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研究成果の概要（和文）： 

（１）TFAM結合蛋白質中で ERAL1と p32 がミトコンドリアリボソームの形成に必須であること
を明らかにし、ミトコンドリア DNAヌクレオイドは効率的なミトコンドリア内翻訳にも寄与し
ていることを見出した。（２）各種ミトコンドリア DNA 変異を持つ細胞で、エネルギー代謝、増
殖、アポトーシスなどに関連したメタボローム解析が実施できるようになった。（３）メタボリ
ック症候群とアルツハイマー病に統計学的に優位に連鎖するミトコンドリア DNAの一塩基多型
を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
(1) ERAL1 and p32 of TFAM-binding proteins were essential for efficient formation of 
mitochondrial ribosomes, suggesting contribution of mitochondrial nucleoids to 
mitochondrial translation. (2) A metabolomic analysis system of cells harboring 
mitochondrial DNA mutations was set up. (3) Single nucleotide polymorphisms related to 
metabolic syndrome and Alzheimer disease were found. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010年度 14,500,000 4,350,000 18,850,000 

2011年度 11,400,000 3,420,000 14,820,000 

2012年度 11,400,000 3,420,000 14,820,000 

年度    

  年度    

総 計 37,300,000 11,190,000 48,490,000 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：境界医学・病態検査学 

キーワード：ミトコンドリア DNA、遺伝子診断、活性酸素、糖尿病、ミトコンドリア病、遺伝

子多型、老化 

 
 
１．研究開始当初の背景 
＜はじめに＞ ミトコンドリア DNAは ATPを
合成する電子伝達系サブユニットをコード
し、細胞が正常な機能を保って生存するため
に必須のゲノムである。ミトコンドリアは細
胞内最大の活性酸素発生部位であり、そこに
存在するミトコンドリア DNAは非常に強い酸

化障害を受ける環境下にある。DNA 修復系が
限られていることもあいまって、ミトコンド
リア DNAは核 DNAに比べ約 100倍高い変異率
を示すことが実証されている。核 DNAとは異
なり、ミトコンドリア DNAは分裂を終えた終
末分化細胞（神経細胞や心筋細胞など）でも
DNA 複製が継続している。そのため、ミトコ
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ンドリア DNA障害（あるいは変異）が加齢に
伴って体細胞に蓄積し、パーキンソン病など
の神経変性疾患や心血管系の異常、糖尿病、
癌などのいわゆる common disease の発症と
進展、さらには全般的な個体の老化にも重要
な役割を果たしているとの概念が認められ
つつある。  
＜経緯＞ 研究代表者は、ミトコンドリア
DNA 維持機構の研究過程で、ミトコンドリア
転写因子Ａ（TFAM）が、従来、裸に近いと考
えられていたミトコンドリア DNAを覆うヒス
トン様蛋白質として機能していることを見
出した。このことから、TFAM がミトコンドリ
ア DNAのヌクレオソーム様の高次構造（ヌク
レオイド）を形成しているとの新概念を提唱
している。このヌクレオイド構造はミトコン
ドリア DNA維持に決定的に重要であることも
RNAi を用いた実験で明らかにした。TFAM 過
剰発現トランスジェーニックマウスを作製
したところ、心筋梗塞後酸化ストレスモデル
で、野生型の死亡率 35％に対して、トランス
ジェーニックマウスは死亡率が 0％と強い抵
抗性を示した。 

さらに、このトランスジェーニックマウ
スは自然飼育において、外観、運動能力、学
習能力、神経組織の酸化障害などの老化性変
化の進行が著明に抑制され、疾患と老化の予
防において体細胞ミトコンドリア DNAを守る
ことの重要性をはっきり示すことが出来た。
このような研究成果から、今後ミトコンドリ
ア DNAとその維持に関わる検査は、幅広く一
般疾患にも重要になると考えるようになっ
た。そこで、体系的なミトコンドリア検査体
制を構築し、それを利用した検査を通じてヒ
トの疾患においても体細胞ミトコンドリア
DNA と機能の維持の重要性を実証したいと考
えるに至った。 
 
２．研究の目的 
3 つの基本プロジェクトを計画しており、そ
れらは（1）ミトコンドリア DNA 維持機構の
基礎研究、（2）ミトコンドリア DNA 検査診断
システム、（3）体細胞ミトコンドリア DNA 解
析である。本研究計画では、これらの蓄積を
踏まえ、ミトコンドリア DNA 診断から、さら
に広範囲なミトコンドリア機能評価へと発
展させ、癌、糖尿病、老化の病態におけるミ
トコンドリア機能変化の役割明らかにし、逆
にミトコンドリア機能に関連した代謝変化
から癌、糖尿病、老化の病態を理解できる先
端的かつ実用的な検査システムの構築を目
指している。 
＜何をどこまで明らかにするのか＞ 
（１）ミトコンドリア DNAとミトコンドリア
機能維持機構の基礎研究 ① TFAM・DNA 複合
体の結晶構造解析：ミトコンドリア DNAの高
次構造（ヌクレオイド構造）の解明を目指す。

