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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアの進化の多様性を理解することを目的として、主に嫌気的原生生物等を用い
たミトコンドリア関連オルガネラのタンパク質構成因子、生理機能、タンパク質・代謝物輸送装置、分裂装置等の分子
レベルでの同定と機能解析並びに関連した全ゲノム解析等を実施し、多方向性のミトコンドリア進化の様態を解明し、
進化の方向を決定する因子に関する様々な知見を獲得した。

研究成果の概要（英文）：We aimed at demonstration and elucidation of multidirectional evolution of 
mitochondria in eukaryotes, particularly in anaerobic protists. We mainly elucidated physiological 
functions, protein/metabolite transport mechanisms, quality control mechanisms, genomic and 
transcriptomic regulation of highly divergent mitochondrion-related organelles such as mitosomes and 
hydrogenosomes in protists. Our studies demonstrated the unique mechanisms that evolved under anaerobic 
and free living / parasitic conditions in detail, and gave insights into evolultionary constrains leading 
to such diversities.

研究分野： 生化学・細胞生物学・感染症・寄生虫学・原生生物学・代謝・小胞輸送・病原機構・創薬
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１．研究開始当初の背景 
本研究は、マトリョーシカ型進化原理の内部共生に伴う
オルガネラと真核生物の進化を理解する取り組みの一
つとして、ミトコンドリアの進化の多様性を理解するた
めに実施された。ミトコンドリアは α プロテオバクテ
リアの内部共生を由来とするが、宿主による隷属化、嫌
気適応に従い、縮退進化を遂げる。その変化の方向性と
様態は多様である。しかし、ミトコンドリアの進化多様
性に関する知見はオピストコントやアーケプラスチダ
などの大グループのごく一部の生物群について報告さ
れているのみであり、真核生物の他の大グループのミト
コンドリア進化に関する知見はほとんど存在していな
かった。とくに典型的なミトコンドリアが嫌気・微好気
環境に適応した結果生ずると考えられていたミトコン
ドリア関連オルガネラ（MRO）に関する知見は、真核
生物系統樹の中に散在するごく一部の寄生虫に関して
報告があるのみで、その進化プロセスに関する研究はま
だ行われていなかった。そこで、以下の大きく 4 点の
研究を行った。 
	 嫌気適応を果たしたヒトの大腸に寄生する赤痢アメ
ーバや Entamoeba属原虫の高度に縮退したミトコンド
リア（マイトソーム）の生理機能、タンパク質・代謝物
輸送機構、分裂・品質保証等オルガネラ維持機能の解析
を行った。更に、典型的なミトコンドリアをもたない嫌
気性の生物群フォルニカータに属す生物種を対象に、ゲ
ノム・EST解析及び MROのプロテオーム解析を行い、
比較解析を目指した。 
	 また、ミトコンドリア DNA（mtDNA）に病原性突然
変異を有するミトコンドリア病モデルマウスを複数系
統は、ヒトミトコンドリア病の症状の一部をよく模倣す
るが、ヒトでみられる症状の全てが再現される訳ではな
い。その理由として、ヒトでは mtDNA突然変異の種類
が数多く知られており、変異ごとに病態も異なることに
加え、核 DNAの多様性も病態の発症メカニズムに関わ
っていることが考えられた。この仮説を証明するために
は、既存の病態モデルマウスにおいて核 DNAにも変化
を加えること、さらにこれまで樹立されたものとは異な
るmtDNA突然変異を有する新規病態モデルマウスの作
出という 2つのアプローチが必要であった。 
	 更に、進化的位置の不明確な Kudoa aseptumpunctata
のミトコンドリアの解析を行うこととした。Kudoa 
aseptumpunctata は養殖ヒラメ喫食後の平均６時間を
潜伏期とする嘔吐・下痢の原因病原体 であり、次世代
シークエンサーによるメタゲノム解読法で発見された。
Kudoa septempunctataは、ミクソゾア門に属する後生
動物で、数個の細胞からなる簡単な個体構造を持つ。ミ
クソゾアは、魚と環形動物への交互寄生という独特の生
活環を持つが、ゲノムは未解読で進化も不明である。
Kudoa septempunctataの生活環から寄生による個体構
造の退化が特徴的であり、予備的なゲノム情報からもマ
トリョーシカ的な退化を伴うゲノム縮退が生じている
貴重なモデル生物であることが示唆されていた。 
２．研究の目的 
	 赤痢アメーバのマイトソームの生理機能を明らかに
する。特に硫酸活性化によって合成された活性硫酸
PAPS の役割と PAPS によって合成される硫酸化脂質
の性状と機能を明らかにすることを目指した。同時に、
赤痢アメーバのマイトソームへのタンパク質輸送機構
をインシリコ解析による同定するとともに、生化学的・
遺伝学的・細胞化学的方法でその特徴を明らかにするこ
とを目指した。同時に、赤痢アメーバのマイトソームの
分裂・融合の分子機構を明らかにすること、赤痢アメー
バマイトソームの新規膜タンパク質を同定し、その維持
機構を統合的に解明することを目指した。 
 更に、嫌気環境下におけるミトコンドリア進化の多様
性を明らかにするために、典型的なミトコンドリアをも
たない嫌気性の生物群フォルニカータに属す生物種を
対象に、ゲノム・EST 解析及びミトコンドリア関連オ
ルガネラ（MRO）のプロテオーム解析を行い、得られ
たデータを他のフォルニカータ生物種および姉妹群で
あるパラバサリアに属す生物種と比較解析することに
より、退化型ミトコンドリアの機能および関連する代謝

