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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは、細胞内のエネルギー（ATP）の大半を作る発電所であり、その機
能障害は様々な疾患発症の原因となっている。ミトコンドリアの機能維持には、ミトコンドリアを囲む生体膜の
主要構成成分であるリン脂質の種類と量の適切な維持、すなわち恒常性が必要である。本研究では、このリン脂
質の恒常性に必要な、ミトコンドリア内リン脂質輸送に重要な役割を持つタンパク質として新たにUps2とポーリ
ンを発見した。さらに、ミトコンドリアリン脂質の恒常性に関与するが、その役割がこれまでよく理解されてい
なかったFmp30、Mdm31、及びMdm32タンパク質の具体的機能の解明にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria are power plants that produces most of the intracellular energy
 (ATP), and their dysfunction is responsible for the onset of various diseases. Expression of 
mitochondrial functions requires proper maintenance i.e., homeostasis, of the type and amounts of 
mitochondrial phospholipids, which are the main components of mitochondrial membranes.  In this 
study, we discovered Ups2 and porin as proteins that play an important role in mitochondrial 
phospholipid transport, which is necessary for the homeostasis of mitochondrial phospholipid.  
Furthermore, we succeeded in elucidating the specific roles of Fmp30, Mdm31, and Mdm32 proteins, 
which had been suggested to be involved in mitochondrial phospholipid homeostasis.

研究分野：生化学、細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリア内リン脂質輸送に関与する因子としては、これまで唯一、Ups1-Mdm35複合体が知られているのみ
であった。従って、本研究でUps2及びポーリンが新たにミトコンドリア内リン脂質輸送に関与する因子として同
定されたことは基礎細胞生物学的に大変意義深い。また、ミトコンドリアリン脂質の恒常性の破綻は、様々な疾
患発症の原因となっていることが知られており、この恒常性に関与する因子（Ups2、ポーリン、Fmp30、Mdm31、
及びMdm32）の本研究における機能解析は、医療・医薬の発展につながる研究としても意義深い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは、酸化的リン酸化による ATP 合成やアポトーシス、Ca2+シグナル、自然免
疫応答の制御など様々な生理機能を持ち、その機能障害が五千人の出生者に 1 人の割合で
起こるとされている。この障害による疾患発症の原因の一つは脂質代謝異常であり、ミトコ
ンドリア特有のリン脂質であるカルジオリピン（CL）とその関連リン脂質の代謝遺伝子の変
異が、バース症候群、DCMA 症候群、MEGDEL 症候群、Sengers 症候群、遺伝性痙性対麻痺な
ど様々な疾患発症の原因となっている。しかし、ミトコンドリアリン内リン脂質の恒常性維
持に必要な、リン脂質のミトコンドリア内輸送の機構は、研究開始当初よく理解されていな
かった。 
 
