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シグナル残存型マイトファジープローブ 
̶mito-SRAI̶

片山 博幸，宮脇 敦史

1. はじめに

元来，オートファジーは非選択的な分解システムと考え
られていたが，損傷したリソソーム 1），ER2）などのオルガ
ネラ，侵入してきた細菌 3），細胞内凝集体 4）などを選択的
に分解し，細胞の恒常性の維持に関与していることが明ら
かになってきた．マイトファジーはこうした選択的オート
ファジーの一つである 5）．障害のあるミトコンドリアは活
性酸素種や，シトクロムcなどのアポトーシス誘導分子を
放出し，細胞にとって有害である．マイトファジーは障害
ミトコンドリアを選択的に分解除去し，ミトコンドリアの
品質管理に寄与していると考えられている．
マイトファジーが誘導されると，障害ミトコンドリアは

オートファゴソームと呼ばれる二重膜構造体に取り込まれ
る．その後オートファゴソームはリソソームと融合し，内
部のミトコンドリアは加水分解酵素で分解される．
我々が開発したmito-SRAIは，リソソームに運ばれたミ

トコンドリアを，蛍光特性変化により検出するマイトファ
ジープローブである．本稿ではこのプローブの解説と，使
用の際に注意すべき点について概説する．

2. オートファジープローブSRAIの作製

LC3（MAP1LC3：microtubule-associated protein light 
chain 3）6）はオートファジーの検出に最も広く使用されて
いるマーカーである．特にGFPを連結したGFP-LC3は，
オートファジーの活性化に伴い細胞質での輝点を呈し，こ
の現象の可視化を可能にしている．しかしこの分子はオー

トファジーがどれだけ起こったかを検出するマーカーで
あり，マイトファジーなどの選択的オートファジーによっ
て，目的の基質がどれだけ分解されたかの観察には適して
いない．
我々が以前発表したKeimaは，この目的に合致する選択
的オートファジープローブであり，任意の基質をラベルす
ることで，その選択的オートファジーを観察することがで
きる 7）．このKeimaをミトコンドリアに局在させたプロー
ブがmt-mKeimaで，培養細胞でのマイトファジーを簡便
に可視化検出することができた．しかしKeimaのオート
ファジーシグナルは可逆的であり，固定などの処理で死ん
だ細胞では失われてしまうため，免疫染色との共観察や，
マウスなどの動物個体からの標本作製は困難であった．

SRAI（Signal Retaining Autophagy Indicator） はKeimaの
この欠点を改善したオートファジープローブである 8）．こ
のプローブは以下のような作動原理により非可逆的なオー
トファジーシグナルを達成している．
特異的，非特異的を問わず，細胞内成分を取り囲んだ
オートファゴソームは，最終的には酸性のリソソームと融
合し，その内容物はリソソーム内の加水分解酵素によって
分解される．ほとんどのタンパク質もリソソーム内の酸性
環境で変性して分解されるが，一部のサンゴ由来の蛍光タ
ンパク質はこのようなリソソーム環境に抵抗性を有し，蛍
光を保持し続ける 9）．我々はこのようなリソソーム環境耐
性蛍光タンパク質と，リソソーム環境感受性蛍光タンパク
質の二つの蛍光タンパク質を組み合わせることで非可逆的
なオートファジープローブを作製した．
さらに，FRETを利用してオートファジー前後のシグ