や情報発現機構の分子進化を解明しようとした。また、こ
れまでにミトコンドリア全ゲノム配列データの報告のな
い多様な新奇真核非モデル微生物におけるデータの取得
とそれらに基づく比較解析から、真核生物におけるミトコ
ンドリアゲノム進化の概要を明らかにしようとした。 
	 	 更に、核 DNA と mtDNA それぞれを改変したマウス
の解析を通じて、核 DNA と mtDNA がミトコンドリア病
の病態発症メカニズムにどのように関わっているかを解
明する。また、Kudoa septempunctataの特徴的な生活環
ゆえにゲノム情報等の遺伝情報は乏しいがめ、総合的なゲ
ノミクスおよびトランスクリプトーム解析を用いてマト
リョーシカ的な交互寄生に依存する生命の特徴を理解す
ることを目的とした。 
３．研究の方法 
	 赤痢アメーバの培養は HM-1:IMSS cl6 株を用いて常法
によって行った。栄養型の形質転換、マイトソーム分画・
精製、組換えタンパク質作製、35S硫酸ラベル化、蛍光顕
微鏡観察、等は論文に詳細に記載された方法により行った。 
	 フォルニカータ生物群に属する 4つの典型的なmtをもた
ない生物種、CLO-NY0171株、Kipferlia bialata、Dysnectes 
brevis、Trepomonas sp. について NGS 解析によりトラン
スクリプト―ムデータを得、フォルニカータ生物群の系統
樹の推測を行った。次に、それぞれの生物種に関して、培
地中に存在する餌バクテリアの種類を 1 種のみにすること
を目標に二者培養系の確立を目指した。二者培養系が確立
できた K. bialataと、ほぼ二者培養系に近い状態が確立でき
た D. brevisの 2生物種について NGSによる全ゲノム解析
を実施した。得られたデータおよび既存のデータをもとに
比較ゲノム・トランスクリプトーム解析を行い、MROの機
能進化に関する推測を行った。一方、さまざまな新奇真核
微生物に関して、mtゲノム解析を実施した。 
	 	 mtDNAに病原性突然変異を現有するミトコンドリア病
モデルマウスの病態発症メカニズムにおける核DNAの関与
を検討するために、核 DNAにコードされたミトコンドリア
分裂因子 Drp1を組織特異的に欠損したマウスを樹立し、野
生型 Drp1を有するモデルマウスとの病態比較を行った。ま
た、mtDNAに病原性突然変異を有するモデルマウスを新た
に樹立するために、マウス培養細胞のスクリーニングを実
施し、新規の病原性突然変異型 mtDNAの探索を行った。 
	 Kudoaのゲノム情報解析は以下のように実施した。Kudoa 
septempunctata に感染している養殖ヒラメの冷凍切身を
PBS で懸濁し、浮遊してきた直径約 10 µm の細胞を 100 
µmフィルターにてゴミを除いて純度をあげ回収した。DNA
精製は常法のプロテアーゼ処理後、QIAGEN カラムにて精
製した。精製ゲノム DNAを用いて イルミナ GAIIx /MiSeq 
もしくは PacBio１分子シークエンサーにて配列解読した。
SSPACEおよびHGAP2 にて de novo assembly を行った。
トランスクリプトーム解析は以下のように行った。ヒト直
腸ガン細胞 Caco2 に生 Kudoa septempunctata を接種し
て、経時的に Caco2 の total RNAを調製して mRNAを精
製後、ScriptSeq v2 kit にて RNA-seq ライブラリーを作成
した。配列解読は MiSeq v3 kit 150 cycle にて行った。情報
解析は CLC Genome workbench v7.5 で行った。 
４．研究成果 
a. 赤痢アメーバのマイトソームで合成された活性化硫酸
の最終産物の同定と機能解析 
	 赤痢アメーバの栄養型を 35S 硫酸でラベルし、脂質
を抽出、OASIS カラムで精製し、２次元薄層クロマト
グラフィーデ展開し、8種類の SL1-8と分離された脂質
を得た。SL1の構造を NMRにより分析し、コレステロ
ール硫酸(CS)であることを決定した。更に、赤痢アメ
ーバゲノムから硫酸転移酵素 SULT1-10 の遺伝子を探
したところ、10 種のアイソエンザイムが発見された。
それぞれの遺伝子の発現抑制体を small antisense RNA
触媒遺伝子サイレンシング(gs)法で作製した。硫酸転移
酵素 SULT6を gsしたときのみ SL1=CSの合成が阻害
され、SULT6 が責任遺伝子であることが示された。更
に、SULT6 の遺伝子発現プロファイルを解析すると、
その mRNA の発現量が嚢子化(encystation)で顕著に増
加することが示された。CSの嚢子化における関与を示
すために、硫酸活性化の初段酵素 ATPスルフリラーゼ
(AS)の阻害剤 chlorate を培養アメーバ細胞に添加した
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ことろ、CSの合成と嚢子化の効率が比例して抑制さ
れた。以上のことから、赤痢アメーバの特殊進化し
たミトコンドリア＝マイトソームが区画化された硫
酸活性化経路を利用して CS の合成と嚢子化の制御
の機能するという新しいミトコンドリア進化の様態
を示した。アメボゾア Amoebozoaにおけるミトコン
ドリアの進化過程は以下のように予想された。 