２．研究の目的 
哺乳動物と酵母のミトコンドリアには、ホスファチジン酸（PA）からカルジオリピン（CL）を生
合成するために必要な一連の酵素群とホスファチジルセリン（PS）の脱炭酸によりホスファチジ
ルエタノールアミン（PE）を合成する PS脱炭酸酵素が存在する。しかし、ミトコンドリアは PA
と PS を合成する能力が無く、またミトコンドリアのリン脂質代謝酵素の局在から、ミトコンド
リアで CL と PE が合成されるためには、その合成原料となる PA あるいは PS がそれぞれ生合成
された場所からミトコンドリア外膜に輸送され、さらにそれに引き続く外膜横断輸送と内膜へ
の輸送や内膜横断輸送が必要である。本研究では、不明な点が多数のこされている、これらリン
脂質輸送・代謝経路の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ミトコンドリア PE合成に関与する新規遺伝子の検索 
 ミトコンドリアで CL を合成する酵素の遺伝子（CRD1）、あるいは PE を合成する Psd1 の遺伝
子（PSD1）は、酵母において、それぞれ単独で欠損しても生育に大きな影響は及ぼさないが、そ
の両者が欠損すると酵母は致死となる。そこで、ミトコンドリアの PE 合成に関与する遺伝子の
候補を、その欠損が CRD1 の欠損と合成致死あるいは合成増殖損傷となる遺伝子として検索した。
その結果、その様な遺伝子として UPS2 が同定された。 
(2) 酵母リン脂質の分析 
 酵母を各種培養条件で[14C]セリン、あるいは「32P」無機リン酸を用いて代謝標識した。酵母よ
りリン脂質を抽出後、その放射性リン脂質の組成を薄層クロマトグラフィーとイメージアナラ
イザーにより分析した。 
(3) リポソーム間のリン脂質（PS）転移（トランスファー）活性の測定 
 タンパク質の PS トランスファー活性は、蛍光リン脂質を用いた、蛍光デクエンチング法によ
り測定した。ドナーリポソーム（12.5 µM: phosphatidylcholine(PC)/PE/Rhod-PE/NBD-PS = 
50:40:2:8）とアクセプターリポソーム（50 µM:PC/PE/CL = 50:40:10）を 2 ml の緩衝液（20 mM 
Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA）中、活性測定タンパク質の有無で、保温（25℃）
し、NBD の蛍光を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) ホスファチジルセリン（PS）のミトコンドリア内輸送に関する研究（発表雑誌論文④） 
 我々は、酵母のミトコンドリア内 PS代謝に関与する新規因子の同定を遺伝学的手法で試みた。
その結果、UPS2 遺伝子の欠損によりミトコンドリア内膜に局在する PS脱炭酸酵素（Psd1）によ
る PSの PE への変換が低下することを見出した（図1A）。この時、in vitro で測定した PS脱炭
酸酵素の活性自身は、UPS2 欠損変
異株と親株の間で変化はなかっ
た。さらに、UPS2 遺伝子の過剰発
現により、PS の PE への変換速度
が上昇した（図 1B）。UPS2 遺伝子
がコードするUps2タンパク質は、
ミトコンドリアの外膜と内膜の
膜間スペースでMdm35タンパク質
と複合体を形成して存在するこ
とが知られていた。従って、この
複合体が PS の外膜から内膜への
輸送を行うことにより、Psd1 によ
る PE 合成を促進している可能性
が考えられた。そこで、Ups2-
Mdm35 融合タンパク質を大腸菌で
産生・精製し、そのリン脂質輸送
活性を試験管内で測定した。その
結果、同融合タンパク質が、リポ
ソーム間の PS 輸送を促進するこ
とが判明した（図 2）。 

 
図 1 UPS2 の欠損(ups2∆）により PS の PE への変換が遅
延し（A）、過剰発現(ups2↑）により促進する（B）。 
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また興味深いことに、Ups2-
Mdm35 複合体が、ダイオキシック
シフトと呼ばれる環境変化時特
異的に発現誘導され、PS脱炭酸に
よる PE の合成を促進することを
見出した(図 3)。ダイオキシック
シフトとは、エネルギー代謝を解
糖系主体からミトコンドリアで
の酸化的リン酸化主体へと切り
替える代謝状態の遷移である。出
芽酵母は、グルコースを炭素源と
して生育する際、まず解糖系のみ
によってATPを産生し速やかに増
殖する（対数増殖期）。その後、グ
ルコースが枯渇するとダイオキ
シックシフトを経て、グルコース
由来のエタノール及びミトコン
ドリア呼吸による酸化的リン酸
化に依存した ATP 産生を行ない、ゆっくりと増殖し（ポスト対数増殖期、あるいはポストダイオ
キシックシフト期）、最終的に増殖を停止する（静止期）。これらのことから Ups2-Mdm35 複合体
による PS輸送は、酵母の培養条件により、呼吸活性が上昇したミトコンドリア内で活発となり、
呼吸活性の低いミトコンドリア内ではあまり機能していないことも示唆された。 

