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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアDNA(mtDNA)とタンパク質の複合体であるミトコンドリア核様体の分裂は、ミ
mtDNAの次世代への伝達に必須であるが、その制御機構は分かっていない。本研究では、真正粘菌においてミトコンド
リア局在型RCC1(Regulator of chromosome condensation 1)様タンパク質が、核様体とクリステ膜との結合を制御する
ことで、核様体の分裂制御に関わっていることを明らかにした。また、ヒトにおけるホモログを同定し、ヒトにおいて
も核様体の分裂に関与している可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial DNA (mt-DNA) is packed into a highly organized DNA-protein complex c
alled the mitochondrial nucleoid (mt-nucleoid). Division of mt-nucleoid is necessary for mt-DNA distributi
on into daughter mitochondria. However, little is understood about the molecular mechanisms that regulate 
the mt-nucleoid division. In this study, we showed that a mitochondrial RCC1(Regulator of chromosome conde
nsation 1)-like protein of P. polycephalum was involved in the mt-nucleoid division by controlling of the 
association of mt-nucleoids and cristae. We also identified a human mitochondrial RCC1-like protein (hmtRC
C1). The down regulation analysis of hmtRCC1 showed that this protein might be involved in the mt-nucleoid
 division.
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１．研究開始当初の背景 
 生体内において、ミトコンドリア DNA
（mtDNA）は、ミトコンドリア核様体と呼

ばれるタンパク質－DNA 複合体として存在

する。ミトコンドリア核様体内に含まれる複

数の mtDNA は、ミトコンドリア核様体の分

裂によって分配され、次世代に伝達される。

しかし、ミトコンドリア核様体の分裂に関す

る分子メカニズムはほとんど明らかになっ

ていない。 
 真正粘菌(Physarum polycephalum)のミ

トコンドリア核様体は、非常に大きくヒトの

50 倍以上の mtDNA を含む。このため、核

様体の構造と機能に関する形態学的な解析

や、核様体の単離による機能分子の同定など

に優れた材料である。我々は、真正粘菌にお

ける核様体のプロテオミクス解析から、細胞

核タンパク質である Ran のグアニンヌクレ

オ チ ド 交 換 因 子 RCC1  (regulator of 
chromosome condensation 1)と相同性が高

い新規ミトコンドリア局在型 RCC1 様タン

パク質 pmn67 を同定した。興味深いことに、

これまでに確立してきたノックダウン法に

よる予備的な実験から、このタンパク質はミ

トコンドリア核様体の等分裂に必須である

ことが示唆された。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、真正粘菌から同定した pmn67
の機能解析を行い、ミトコンドリア核様体分

裂の分子基盤の解明を目指した。また、他の

生物においてもミトコンドリア局在型RCC1
様タンパク質がミトコンドリア核様体の分

裂に関わるのか、ヒト培養細胞を用いて普遍

性の検証も行った。 

 
３．研究の方法 
（１）真正粘菌における pmn67 の機能解析 
 細胞内における pmn67 の局在を解析する

ために抗体を用いた細胞染色を行った。また、

pmn67 が mtDNA に直接結合しているかゲ

ルシフトアッセイを用いて調べた。さらに、

真正粘菌に pmn67 遺伝子のモルフォリノア

ンチセンスオリゴをマイクロインジェクショ

ンし、pmn67 の発現抑制した際のミトコンド

リア核様体分裂の変化を詳細に解析した。ま

た、pmn67 が mtDNA に直接結合しているか

ゲルシフトアッセイを用いて調べた。 

 
（２）ヒトにおけるミトコンドリア局在型

RCC1 様タンパク質の解析 

 ダイナミックに形態変化をするミトコン

ドリア内での核様体の分配機構を明らかに

するために、高速で撮影可能なニポウディス

ク式共焦点レーザー顕微鏡と超高感度の

EMCCD カメラを組み合わせることで、励起

光を最小限に抑え、かつ素早い核様体の動態

を長時間ライブイメージングすることに成

功した。また、ミトコンドリアと核様体の動

態を同時に観察するために、ミトコンドリア

を DsRed でラベルした HeLa 細胞を SYBR 

Green I 染色した。また、Pmn67 と相同性の

高いヒトタンパク質を探索し、GFP を用いた

局在解析やRNAiを用いた遺伝子発現抑制解

析を行った。 

 

