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研究成果の概要（和文）：哺乳類ミトコンドリアDNA（mtDNA）は細胞内に複数コピーとして存在
し、その数は遺伝的、環境的要因による影響を受けるとされる。本研究では、これらの因子の探
索を行った。また遺伝的因子としてmtDNA量制御に関与する遺伝子の一つを過剰発現させたとき
の効果をマウスモデルにより検討した結果、欠失型mtDNA変異によるミトコンドリア機能低下や
症状を抑制・防止する一定の効果が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： Mitochondrial DNA (mtDNA) in mammalian cells exists as multiple 
copies, which are regulated by various genetic and environmental factors. In this study, 
we analyzed the regulatory effect of mitochondrial transcription factor A (Tfam) and 
observed that its overexpression improves the symptoms of mitochondrial deficiency in 
a mouse model. 
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１．研究開始当初の背景 
高等動物には核DNAとmtDNAが存在しており、

ともに遺伝情報の担い手であるが、この両者
の遺伝的特徴および遺伝様式は大きく異なる。
核DNAは母親と父親の双方から受け継がれる
が、mtDNAは一般的に母親からのみ受け継がれ
る。また、mtDNAは細胞1つあたり多くの 分子
が存在しており、mtDNA遺伝には“量”の概念
を認識しておく必要があると考えられる。一
方、mtDNA は核DNAと比較すると突然変異率が

十数倍程度高いことが報告されており、特に
ヒトにおいてmtDNA 上に生じた変異がミトコ
ンドリア機能に影響を与える場合には、重篤
な症状を示すミトコンドリア病を引き起こす
とされている。こうした病的変異型mtDNA が
生体に与える影響については、変異そのもの
の側面から生物学的・臨床医学的に多くの解
析が行われているものの、mtDNA 量が及ぼす
影響についてはそれほど理解が進んでいない。 
一般に生体において、細胞あたりの（また
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は核DNAを基準とした）mtDNA 量は組織・細胞
種ごとに異なることが知られている。体細胞
ではmtDNAコピー数は1000-10000コピー程度
とされているが、例えば前核期受精卵のmtDNA 
コピー数は100000 コピー以上が存在する。こ
れまでに、mtDNA 量を制御する遺伝的因子と
して、ミトコンドリア転写因子A（Tfam）など
が報告されている。また他の報告では、体温
調整システムなどが、mtDNA コピー数の制御
に関与していることが示されている。ミトコ
ンドリアはエネルギー産生の役割を担ってい
ることから、ミトコンドリア機能を維持する
のに、一定のmtDNA コピー数を保持すること
が必要であると思われ、そのためmtDNA コピ
ー数変動が生理条件に影響を与る可能性が強
く想定される。特にヒトミトコンドリア病お
ける発症・症状のメカニズムとして、mtDNA 上
の変異の他に、mtDNA 量あるいはその制御因
子が直接・間接的に関わっている可能性も考
えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、mtDNAコピー数を制御している

遺伝的・環境的要因についてマウス個体を用
いて探索・検討し、その変化が生体へ与える
生理的影響についての解析を目的とした。特
に、組織間におけるmtDNA量の測定・比較検討
を行うことで基本的な情報を収集し、これら
のmtDNA量やその制御因子、特にTfamの過剰発
現がミトコンドリア活性、さらに生体に与え
る生理的影響を検討し、これらが関わる疾患
へアプローチすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）組織におけるmtDNA量の相対定量解析 
各組織におけるmtDNA量の相対定量解析を

行うために、組織より総DNAを調整し、リアル
タイムPCR法によって核DNAおよびmtDNA量を
測定することで、核DNAに対するmtDNA量の相
対定量を行った。 
（２）ミトコンドリア形態学的解析 
各組織・細胞におけるミトコンドリアの形

態学的解析を行うために、蛍光タンパクでミ
トコンドリアを標識したトランスジェニック
（Tg）マウスの組織においてミトコンドリア
の蛍光観察を行った。また、電子顕微鏡によ
る観察によって、ミトコンドリアの詳細な形
態学的解析を行った。 
（３）Tfam/EGFP過剰発現によるミトコンドリ
ア機能と生体機能の解析 
 Tfam過剰発現がミトコンドリア機能や生体
に与える影響について解析を行うために、
Tfam/EGFPを過剰発現させたTgマウスを用い
て、mtDNAの相対定量、RT-PCR、ノーザンブロ