 
b. 赤痢アメーバマイトソームのタンパク質輸送機構の
解明 
赤痢アメーバゲノム中には外膜・内膜の輸送体で他種生
物で保存したタンパク質は外膜の TOM40と呼ばれる中
心孔のみであった。TOM40 の複合体を免疫沈降法で分
離し、構成因子を同定したところ、TOM60 とその後名
付けた 60kDaの TPRドメインを有するタンパク質が同
定された。TOM60 はマイトソームマトリクスタンパク
質である ATP スルフリラーゼと膜タンパク質のシャペ
ロンである Hsp20, Hsp70と結合し、マイトソームへの
タンパク質の受容体・輸送体であることが明らかとなっ
た。TOM40, TOM60の gs株は増殖阻害を示し、マイト
ソームタンパク質輸送機構が栄養型の増殖に必須であ
ることが示された。 

 
c. 赤痢アメーバの新規ベータバレル型タンパク質の
同定 
In silico予測により、30kDaの新規ベータバレル型タ
ンパク質 MBOMP30を同定した。MBOMP30はマイ
トソームの外膜に存在することが免疫電子顕微鏡、細
胞分画法、生化学的手法により確認された。また円二
旋光法によりベータストランドリッチな三次元構造
が確認された。 
d. 赤痢アメーバの新規マイトソームタンパク質の同
定 
	 赤痢アメーバのマイトソームプロテオームの中か
ら 25種の膜貫通領域 TMをもつタンパク質を選択し、
局在解析を行い、そのうち 3 種類のタンパク質がマ
イトソーム局在であることを確認した。 
e. ミトコンドリアの嫌気的進化の多様性 
	 4種のフォルニカータ生物、K. bialata, D.  brevis, 
CLO-NY0171, Trepomonas sp.の NGSデータに基づ
く比較解析から、フォルニカータ生物群に関する高
解像度の系統樹を推測することができた。また、MRO
における嫌気的エネルギー産生経路の進化において、
関連酵素の獲得や別の酵素への転換に遺伝子水平転
移が大きく貢献していることが明らかとなった
（Kolisco, Kamikawa,  Leger et al. 投稿中）。さらに、
MROのプロテオーム解析、タンパク質局在解析を進
めるための予備的解析を行った。Mtゲノム解析に関
してはハプト藻類 Chrysochromulina sp.、カタブレ
ファリス類 Leucocryptos marina、クリプティスタ生
物群の原始系統 Palpitomonas bilix、クロララクニオ
ン藻 Lotharella oceanica、ディスコバ生物群に属す
ことが判明した鞭毛虫 Tsukubamonas globosa、お
よび有中心粒太陽虫の未記載株に関して、mtゲノム
配列データを得ることができ、mtゲノムの多様性に