②ミトコンドリア DNAヌクレオイドの機能的
役割：TFAM結合蛋白質の同定とその機能解析
を通じて、他の代謝酵素群が効率的に相互作
用するための足場（スキャフォールド）とし
て、ミトコンドリア機能全体へ中心的役割を
果たしていることを明らかにする。③ミトコ
ンドリアオートファジー：ミトコンドリア品
質管理のため、活性酸素などで機能的不全に
陥ったミトコンドリアが細胞内でどのよう
に処理されているのかを明らかにする。 
（２）ミトコンドリア機能評価検査診断シス
テムの構築 ①メタボローム解析：各種ミト
コンドリア DNA変異によるエネルギー代謝産
物の変化を LC/MSで測定し、ミトコンドリア
DNA 変異の種類と代謝変化パターンの相関を
明らかにする。②プロテオミクス解析：ミト
コンドリア DNA 変異を持つ細胞で、蛋白質の
絶対量定量系を LC/MS で構築する。 
（３）コホート研究のための体細胞ミトコン
ドリア DNA解析 活性酸素産生に強く関連し
ている ND6 領域の約 1000 塩基の配列を 1 年
で 500-1000 人程度決定し、コホート研究の
ためにデータベース化する。 
 
３．研究の方法 
（１）ミトコンドリア DNAと機能維持機構の
解析 
①ミトコンドリア DNA ヌクレオイド構造解
析：TFAM・DNA複合体の結晶構造解析 
・結晶化のため、非常に高度に精製された
TFAMをＮ末に Hisタグを、Ｃ末にＧＳＴタグ
を付けたリコンビナント蛋白質を発現させ
精製する。 
・精製後は 20塩基対の DNA オリゴヌクレオ
イドとの共存下で結晶化条件を探るスクリ
ーニングを開始する。 
②ミトコンドリア DNA ヌクレオイド機能解
析：TFAM 結合蛋白質の探索 
ミトコンドリア DNAヌクレオイド構成蛋白質
の LC/MS/MS による同定は継続する。 
・ ミトコンドリアゲノムと癌化： TFAM 結

合蛋白質のノックダウンと過剰発現によ
る細胞周期の制御にかかわる細胞内シグ
ナル伝達因子の変化を解析する。 

・ ヌクレオイドとエネルギー代謝酵素：TCA
サイクルや脂肪酸代謝酵素が多く同定さ
れている。それらがヌクレオイド上で複
合体を構成していることを免疫沈降実験
で示す。 

③ミトコンドリア DNAヌクレオイド構成蛋白
質のノックアウトマウス作製 
p32組織特異的ノックアウト可能なマウスを
作製した。 
・ 全身ノックアウトマウス胎児より繊維芽

細胞（MEF細胞）を作製し、ミトコンド
リア機能を電子伝達系活性を中心に解析
する。 
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・ 糖尿病や神経老化におけるミトコンドリ
アヌクレオイドの役割を知る目的で、膵
β細胞ならびに神経細胞特異的ノックア
ウトマウスを作製する。 

・ 上記細胞レベルでの解析を、臓器特異的
ノックアウトマウスの解析に還元する。
また、標的臓器、および全身性の代謝変
化を解析する（下記メタボローム解析方
法を利用）。 

④ミトコンドリア品質管理：ミトコンドリア
オートファジー 
ヒト細胞でのミトコンドリアオートファジ
ーのアッセイ系の確立し、ATG32 のヒトにお
ける機能的ホモログのスクリーニングをす
る。 
 
(２）ミトコンドリア機能評価検査診断シス
テムの構築  
①メタボローム代謝産物解析検査システ
ム：各種ミトコンドリア DNA 変異によるエネ
ルギー代謝産物の変化を、まず培養細胞レベ
ルでミトコンドリア DNA変異と代謝変化パタ
ーンの相関を明らかにする。 
②蛋白質解析検査システム：各種ミトコンド
リア DNA変異を持つ細胞で、エネルギー代謝、
増殖、アポトーシスなどに関連した蛋白質の
絶対量定量系利用する。 
・ 安定同位体ペプチド約 50 作製を外部依
頼。蛋白質の絶対量定量測定系に関しては、
同一医学キャンパス内の中山敬一研究室で
ほぼシステムは完成している。その方法の導
入と臨床検査への応用に関しては、測定法の
指導も含め同意済みである。 
 
