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小胞体膜タンパク質BAP31が制御するミトコンドリア機能と神経障害の関連性の解明
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BAP31 is associated with neurological disorders.
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研究成果の概要（和文）：小胞体膜タンパク質BAP31がミトコンドリア膜タンパク質Tom40と小胞体-ミトコンド
リア接触領域で相互作用し、特定のミトコンドリアタンパク質のミトコンドリア内への輸送を促進することでミ
トコンドリアの恒常性維持をおこなっている。さらに、BAP31-Tom40複合体はストレスによりその相互作用を解
消して、ミトコンドリアタンパク質の輸送をストップすることでミトコンドリアの活性調整をおこなっているこ
とを明らかにした。本研究により小胞体により新たなミトコンドリアの恒常性維持機構が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The endoplasmic reticulum membrane protein BAP31 interacts with the 
mitochondrial membrane protein Tom40 in the endoplasmic reticulum-mitochondria contact site to 
promote the transport of specific mitochondrial proteins into the mitochondria to maintain 
mitochondrial homeostasis. Furthermore, the BAP31-Tom40 complex dissociates upon stress and 
regulates mitochondrial activity by stopping the transport of mitochondrial proteins. This study 
reveals a new mechanism of mitochondrial homeostasis by the endoplasmic reticulum.

研究分野：細胞生物学

キーワード： ミトコンドリア　小胞体　オートファジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小胞体やミトコンドリアの正常な機能は私たちの健康を維持するために重要である。本研究により、小胞体とミ
トコンドリアがストレスに応答してどのように機能を超しているのか、どのように機能が破綻していくのかにつ
いてのメカニズムの一端が明らかになった。この成果をもとに新たな創薬のターゲットが見つかることが期待さ
れる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアの恒常性の破綻は神経障害など様々な疾患に関与することが明らかになり、そ
の破綻を制御する機構を解明することは疾患の新たな治療ターゲットの発見に重要である。近
年の細胞イメージングや顕微鏡の技術発展により小胞体は種々のオルガネラと物理的に接触し
ていることが分かってきた。特に小胞体とミトコンドリアの接触領域では Ca2+の受け渡し、ミ
トコンドリアの分割や脂質の交換など様々な生命現象が起きていることが報告され、情報伝達
のハブとしての機能解明が期待されている。代表的な例として①Mitofusin2 は小胞体とミトコ
ンドリアに局在するタンパク質で、このタンパク質が結合することでミトコンドリアと小胞体
の接触を維持し、互いの Ca2+濃度を維持している (Bito OM et, al., Nature, 2008) ② IP3Rと
VDAC はともに Ca2+トランスポーターであり、GRP75 によりお互いが接近し、効率的な Ca2+

のやり取りを行っている(Szabadkai et, al., J Cell Biol, 2006)。③ Drp１を介した小胞体とミト
コンドリアの接触面からミトコンドリアの分割が誘導される(Friedman JR et, al., Science, 
2011)。このように小胞体とミトコンドリアの接触領域を介した小胞体とミトコンドリアのシグ
ナル交換はお互いの恒常性維持に重要な役割をはたしていることが考えられ、オルガネラコミ
ュニケーションに関する研究は新たな研究分野として大きく飛躍することが期待されている。 
一方我々はこれまでに核のストレス状態により活性化するp53により小胞体の機能調整が行な
われ、そのシグナルがミトコンドリアに伝達されること(Namba T et al., Oncotarget. 2015)、小
胞体膜タンパク質 BAP31がミトコンドリアに局在するタンパク質と相互作用して、アポトーシ
スのシグナルを小胞体からミトコンドリアへ伝達することでミトコンドリア経路を介したアポ
トーシスの誘導経路を活性化させることを発見した(Namba T et al., Cell reports. 2013)。しか
しながら BAP31 がミトコンドリアの機能を調整するメカニズムの全容は明らかになっていな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、BAP31が相互作用するミトコンドリアタンパク質に注目してより詳細な BAP31
の機能解析を行い、小胞体とミトコンドリアのクロストークを介したミトコンドリアの機能調
整機構を解明することを目的とする。 
 現在、小胞体とミトコンドリアの情報交換機構とその意義については急速に解析が進んでお
り、本研究は小胞体膜タンパク質がミトコンドリアの呼吸活性を調整しているという新たな小
胞体-ミトコンドリア接触領域の機能を明らかにできる可能性がある。一方、これまで核でコー
ドされているミトコンドリアタンパク質が細胞質から TOM 複合体に受け渡されるメカニズム
は不明であった。本研究結果より BAP31が核でコードされているミトコンドリアタンパク質の
細胞質から TOM複合体への移行を促進していることが明らかになれば、核でコードされている
ミトコンドリアタンパク質のミトコンドリアへの移行メカニズムの全容が明らかになる。加え
て実験動物を用いて BAP31の機能を解析することで、末梢神経障害の発症や進行のメカニズム
を理解することができ、本研究から新たな治療薬のターゲット発見が期待される。 
 
３．研究の方法 
遺伝子のノックアウトには CRISPER-Cas9システムを使用した。タンパク質の発現解析はウエ
スタンブロット法と p-PCR法で調べた。タンパク質の相互作用については免疫沈降法とそれぞ
れの特異的な抗体を用いた細胞免疫染色による Duolink 法を使用した。ミトコンドリアの活性
については mitotracker による形態解析、ATP の測定、ミトコンドリアの酸素消費量測定は
MitoXpress Xtra-Oxygen Consumption assay kitを用いた。タンパク質の細胞内局在はパーコ
ールを用いたグラジエント超遠心により検討した。 
 
