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研究成果の概要（和文）：研究代表者の所属する研究グループではこれまでに約700例のミトコンドリア病患者
の全エクソーム解析を行ない、10以上の新規ミトコンドリア病原因遺伝子を世界に先駆けて同定してきた。それ
ら先行解析の中で、核にコードされたミトコンドリアリボソソーム関連遺伝子のバリアントが病因であることが
示唆された症例が5例あった。本研究課題では、さらに詳細な遺伝子や遺伝子発現解析、遺伝子機能解析を行
い、解析した3つ全てのバリアントがミトコンドリア病の原因である可能性が強く支持された。それらの遺伝子
はこれまでにミトコンドリア病との関連報告はなく、新規のミトコンドリア病原因遺伝子の同定に繋がる可能性
がある。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria are essential organelles that produce ATP through the oxidative
 phosphorylation system (OxPhos). This study is focused on the identification of novel causative 
genes of mitochondrial disease. Our group has analyzed about 700 mitochondrial disease patients with
 whole-exome sequencing analysis. It predicted five novel candidate nuclear genes of the 
mitochondrial ribosomes. I attempted to validate whether three of these five genes are related to 
mitochondrial disease by mitochondrial functional assays, two genes were removed from the study due 
to unavailable samples. In this study, I performed genomic, expression, and functional analysis 
using samples derived patients for further clarifications of the variants. These results strongly 
suggest that these variants are causative for mitochondrial diseases. Since these genes have not 
been reported in mitochondrial diseases, this study potentially lead to identification of novel 
causative genes for mitochondrial diseases. 

研究分野：小児科学

キーワード： Mitochondrial disease　Mitoribosome　OxPhos　ATP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリア病は様々な臓器、年齢で発症する代謝疾患の一つであり、核・ミトコンドリアゲノム両方のバリ
アントが病因となりうる。現在までに根本的治療法は確立されておらず、発症の分子機構の解明は治療・診断双
方の面から重要である。本研究課題では核にコードされたミトコンドリアリボソーム関連遺伝子が新規のミトコ
ンドリア病原因遺伝子として強く示唆された。ミトコンドリア病原因遺伝子としてのミトコンドリアリボソーム
関連遺伝子の報告例は未だ少なく、本研究課題の成果により、新たなミトコンドリア病発症機構の理解、それら
を応用した新たな治療法・診断法への発展が期待される。

※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 

 ミトコンドリアは酸化的リン酸化により細胞内エネルギー源である ATP を産生する重要

な細胞小器官である。酸化的リン酸化を担うタンパク質は核・ミトコンドリアゲノムの両方

にコードされており、それらの遺伝子異常は様々な臓器に支障を来す先天代謝異常症であ

るミトコンドリア病を引き起こす（1）。 

 研究代表者の所属する研究グループではこれ

までに約 700 例のミトコンドリア病患者の全エ

クソーム解析を行ってきており、10 以上の新規

ミトコンドリア病原因遺伝子を世界に先駆けて

同定してきた（図 1）。それらの先行解析の中で、

核にコードされたミトコンドリアリボソソーム

関連遺伝子のバリアントが病因であることが示

唆された症例が 5 例あった。哺乳類のミトコン

ドリアリボソームは mtDNA にコードされた

12S リボソーム RNA（rRNA）と 16S rRNA に

加え、核にコードされたタンパク質からなるとス

モールサブユニット（mt-SSU, 28S）とラージサ

ブユニット（mt-LSU, 39S）で構成されている（図

2）。ミトコンドリアリボソームはミトコンドリ

内でのタンパク質の合成に必須であり、酸化的リ

ン酸化の活性制御に重要な役割を果たしている

（2, 3）。他グループの先行研究により、いくつか

のミトコンドリアリボソーム遺伝子バリアント

がミトコンドリア病原因遺伝子として報告されているが（4, 5）、私たちの研究グループの

先行研究により同定された 3 つのミトコンドリアリボソソーム関連遺伝子はこれまでにミ

トコンドリア病との関連報告のない新規の遺伝子である。本研究課題では、これらの遺伝子

のバリアントに着目し、患者由来の皮膚線維芽細胞を用いた機能解析を行い、ミトコンドリ

ア病の病因変異か否かを決定することを目的とした。 

 

２．研究の目的 

ミトコンドリア病は様々な臓器、年齢で発症する代謝疾患の一つであり、核・ミトコンドリ

アゲノム両方のバリアントが病因バリアントとなりうる（6）。現在までに根本的治療法は確
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図１ 本研究課題の実験計画



立されておらず、発症の分子機構の解明は治療・診断双方の面から重要である。本研究課題

では新規のミトコンドリア病原因遺伝子を同定し、その発症機構を明らかにすることによ

り、治療や診断へ応用するための基盤を築くことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 全ゲノム解析・RNA解析 

 予備的な実験より得られたミトコンドリア病原因遺伝子候補のバリアントをより詳細に

検証するために、患者由来の血液を用いた全ゲノム解析や全エクソーム解析、皮膚線維芽細

胞を用いた RNA シーケンス解析、サンガーシーケンスによる解析を行った。また、遺伝的な

要因を調べるためにハプロタイプフェージングにより複合ヘテロ接合体を確認した。 

 