関 す る 新 知 見 を 明 ら か に し た 。 と く に 、
Chrysochromulina sp., L. marina の解析からイントロ
ン転移に関する複雑な進化史が明らかとなり、T.  
globosa の解析からはこれまでに例のない新規のミト
コンドリア DNAコード遺伝子が発見された。 
f. 哺乳動物細胞におけるミトコンドリア病の分子基盤
の解明 
Drp1 を欠損したマウスでは、野生型 Drp1 を有するマ
ウスと比較して病態が重篤化することを確認した。この
結果は、ミトコンドリア病の病態形成に、mtDNAだけ
でなく核DNAにコードされた遺伝子の機能も大きく関
与することを示しており、核-ミトコンドリア間クロス
トークが病態形成に影響を及ぼしていることが明らか
となった。 
また、マウス培養細胞のスクリーニングから、ヒトミ

トコンドリア病患者において症例報告がある点突然変
異と相同な点突然変異を有するクローンを見出し、この
変異を濃縮することに成功した。現在、当該変異をマウ
ス ES細胞に導入し、キメラマウスの作出を通じて新規
病態モデルマウスの樹立を試みている。 
g. Kudoa septempunctataのゲノムおよびミトコンドリ
アゲノム解析 
	 Kudoa septempunctata の全ゲノム解読とミトコン
ドリア DNA配列を解読した。配列情報と合わせて光学
マッピング法(Argus system) により全ゲノム制限酵素
地図を作成した。ゲノムサイズ 83 Mbで二倍体の 3本
の染色体からなることを明らかにした。 
 
 
 
 
	 従来のミトコンドリアDNAの常識を覆す遺伝子構成
（rRNA, COX1,COX2, ND1, ND5, CYTBのみ）であり、
極度な遺伝子縮退が生じていることが示唆された
(PLoS One. 2015 Jul 6;10(7):e0132030)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ミクソゾアの生物分類は刺胞動物もしくは左右相称動物
であるのか未だ謎に包まれたままの生物であり、今後、
近縁種の配列情報を内包した比較ゲノム解析が有効だと
思われる。 
h. Kudoa septempunctataのトランスクリプトーム解析	  
	 環形動物と魚類を交互寄生して生存する Kudoa 
septempunctataのゲノム情報を活用し、トランスクリプ
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トーム解析を行った。ヒト腸管培養細胞 Caco2との接
触により、培養細胞の遺伝子発現がどう変化するか検
討した。炎症性ケモカインCcl20およびアクチンActa2 
の転写増強が顕著であり、Kudoa septempunctataとの
接触により炎症応答と細胞内骨格のリアレンジメント
が生じていると推察された。 
 
 
 
 
 
 
i. Kudoa septempunctata の Multi-locus Sequencing 
Typing	 (MLST) 法の開発 
	 解読したミトコンドリア遺伝子を標的にしたナナ
ホシクドアの高感度かつ高精度の検出系開発のため
の基盤情報を得ることができた。ミトコンドリアゲ
ノムは細胞中に大量に存在するため、18S-rRNAなど
の核ゲノムを対象とした検査系よりも高感度な PCR
検出が可能である。また、ミトコンドリア・ゲノム
の変異導入率が高いことから、18S-rRNAよりも明確
な Kudoa 属の分類法を確立することが可能だと思
われる。他種のミトコンドリア遺伝子を同定して比
較することにより、食中毒に起因する種のみの検出
系も開発できると考えている (J Fish Dis. 2016  
Jun;39(6):667-72.)。一方で、クドアの種間では遺伝
子領域のみが保存されていた。これらの違いを利用
して産地の区別ができれば、疫学解析にも応用でき
ると示唆された。 
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