ナル変化率を高める狙いから，リソソーム環境耐性の
TOLLESとリソソーム環境感受性のYPetの蛍光タンパク
質ペアを採用した（図1A）．TOLLESの蛍光スペクトル
とYPetの吸収スペクトルには十分な重なりがあり（図
1B），定常状態ではTOLLESからYPetへのFRETによって
TOLLESの蛍光は低く抑えられ，YPet優位の蛍光を呈して
いる（図2A）．
オートファジーによりプローブがリソソーム内腔に運ば
れると，YPetは酸性環境下で消光，分解されて，FRETの
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解消が起こり，抑制されていたTOLLESの蛍光は元に戻っ
てTOLLES優位の蛍光に変化する（図2B）．SRAIのこの
シグナルは固定してリソソーム内腔が中性になっても消え
ることはなく（図2C），免疫細胞染色や免疫組織染色に利
用可能である．
実際に培養細胞を用いてSRAIの性能を検討してみたと
ころ，栄養飢餓によるオートファジーによりオートリソ
ソーム由来のシグナルが出現した．このシグナルは固定後
も消失せず，SRAIが非可逆的なオートファジープローブ
として機能することが示された（図3）．

3. シグナル蓄積型マイトファジープローブmito-SRAI
の作製

このSRAIをミトコンドリアに局在させればマイトファ

ジープローブとして機能する．プローブの局在場所につい
ては，ダメージを受けたミトコンドリアの外膜タンパク質
がユビキチン‒プロテアソーム系で分解されているという
報告があり 10），正確なマイトファジーの定量のためには，
プローブを外膜に発現させるのは好ましくないと考えられ
るため，ミトコンドリアマトリクスへの局在を試みた．し
かし蛍光タンパク質二つからなるSRAIはかさ高く，局在
性能が高いcoxVIIIシグナル配列を2回繰り返した局在化
タグ 11）でも，ミトコンドリアマトリクスへの完全な局在
は達成できなかった（図4A）．
細胞質でのプローブの残留は，オートファジーをマイト
ファジーと誤認する偽陽性の原因となるため，可能な限り
排除することが望ましい．そこで我々はデグロン配列を利
用してこれを改善した（図4B）．細胞質に存在するデグロ
ン配列つきのプローブは，プロテアソームにより特異的に

図1 SRAIに使用したTOLLES, YPetの励起，蛍光，吸収スペクトル
（A） SRAIを構成するTOLLES, YPetの励起・蛍光スペクトル．励起スペクトルを点線で，蛍光スペクトルを実線で
示している．（B） FRET効率に重要なdonor（TOLLES）の蛍光スペクトルとacceptor（YPet）の吸収スペクトルの重
なり部分を斜線で示す．

図2 オートファジープローブSRAIのモデル図
（A） SRAIはTOLLES（T）からYPet（Y）へのFRETが起こっており，中性の細胞質やミトコンドリアではYPetの蛍
光が優勢となる．（B）オートファジーによりSRAIがリソソームに移行すると，YPetは酸性環境下で消光，分解
される．これに対し，TOLLESは酸性環境下でも安定で，消光も分解もされない．この結果FRETが解消されて
TOLLESの蛍光強度が増すため，オートファジー前後のレシオ変化量をさらに増大させる．（C） YPetは分解されて
いるため，固定などでリソソーム内が酸性でなくなっても蛍光変化はそのまま維持され，オートファジーシグナル
が残存する．
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図3 SRAIを用いた哺乳類細胞でのオートファジーの可視化検出
SRAIを細胞質に発現したMEF細胞を用いてオートファジーの可視化検出を行った．下段のオートファジーシグナ
ルはTOLLES/YPetのレシオ画像から算出した高レシオ領域を示す．HBSSによる栄養飢餓によりオートファジーを
誘導した細胞では，リソソームに運ばれて蛍光特性が変化したSRAIによるオートファジーシグナルが観察される．
このシグナルは4％パラホルムアルデヒド固定後でも残存する（バー : 20 µm）．