(2) 候補遺伝子の発現確認 

 病因候補となったミトコンドリアリボソーム関連遺伝子の発現レベルを確認するために、

健常者および患者由来の皮膚線維芽細胞を用いて qRT-PCR とウェスタンブロッティングを

行った。同様に、ミトコンドリアリボソーム RNA の 12S と 16S の発現レベルを確認するた

めに qRT-PCRを行った。 

 

(3) プロテオーム解析 

 ミトコンドリアリボソーム関連遺伝子バリアントがミトコンドリアにおけるタンパク質

合成に与える影響を調べるために、患者細胞と健常者細胞の細胞抽出液を質量分析計によ

り解析し、ミトコンドリアタンパク質の定量的解析を行った。 

 

(4) ミトコンドリアの機能解析 

 健常者および患者由来の皮膚線維芽細胞より単離したミトコンドリアを用いて Blue 

Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis（BN-PAGE）を行い、ウェスタンブロッティン

グにより呼吸鎖複合体の会合状態を確認した。また、スクロース密度勾配遠心法によりミト

コンドリアリボソームの会合状態を確認した。ATP産生量はルシフェラーゼ発光を利用とし

た CellTiter-glo（promega）、ミトコンドリア呼吸能は細胞外フラックスアナライザーXFe96

（Agilent）を用い、ミトコンドリア機能を解析した。 

 

(5) レンチウイルスを用いた機能補完解析 

 候補遺伝子の病因性をより詳細に検証するために、患者由来皮膚線維芽細胞にレンチウ

イルスを用いて野生型遺伝子を導入し安定発現株を樹立し、上述の種々の解析を行った。 



 

４．研究成果 

 先行研究により行われたミトコンドリア病患者の遺伝子解析により、ミトコンドリアリ

ボソーム関連遺伝子のバリアントが病因候補として見つかった。本研究課題において、全エ

クソーム、全ゲノム、RNA-seqやサンガーシーケンスなどにより詳細な検証を行ったところ、

small mitochondrial ribosomal subunit（ MRPS）の構成タンパク質 1 つと large 

mitochondrial ribosomal subunit(MRPL)の構成タンパク質の 2つの遺伝子バリアントが同

定された（それぞれ MRPS患者、MRPL患者 1、MRPL患者 2とする）。qRT-PCRやウェスタンブ

ロッティングによりそれらの候補遺伝子の発現レベルを解析したところ、患者由来皮膚線

維芽細胞において mRNAおよびタンパク質レベルでの発現低下が確認された。さらに、qRT-

PCRにより 12Sおよび 16Sミトコンドリア rRNAの低下も確認された。次に、スクロース密

度勾配法によりミトコンドリアリボソームの会合状態を調べたところ、すべての患者細胞

においてミトコンドリアリボソームの会合不全が観察された。 

 ミトコンドリアリボソームはミトコンドリアにおけるタンパク質合成に必須である。候

補バリアントがミトコンドリアタンパク質量に与える影響を調べるために、患者細胞と健

常者コントロール細胞よりミトコンドリアを単離し、質量分析計によりミトコンドリアタ

ンパク質を網羅的に定量解析した。興味深いことに、全ての患者細胞においてミトコンドリ

アタンパク質だけでなく、核遺伝子コードのミトコンドリアタンパク質量の低下も観察さ

れた。これらの結果は、患者細胞では新規に同定したミトコンドリアリボソーム関連遺伝子

のバリアントによるタンパク質の発現低下、それに伴うミトコンドリアリボソームの会合

および機能異常が起きていることを示唆している。 

 ミトコンドリアでの ATP産生はミトコンドリア内膜に存在する呼吸鎖複合体 I〜Vが重要

な役割を果たし、ミトコンドリア病患者ではしばしば、複合体の会合不全が確認される。候

補遺伝子バリアントのミトコンドリア機能への影響を調べるために、BN-PAGEを行ったとこ

ろ、MRPS患者では呼吸鎖複合体 Iと IV、MRPL1 患者では IV、MRPL2患者では Iの会合異常

が観察された。さらにミトコンドリア機能を詳細に調べるために、ATP産生量や酸素消費量

を測定したところ、3患者由来全ての細胞において、コントロール細胞と比べた ATP産生量

と酸素消費量の低下が観察された。 

 以上の結果より、候補遺伝子バリアントの病因性が強く示唆されたので、患者由来皮膚線

維芽細胞に野生型を発現させた安定発現株を用いて機能補完解析を行なった。BN-PAGEによ

り呼吸鎖複合体の会合改善が見られ、ATP産生量や酸素消費速度といったミトコンドリア機

能の回復も観察された。 

 これらの結果より、予備的な結果より得られた病因候補遺伝子のバリアントが、ミトコン



ドリア病の原因であることが示唆された。これまでに MRPL12などのミトコンドリアリボソ

ーム関連遺伝子がミトコンドリア病の関連遺伝子として報告されているが（5）、本研究課題

で候補に挙がった遺伝子は新規である（論文未発表のため遺伝子名は非公開）。今後は上記

の実験を引き続き行い、研究成果として論文発表していく予定である。 
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