４．研究の成果 
（１）真正粘菌における pmn67 の機能解析 
 細胞核においてRCC1は、染色体に結合し、

低分子量GTPaseであるRanの活性を調節す

ることで、核タンパク質輸送、スピンドル形

成、核膜の構築などに重要な役割を果たすこ

とが知られている。pmn67 は、ミトコンドリ

ア局在型 RCC1 様タンパク質であるが、抗体

を用いた細胞染色により、主にミトコンドリ

ア核様体に局在することが示された。また、

pmn67 の DNA 結合能を調べるために、

pmn67 を大腸菌で発現させ、精製し、ゲルシ

フトアッセイをおこなった。その結果、

pmn67は配列非特異的にDNA結合すること

が分かった。さらに、モルフォリノアンチセ

ンスオリゴを用いて pmn67 を発現抑制し、

その際のミトコンドリアおよびミトコンドリ

ア核様体の分裂を詳細に解析した。真正粘菌

では、ミトコンドリア分裂に伴ってミトコン

ドリア核様体も中央でくびれて分裂し、最終

的には娘ミトコンドリアに等分配される。し

かし、pmn67 発現抑制細胞においては、ミト

コンドリア分裂は正常であるが、核様体の分

裂が抑制されていることが分かった。また、

最終的には、ミトコンドリア分裂により、核

様体がくびり切られ、その結果、核様体が娘



ミトコンドリアに不等分配されることが分か

った。さらに、電子顕微鏡観察により、pmn67
発現抑制細胞において、ミトコンドリア核様

体の不等分配が見られ始める発現抑制後３日

目の細胞において、ミトコンドリア核様体と

クリステとの結合が著しく減少し始め、５日

目ではさらに進行していることが明らかとな

った(図１）。バクテリアとの類似性から、ミ

トコンドリア核様体とクリステ膜との結合は、

核様体の分裂に重要であると考えられている。

よって、pmn67 は、核様体とクリステ膜との

結合を制御することで核様体の分裂制御に関

わっている可能性が示唆された。 

 

図１：真正粘菌におけるミトコンドリアの

電子顕微鏡観察 

通常細胞（WT）と pmn67 を発現抑制し

た細胞（KD-pmn67)のミトコンドリアを

電子顕微鏡で観察した。KD-pmn67 の３

日目、５日目では、ミトコンドリア核様

体(ブルー）周辺のクリステ膜（ピンク）

の著しい減少が観察できる 

 
                     
（２）ヒトにおけるミトコンドリア局在型

RCC1 様タンパク質の解析 

 通常、ミトコンドリア核様体は、非常に

小さなスポット状の構造であり、ヒトでは

0.1μｍ以下の微小な構造である。また、多

くの生物のミトコンドリアは、活発に分

裂・融合を繰り返しており、そのようにダ 
イナミックに形態変化するミトコンドリア 

内で微小なミトコンドリア核様体の分裂が

どのように制御されているか全く分かって

いない。我々は、まずミトコンドリアを

DsRed でラベルしたヒト培養細胞（HeLa
細胞）を用いて SYBR Green I 染色による

ミトコンドリア核様体の長期ライブイメー

ジング法を開発した。その結果、ミトコン

ドリア核様体の動きはミトコンドリアの動

きとは完全には同調していなかったことか

ら、核様体の動態はミトコンドリアとは別

の機構で制御されている可能性が示された。

さらに、ミトコンドリアだけではなく、核

様体も活発に分裂・融合を繰り返しており、

そのバランスによって一定の核様体のサイ

ズを保っていることが分かった。また、ミ

トコンドリア核様体の分裂はミトコンドリ

アの分裂と同調していないことも明らかと

なった。さらに、Pmn67 と相同性の高いヒ

トタンパク質を探索し、ミトコンドリアに

局 在 す る RCC1 タ ン パ ク 質 と し て

hmtRCC1 （ human mitochondria 
RCC1-like protein）を同定した。hmtRCC1
の発現抑制解析を行った結果、非常に短時

間でミトコンドリア核様体が巨大化し、同

時に核様体数が減少することが分かった

（図２）。また、この際、ミトコンドリア核 
 
 

図２：ヒト培養細胞のミトコンドリア核様

体の観察 

HeLa 細胞を SYBR Green I で染色し、蛍光

顕微鏡で観察した。（赤:ミトコンドリア、

緑: mtDNA）A:通常の細胞。網目状のミト

コンドリアの中に、核様体の輝点が多数観

察できる（矢頭）B: hmtRCC1 をノックダ

ウンした細胞。ミトコンドリア核様体の数

が減少し、巨大化したミトコンドリア核様

体が観察できる 



様体の融合頻度に変化はなく、分裂頻度のみ

が減少していたため、核様体の分裂・融合の

バランスが融合側に傾いたために核様体が巨

大化が生じたと予想された。よって、ミトコ

ンドリア分裂と核様体分裂との関係は、生物

によって異なるものの、RCC1 様タンパク質

による核様体の分裂制御機構は、生物普遍的

な分子機構である可能性が高い。 
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