ット法、免疫染色法、ミトコンドリア活性染
色法によって解析を行った。また、病的変異
型mtDNAを有するモデルマウスとの交雑によ
り、ミトコンドリア機能不全条件下における
Tfam/EGFP過剰発現の効果についても、同様の
手法を用いて検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）組織における mtDNA量の相対定量解析 
 マウス各組織における mtDNA/核 DNA量を測
定し、さらに組織間における比較解析を行っ
た。マウスにおいて、mtDNA 量は週齢や食餌
を含め飼育条件などによる影響を受ける可
能性があるが、当施設における飼育環境下に
おける mtDNA量に関する基礎的データの取得
を目指し測定を実施した。現在のところ、調
べた組織のうちでは胸腺の mtDNA/核 DNA量が
最も低いことが示された。そこで、胸腺 mtDNA

量を基準として、他組織における mtDNA量を
解析した結果、心臓や骨格筋など筋組織にお
ける mtDNA/核 DNA量が高い様子が観察された。 
以上の結果から、mtDNA は各組織に応じて

その量がほぼ規定されていることが推定さ
れる。現在、これらのデータを元に、週齢、
系統、飼育環境による mtDNA 量の変化につい
てさらなる検討を行っている。 
  
（２）ミトコンドリア形態学的解析 
 生体内においてミトコンドリアの形態を
解析するため、ミトコンドリア局在型 DsRed2
の融合遺伝子が導入された Tg マウスを用い
た解析を行った。本 Tg マウス由来の初代接
着性培養細胞を、ミトコンドリア特異的染色
色素である MitoTracker Green によって染色
し、蛍光観察を行ったところ、DsRed2 と
MitoTracker の蛍光像が一致したことから、
DsRed2 によってミトコンドリアが標識され
ていることが示された。また、同系統同ライ
ンのマウス個体間における蛍光強度につい
ても大きな差は認められなかった。さらに、
COX/SDH 染色を行ったところ、Tg マウスと野
生型マウスとの間で大きな差は認められず、
同等の活性があることが示された。 



 生体におけるミトコンドリア形態につい
て、共焦点レー
ザー顕微鏡によ
り解析した。心
筋では心筋線維
に沿ってミトコ
ンドリアが配置
する様子や、肝
臓の細胞では細
胞質全体に分布
する様子が観察
された。膵臓で
は、腺房細胞に

おいて膵島細胞よりもサイズの大きいミト
コンドリアが観察され、同じ組織においても
細胞種が異なる場合には、ミトコンドリア形
態が異なるケースもあることが示された。以
上の結果から、ミトコンドリア形態や存在様
式は組織・細胞種によって大きく異なり、お
そらくは分化した細胞の機能に応じた多様
性を示しているものと考えられる。 
 
（３）Tfam/EGFP 過剰発現によるミトコンド
リア機能と生体機能の解析 
 Tfamは mtDNA の複製・転写・安定化などに
関わる遺伝子であり、過剰発現させたときに
は mtDNA 量が増加することが知られている。
生体における Tfam 過剰発現の影響を調べる
ために、Tfam/EGFP の融合遺伝子を過剰発現
させた Tgマウスを用いた解析を行った。 
 本 Tgマウスにおける導入遺伝子の発現を、
リアルタイム RT-PCR によって確認した。ま
た、ウエスタンブロット法や免疫電子顕微鏡
法によって、ミトコンドリア内において EGFP
のシグナルが検出されることを観察した。
mtDNA 量に対する効果を確認するために、野
生型との比較を、mtDNA 相対定量解析によっ
て、各組織において実施した。その結果、多
くの組織において mtDNA量が上昇している様
子が観察された。ミトコンドリア活性につい
て検討するため COX/SDH 染色を行った結果、
野生型との比較で大きな差は認められなか
った。 
一方で、大規模欠失変異型 mtDNA を有する

ミトコンドリア疾患モデルマウスにおいて
Tfaｍを過剰発現させたときには、野生型の
ときと同様に mtDNA量が増加する様子を観察
した。また COX/SDH 染色を行った結果、通常
であれば病的表現型が示される変異型 mtDNA
の割合の状態においてもミトコンドリア活
性が野生型と比較し維持されていることが
示された。さらに生理学的解析を行った結果、
疾患モデルマウスと比較すると血中尿素窒
素値の上昇が抑えられており、また腎臓では
尿細管の拡張などの異常な形態が観察され
ず、症状の改善がみられた。生存率の解析結
果では、生存期間の延長効果も観察された。

本知見から、変異型 mtDNAが原因となる機能
障害には、変異型 mtDNA 割合だけではなく、
ミトコンドリア機能を維持するための何ら
かの戦略が関与していると推測される。本実
験におけるマウス系統では mtDNA量が上昇し
ており、発症抑制効果との関連についてさら
なる解析を進めている。 
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