図4 マイトファジープローブmito-SRAI
mt-SRAI, mito-SRAIのドメイン構造（上），局在の模式図（中），これらのプローブを発現した細胞の画像（下）（バー : 
20 µm）．（A） 2回繰り返したcoxVIIIシグナル配列を，SRAIのN末端側に付加したプローブ（mt-SRAI）の局在．ミ
トコンドリアマトリクスに局在できなかったプローブが，細胞質にいくらか漏れている．（B） mt-SRAIのC末端側
にCL1, PEST配列を付加したプローブ（mito-SRAI）の局在．細胞質の漏れたプローブはプロテアソームにより分
解され，きわめて厳密なミトコンドリア局在が達成される．ミトコンドリアマトリクスに正しく局在したプローブ
はプロテアソームの影響を受けないので，蛍光強度低下はほとんどなく，強い蛍光が保たれる（バー : 20 µm）．
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分解されるが，ミトコンドリアマトリクス内にはプロテア
ソームは存在しないため，正常に局在したプローブは分解
されない．これにより，細胞質に残存する画分の除去とミ
トコンドリアでの蛍光強度維持の両立が可能となる．ミト
コンドリア移行前のプローブの，過剰な分解は蛍光強度低
下を招くため，ちょうどよい塩梅の分解を誘導するデグロ
ン配列の組合わせを検討し，最終的に，プローブのC末端
側に，大腸菌由来のCL1配列とマウスオルニチンデカル
ボキシラーゼのPEST配列を連結し，これをmito-SRAIと
した．このmito-SRAIは，きわめて良好なミトコンドリア
局在と強い蛍光強度を示し，培養細胞を用いてマイトファ
ジーを誘導したところ，オートリソソーム由来のマイト
ファジーシグナルが検出された．このシグナルは固定後も
消失せず，mito-SRAIが非可逆的なオートファジープロー
ブとして機能することが示された（図5）．

4. mito-SRAI使用時の注意点

mito-SRAIのシグナルは分解されず蓄積されていくた
め，高感度で定量性を有しているが，それに伴う注意点が
存在する．このプローブは発現している間，基底レベル
の，あるいは分化やストレスによるマイトファジーのシグ
ナルを蓄積し続け，目的の実験を妨げる量のバックグラン
ドシグナルを貯め込んでしまう危険性をはらんでいる．
我々は，こうした偽陽性を可能な限り避けるために，細

胞系ではTet発現システムなどの誘導発現系を用いて必要
なときにだけプローブを発現して，望まぬシグナルの混入

を排除しており，今回紹介したデータもそのような配慮の
もとに得られたものである．
また，mito-SRAIのこの特性は，発現期間の長いトランス
ジェニックマウスでより深刻な問題となる．実際，恒常的
mito-SRAI発現マウスではさまざまな臓器でシグナルの過
剰蓄積が観察され，観察の妨げとなっている（データ未発
表）．このようなバックグラウンドを排除するために，Tet
発現システムやCre-ERT2などの誘導系を利用して目的の期
間のみプローブを発現するマウスをデザインすべきである．

5. おわりに

本稿では，マイトファジープローブmito-SRAIのデザイ
ンと作動原理，および使用時に注意すべき点について解説
した．
マイトファジーが報告されてから10年以上が経過し，
そのメカニズムに関する知見は蓄積されつつある．しかし
生体内でマイトファジーがいつ，どれだけ誘導され，それ
が個体の恒常性，および疾患の発症にどのように関与して
いるのかについては，いまだ不明な点が多い．

mito-SRAIは比較的簡単に，マイトファジーを検出でき
るプローブであり，個体でのマイトファジー観察にも使用
できる．このプローブを発現する細胞や動物を使用して，
マイトファジーに関する知見やこの現象が関与する疾患の
発症メカニズム，マイトファジーを促進して障害ミトコン
ドリアを除去する治療薬の研究開発が発展することを期待
してやまない．

図5 mito-SRAIを用いた哺乳類細胞でのマイトファジーの可視化検出
mito-SRAIとParkinを発現したMEF細胞を用いてマイトファジーの可視化検出を行った．下段のマイトファジーシ
グナルはTOLLES/YPetのレシオ画像から算出した高レシオ領域を示す．CCCPによりマイトファジーを誘導した細
胞では，蛍光特性が変化したプローブによるマイトファジーシグナルが観察される．また，このシグナルは4％パ
ラホルムアルデヒド固定後も消えることはない（バー : 20 µm）．
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