 
(2) Ups1 に依存しないカルジオリピンの新規合成経路に関する研究（発表雑誌論文②） 
酵母のミトコンドリア外膜から内膜への PA輸送には、哺乳動物にも保存された Ups1-Mdm35 複

合体が関与することが知られていた。また上で述べたように、我々は、Ups2-Mdm31 複合体が PS
をミトコンドリア外膜から内膜へ輸送できることを明らかにした。しかしながら、酵母ではこれ
ら複合体が欠損してもミトコンドリア内膜で CL と PE が合成されるため、これら複合体に依存
しない PA と PS の輸送経路が存在すると考えられていた。また不思議なことに、Ups1 に依存し
ない CL合成が Ups2 の欠損により亢進することも知られていた。我々は、Ups1 非依存の CL合成
が、Ups2 の欠損のみでなく、ミトコンドリアにおける PE合成に関与する PS脱炭酸酵素（Psd1）
の欠損や PS 合成酵素の欠損でも亢進することを見出した。さらに、Ups2 の欠損による Ups1 非
依存 CL合成の亢進が、PS合成酵素とPS脱炭酸酵素の過剰発現による PEレベルの増加でキャン
セルされることも見出した。これらのことから、Ups1 非依存 CL 合成がミトコンドリアの PE レ
ベルにより制御されていることを明らかにした。さらに、この Ups1 非依存 CL合成に、ミトコン
ドリア内膜タンパク質である Fmp30、Mdm31、及び Mdm32 が必要であることも明らかにした。 
 
(3) ミトコンドリアのリン脂質代謝におけるポーリンの機能に関する研究（発表雑誌論文①） 
Ups1 非依存 CL 合成経路における Mdm31 と Mdm32 の役割を明らかにする目的で、これらタンパ

ク質と相互作用するタンパク質を共免疫沈降法で検索した。その結果、ミトコンドリア外膜タン

 
図 2 Ups2-Mdm35 融合タンパク質は、PSのリポソーム間
輸送を促進する 
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図３ (A) グルコースを炭素源として出芽酵母を 10-16時間培養した。13時間の時点か
らミトコンドリア呼吸鎖の発現が誘導され、且つ解糖系酵素の発現が低下しており、
ダイオキシックシフトが起こっている事が分かる。Ups2 はこの時に最も強く発現が見
られた。(B,C) 対数期の酵母においてUps2 の欠損は細胞内リン脂質組成にほとんど影
響しない。一方、後対数期の酵母において PE量は Ups2 依存的に急激に増加する。 



パク質の Por1 が Mdm31 に結合する主要タンパク質として同定された。さらに驚いたことに、Por1
が Mdm35 と結合することも判明した。Por1 は、ミトコンドリア外膜で最も豊富で機能が良く解
析され、進化的にも良く保存されたチャネルタンパク質のポーリンの一つであり、酵母にはその
ホモログの Por2 も存在する。Por1 と Por2 の枯渇は、Ups1 と Ups2 のタンパク質レベルの著し
い低下、CL レベルの約 90％の低下、及び Ups2 に依存したミトコンドリアでの PE 合成の欠損を
導いた。一方、Ups2 に非依存的なミトコンドリアにおける PE合成は、Por1/2 欠損により影響を
受けなかった。さらに、Por1 の点変異で、Por1 の Mdm31 および Mdm35 との相互作用を低下させ
るが、非発酵性培地中での細胞増殖に関する Por1 の機能には影響しない点変異が、CLレベルを
低下させることも明らかにした。また、ヒトの培養細胞である HeLa 細胞を用い、哺乳動物のポ
ーリン（VDACs）もミトコンドリアの CL 代謝に関与することも明らかにした。これらのことよ
り、酵母のポーリンは、ミトコンドリアのリン脂質代謝に関して特異的で重要な機能を持ち、ポ
ーリンが関与する CL代謝の制御は進化的に保存されていることが明らかとなった。 
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