（３）コホート研究のための体細胞ミトコン
ドリア DNA解析  
糖尿病を対象とした「久山町研究」に関連し
て、ミトコンドリア DNAの制御領域（D-loop）
の配列は 2000人以上を決定済み。さらに 1000
人を測定予定。それに加えて、活性酸素産生
に強く関連している ND6領域の約 1000 塩基
の配列を 1年で 500-1000人程度決定し行き、
コホート研究のためにデータベース化する。 
 
４．研究成果 
（１）ミトコンドリア DNAと機能維持機構の
解析 
①ミトコンドリア DNA ヌクレオイド構造解
析：TFAM・DNA複合体の結晶構造解析 
初期にはＮ末に Hisタグを、Ｃ末にＧＳＴタ
グを付けたリコンビナント蛋白質を発現さ
せ、2 回のアフィニティーカラム精製を行っ
たが、結晶化にはタグがない方が良いことが
わかり、タグなしのリコンビナント TFAMを
発現し精製する系を完成させ、以後それを実
験に用いた。 
・精製後は 20塩基対の DNA オリゴヌクレオ

イドとの共存下で結晶化条件を探るスクリ
ーニングを開始し、結晶を得たが、解像度が
十分でなく(10オングストローム程度)、条件
の改善に努めている間に、結晶構造の報告が
なされてしまい、このプロジェクトは中止す
るに至った。 

結晶化プロジェクトは成功しなかった
が、タグのない非常に性精度の高い TFAMの
精製系は、TFAMの in vitro での機能解析に
役立った(原著業績 17)。 
②ミトコンドリア DNA ヌクレオイド機能解
析：TFAM 結合蛋白質の探索 
TFAM結合蛋白質のうち、ERAL1およびｐ32 蛋
白質がミトコンドリアリボソームの形成に
必須であることを報告した(原著業績 7,25)。
これらの発見は、TFAM結合蛋白質のなかには
ミトコンドリアリボソーム蛋白質が多数見
出されることとも整合性があり、ミトコンド
リア DNAヌクレオイドは複製や転写のみなら
ず、効率的なミトコンドリア内翻訳に寄与し
ていることを提唱している。 
③ミトコンドリア DNAヌクレオイド構成蛋白
質のノックアウトマウス作製 
p32遺伝子の組織特異的ノックアウト可能な
マウスを作製した。まず全身ノックアウトマ
ウスを作成した所、胎生致死であった。 
・ P32-/-繊維芽細胞（MEF細胞）を作製し、

ミトコンドリア機能を電子伝達系活性が
激減している結果を得て、その原因がミ
トコンドリアリボソームの形成不全であ
ることを報告した(原著業績 25)。 

・ 神経細胞特異的ノックアウトマウスでは、
生後 4週までは正常に発育するが、その
後体重減少が始まり 8 週齢までに死亡し
た。脳組織では澄明な空砲編成を来して
いた。その原因が強い脱髄反応によるこ
とを明らかにできた(未発表)。 

・ 心筋特異的ノックアウトマウスでは、心
不全が起こることを確認しており、詳細
なメカニズムを解析中である(未発表)。 

④ミトコンドリア品質管理：ミトコンドリア
オートファジー 
・ 線虫個体を用いたミトコンドリアオート
ファジーのアッセイ系の確立し、RNAiライブ
ラリを用いた約 1.6万遺伝子の一次スクリー
ニングを終え、約 200遺伝子の候補を得てい
る。現在 2次スクリーニング中である。 
 
(２）ミトコンドリア機能評価検査診断シス
テムの構築  
①メタボローム代謝産物解析検査システ
ム：研究室既存の LC/MSではメタボローム解
析には不十分であった。幸い、別の研究予算
でメタボローム解析専用に 2 台の LC/MSと 1
代の GC/MSを購入できたが、その導入は 2012
年 3月と本研究期間の最終月となってしまっ
た。現在、その 3台を用いてメタボローム解
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析系を構築中である。現時点で約 100種類程
度のエネルギー代謝関連の中間代謝産物の
同定ができるようになっているが、さらに
200程度の代謝産物が同定できるよう、条件
を改善中である。 
②蛋白質解析検査システム：蛋白質の絶対量
定量測定系に関しては、血清蛋白質は蛋白質
ごとの血中濃度のレンジが非常に幅広いこ
とから、生体防御医学研究所の中山敬一研究
室で、現在も条件検討中である。 
 
（３）コホート研究のための体細胞ミトコン
ドリア DNA解析  
糖尿病を対象とした「久山町研究」に関連し
て、ミトコンドリア DNAの制御領域（D-loop）
の配列に加え、複合体Ｉのサブユニット 6 領
域の 3000人の DNA 配列を決定した。そのデ
ータをもとに、メタボリック症候群とアルツ
ハイマー病と統計学的に優位に連鎖する一
塩基多型を見出すことができた(未発表)。現
在のミトコンドリア機能との関連を電子伝
達系の活性、mRNA 量、ならびに代謝産物のメ
タボローム的解析を開始している。 
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