almost all eukaryote. Recently, it is known that 
mitophagy selectively degrade damaged or dysfunctional mitochondria, in another word, mitophagy 
contribute to maintain cellular mitochondrial homeostasis. In this study, we aim to identify the 
chemicals that efficiently induce mitophagy and applied the chemicals for clinical use. We identified 
several candidate chemicals which can induce mitophagy.
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１．研究開始当初の背景 
（１）オートファジーは、細胞内のタンパク
質やオルガネラを分解する機構であり、オー
トファジーによってミトコンドリアも分解
されていることは以前から知られていた。し
かし、オートファジーが他のタンパク質やオ
ルガネラと区別してミトコンドリアを選択
的に分解していることが知られるようにな
ったのは最近のことである。このオートファ
ジーによるミトコンドリアの選択的な分解
機 構 は マ イ ト フ ァ ジ ー (mitophagy; 
mitochondria autophagy の略)と呼ばれてい
る。 
 
（２）2007 年以降、国内外でマイトファジ
ーの研究が盛んに行われるようになり、主と
して 3つの研究グループが本領域を平行して
発展させてきた。一つは米国 NIH の Youle
らのパーキンソン病とマイトファジーの関
係に関する研究(Narendra D. et al. JCB 
2008 等)、二つ目は米国 St. Jude 小児病院の
Ney らのマイトファジーによる赤芽球から
のミトコンドリア除去の研究(Schweers RL. 
et al. PNAS 2007 等)、三つ目は大阪大学の
岡本らや本研究代表者らが中心となって行
っている出芽酵母におけるマイトファジー
の制御と分子機構の研究 (Kanki T. et al. 
JBC 2008、 Okamoto K. et al. Dev. Cell 
2009、 Kanki T. et al. Dev. Cell 2009、 
Kanki T. et al. MBC 2009 等)である。こう
した研究の結果、マイトファジーは非常に効
率的かつ選択的に機能低下した、もしくは余
剰に存在するミトコンドリアを分解し、ミト
コンドリアの品質を管理していることが明
らかになった。 
 
（３）上述のように、マイトファジーは種々
の病態にも関連し、ミトコンドリアの品質管
理に重要な役割を担っているにもかかわら
ず、未だに解明されていない点が多い。生命
現象の研究において、その現象を特異的に誘
導/抑制できる薬剤の存在は、その研究を発展
させる意味で非常に重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、研究代表者らがこれまでに確立し
てきたマイトファジーの簡便な検出法
（Kanki T. et al. JBC 2008、Kanki T. et al. 
Autophagy 2009）や、新たに作成したヒト
培養茶細胞でのマイトファジー観察法を用
いて、マイトファジーを特異的に誘導／抑制
できる薬物を同定することを目的としてい
る。 
 
３．研究の方法 
（１）マイトファジーは、ミトコンドリアを
オートファゴソームと呼ばれる脂質二重膜
が選択的に包み込んだ後、リソソームに運ん
で分解する現象である。リソソームは、細胞
内で唯一の酸性小器官であり、pH をモニタ

ーできるレポーターを使用することで、ミト
コンドリアのリソソームへの輸送を検出す
ることができる。 
 
（２）原理・方法： pH 感受性蛍光タンパ
ク質 Keima は、細胞質やミトコンドリア内
のような中性環境では 440nm の光で励起さ
れるが、リソソームに取り込まれ酸性環境に
なると 590nm で励起されるようになる
（Katayama et al. Chem Biol 2011）。ミト
コンドリア移行シグナルを付けた mt-Keima
を ヒ ト 培 養 細 胞 に 発 現 さ せ た 場 合 、
mt-Keima はミトコンドリアに局在し、
440nm 励起時のみでミトコンドリア特有の
チューブ状の像を示す（図 1 左上）。低酸素
刺激によりマイトファジーが誘導され、ミト
コンドリアが酸性オルガネラであるリソソ
ームに取り込まれると、それらが 590nm で
励起されるリソソーム内のドットとして観
察されるようになる（図 1 右下）。申請者ら
は、テトラサイクリン誘導性 mt-Keima 発現
細胞（HeLa、SH-SY5Y、A549 株）を樹立
し、感度良くマイトファジーを観察すること
に成功している（Hirota et al. Autophagy 
2015）（下図１）。 

（３）簡便性、定量性： mt-Keima 細胞で
は、生きたままの細胞でマイトファジーが検
出できるため、マイトファジー誘導刺激の 12
～24 時間後にそのまま蛍光顕微鏡で観察す
ることができる。下図右下のように、マイト
ファジーは鮮明なドットとして示され、マイ
トファジーが起こっていることは、目視で瞬
時に判定できる。本研究で使用する顕微鏡カ
メラ画像では３～５ピクセルのドットで示
され、コンピューターによるドット数の定量
も容易で、再現性が高く、目視と併用するこ
とでマイトファジー誘導が確実に定量的に
判定できる。 
 
（４）96well プレートで培養した mt-Keima
細胞に薬物を作用させ 24 時間後に GE 社ハ
イスループット顕微鏡 IN Cell Analyzer（対
物 40 倍）で 590nm 励起画像を取得し、ドッ
ト数を定量する。 
 
４．研究成果 



（１）予備実験等により、出芽酵母を用いた
マイトファジー観察よりもヒト培養細胞を
用いたマイトファジー観察の方が、細胞のサ
イズが大きいことなどから効率的であると
判断した。 
 
（２）マイトファジー誘導薬物のスクリーニ
ング：約１４００種類の化合物を mt-Keima
細胞に作用させ、マイトファジー観察、定量
した結果、７種類の薬物において、すでにマ
イトファジー誘導効果があることが報告さ
れているDFPがよりもマイトファジーが強く
誘導された（図２にスクリーニングの一部を
示す）。 

（３）マイトファジー阻害剤のスクリーニン
グ：約１４００種類の化合物を mt-Keima 細
胞に作用させ、低酸素培養にてマイトファジ
ーを誘導し、マイトファジーを観察、定量し
た。５種類の薬物においてマイトファジーが

効率的に抑制されていた。（図３にスクリー
ニングの一部を示す）。 
（４）現在、同定したマイトファジー誘導、
阻害薬物候補を現在さらに解析中である。 
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