４．研究成果 
 まず BAP31の機能を解析するために、CRISPER-Cas9システムを使用して BAP31ノック
アウト細胞を樹立した。この細胞を電子顕微鏡により詳細に観察したところ、細胞内でオートフ
ァジーが誘導されていること、およびミトコンドリアの構造に異常があることが示唆された。そ
こで、mitotracker を使用してミトコンドリアの形を検討したところ、BAP31 のノックアウト
によりミトコンドリアの長さが短くなり、ATP 産生が減少していることから、ミトコンドリア
の機能が障害されていることが示唆された。そこで BAP31 のノックアウトにより ATP 産生を



担うミトコンドリアの呼吸活性が減弱しているかを MitoXpress Xtra-Oxygen Consumption 
assay kitを用いて検討すると、BAP31のノックアウトによりミトコンドリアでの酸素消費が減
少していること、さらにこれは呼吸鎖 complex Iの活性が減少していることが明らかになった。
以上のことから小胞体膜タンパク質である BAP31 はミトコンドリア機能の恒常性を維持する
ために重要な機能を果たしていることが示唆された。次にミトコンドリアの品質が低下してい
るかを検討するためにマイトファージの誘導を調べたところ、マイトファジーよりもオートフ
ァジーが強く誘導され、これは細胞内 ATP の減少により活性化する AMPK 経路により誘導さ
れることが示唆された。 
次になぜ BAP31 がミトコンドリアの機能を制御しているかを解明するために、網羅的に

BAP31と結合するタンパク質を探索した結果、BAP31はミトコンドリアに局在する NADHユ
ビキノン酸化還元酵素 18kDa サブユニット(NDUFS4)と Translocase of outer mitochondrial 
membrane 40(Tom40)と相互作用する可能性が示唆された。これらの相互作用が生理学的条件
下でも存在していることを免疫沈降法、およびそれぞれの特異的な抗体を用いた細胞免疫染色
による Duolink法を用いて確認した。 
 NDUFS4は核でコードされ、細胞質を経てミトコンドリア外膜上で Tom40が構成する TOM
複合体を通り抜けてミトコンドリア内腔へ移行し、呼吸鎖 Complex I に組み込まれる。そこで
BAP31-Tom40 複合体が NDUFS4 のミトコンドリア内腔への移行を促進しているかを検討し
た。まず、細胞質、小胞体、ミトコンドリア、小胞体-ミトコンドリア接触領域に細胞分画を行
ない BAP31、Tom40 と NDUFS4 の細胞内局在を検討したところ、正常な細胞では BAP31、
Tom40 と NDUFS4 は小胞体-ミトコンドリア接触領域に局在して、加えて BAP31 は小胞体、
Tom40と NDUFS4はミトコンドリアに局在していた。そこで BAP31ノックアウト細胞におい
てそれぞれの局在を調べたところ、NDUFS4の小胞体-ミトコンドリア接触領域とミトコンドリ
アでの局在が減少していることが分かった。以上の結果から BAP31、NDUSF4と Tom40が小
胞体-ミトコンドリア接触領域で一時的に複合体を形成し、NDUSF4をミトコンドリアへ移行さ
せている可能性が示唆され、これの機構により BAP31はミトコンドリアの恒常性維持に寄与し
ていると考えられる。さらに小胞体ストレスにより BAP31の何が変化してこの複合体が崩壊す
るかを、細胞免疫染色法により BAP31の細胞内局在を詳しく調べたところ、小胞体での BAP31
の局在が通常状態では滑面小胞体と粗面小胞体の両方にあったものが、小胞体ストレスにより
その局在が粗面小胞体のみになった。これは滑面小胞体がミトコンドリアとの接触に重要であ
るため、そこから BAP31の局在が減少することで、BAP31-Tom40複合体が崩壊している可能
性を示唆する結果である。 
 実際の生理学的条件下では BAP31 ノックアウト細胞で見られた変化は起きているのかを検
討した。小胞体は小胞体ストレス(低栄養や低酸素など)によりその機能低下がおき、様々なシグ
ナル応答が誘導されるが BAP31 が小胞体ストレスに応答するかは分かっていない。そこで、
BAP31と Tom40, NDUFS4の結合について小胞体ストレスにより変化するかを調べたところ、
BAP31の遺伝子発現は変化しないが、この複合体の結合が崩壊してミトコンドリアの機能が低
下することが分かった。以上の結果より、BAP31-Tom40複合体がストレスセンサーのように機
能することで、小胞体ストレスに応答してその結合状態を変化させてミトコンドリアタンパク
質の細胞質からミトコンドリアへの輸送をコントロールすることで、ミトコンドリアの呼吸活
性を制御している可能性が考えられた。 
これまでにヒトで BAP31 の欠損がある場合にニューロパチーの症状が発症し、若年で死亡す
ることが報告されている。そこで BAP31が生体内、特に神経細胞でどのような機能を果たして
いるかを検討した。まず Cre/loxp システムを用いた BAP31 コンディショナルノックアウトマ
ウス(cKO)を作成し、BAP31cKOと全身に Creを発現するマウスを掛け合わせることで BAP31
ノックアウトマウスを構築した。しかし、BAP31ノックアウトマウスは生まれてこず胎生致死
であることが分かった。そこで神経細胞特異的にタモキシフェン投与により活性化する Cre を
発現する BAP31cKOを作成し、胎生期 E9.5、または E10.5にタモキシフェンを投与すること
で BAP31をノックアウトしようしたが、これ以降の正常な発育は見られず、そのまま耐性致死
となり、マウスにおいては BAP31が神経細胞の生育と形成に重要な働きがあることが示唆され
た。 
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