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研究成果の概要（和文）：TFAM (transcription factor A, mitochondrial) から合成された転写因子mtTFAは、ミトコ
ンドリアに移行し、種々の遺伝子発現を転写レベルで制御している。本研究では、mtTFAは、ミトコンドリアだけでな
く核内にも存在すること、抗アポトーシス遺伝子であるBIRC5 (Survivin)やBCL2L1 (BCL-xL)の発現を転写レベルで制
御すること、がん細胞の増殖がmtTFAの発現と密接に相関すること、mtTFAの核内発現は漿液性卵巣がんの予後不良因子
であることを見出した。これらの研究成果は、mtTFAを分子標的とするがん治療に貢献できると考えている。

研究成果の概要（英文）：mtTFA synthesized from TFAM (transcription factor A, mitochondrial) gene transloca
tes to mitochondrion and regulates various gene expressions. In this study, we found that mtTFA was also p
resent in not only mitochondrion but also nucleus, mtTFA regulated anti-apoptotic gene expressions such as
 BIRC5 (Survivin) and BCL2L1 (BCL-xL) at the transcriptional level, the growth of cancer cells was closely
 correlated with the expression of mtTFA and the nuclear expression of mtTFA was a poor prognostic factor 
in serous ovarian cancer. These findings suggest that mtTFA might function as anti-apoptosis through gene 
expressions. Molecular mtTFA targeted therapy might contribute to cancer treatment.
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１．研究開始当初の背景 
(1) TFAM は核にコードされた遺伝子で、
TFAM から合成されたタンパク質 mtTFA 
(mitochondrial transcription factor A)はミ
トコンドリアに移行し、種々の遺伝子発現を
転写レベルで制御している（文献１）。mtTFA
の構造的特徴はミトコンドリア移行シグナ
ルと DNAに結合する HMG (high mobility 
group)ボックスを持つことである。HMG ボ
ックスをもつ HMGB1は、p53や NF-κBな
どの転写因子の機能発現に重要な核内 DNA 
結合タンパク質であると同時に、活性化され
た樹状細胞、マクロファージ、あるいは壊死
細胞から細胞外に放出され、周辺細胞が発現
している RAGE、TLR2や TLR4にリガンド
としても作用する。また、HMGB1はシスプ
ラチン修飾 DNA に高い親和性があることが
報告されているが、我々は HMGB1 が p53
と分子会合すること、また、p53との分子会
合により HMGB1のシスプラチン修飾 DNA
の結合能が亢進することを報告した（文献
２）。次に、同じHMGボッスをもつmtTFA
で検討したところ、mtTFA はシスプラチン
修飾 DNA のみならず酸化損傷 DNA にも結
合することと見出した（文献３）。さらに、
p53はミトコンドリアに移行し、mtTFAと分
子会合すること、分子会合により mtTFA の
損傷 DNA 結合能が制御されることを見出し
た（文献４）。Thioredoxin2 はミトコンドリ
アで機能する抗酸化タンパク質であるが、最
近、mtTFA と分子会合すること、分子会合
により Thioredoxin2がmtTFAの損傷 DNA
結合能を制御していることを報告した（文献
５）。 
 
(2) 臨床検体を用いた解析から子宮内膜がん
において mtTFA の発現が高いほど予後不良
になることを見出した（文献６）。未発表で
あるが、大腸がん症例においても mtTFA は
予後不良分子であることを観察している。し
かしながら、mtTFA の高発現がどうして予
後不良になるのか、その分子機序は全く不明
である。ミトコンドリアの ATP 合成に関わ
る遺伝子発現には mtTFA は必須であるが、
がん細胞では嫌気的解糖系を優位に利用し
ているためATP合成の視点からmtTFAの発
現が亢進している理由は不明である。 
 
(3) がんにおいて mtTFA はミトコンドリア
以外で機能しているのではないかと考えて
検索した。mtTFA は HMG ボックスを２つ
有しているが、HMG ボックス内には共通し
て核移行シグナルがあるため核に移行し転
写因子として機能する仮説を立てた。現時点
で確認できていることは、抗 mtTFA 抗体を
用いたウエスタンブロットの結果から
mtTFA は培養がん細胞の核内にも発現して
いること、mtTFA の発現を mtTFA siRNA
でノックダウンさせた細胞を用いた cDNA
マイクロアレイの結果から核にコードされ

ている遺伝子の発現が mtTFA のノックダウ
ンに伴い多数減少していることである。これ
らの結果は mtTFA が核内で遺伝子発現を制
御していることを強く示唆するものである。
しかしながら mtTFA が核の転写因子として
機能する可能性だけでなく、核に存在するこ
とすら全く報告されていない。 
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２．研究の目的 
本研究の目的は、mtTFA が核に移行する機
序、核内における遺伝子発現調節機能の解明
および標的遺伝子を同定し、種々のストレス
耐性に対する mtTFA の核内発現の意義を明
らかにすることである。 
 
(1) ストレス応答遺伝子やアポトーシス関連
遺伝子に注目して mtTFA の核内標的遺伝子
の同定を行う。酸化ストレスや抗がん剤スト
レスによる細胞応答に mtTFA がどのように
関与しているのかを明らかにする。 



 
(2) 臨床検体を用いて、mtTFAの核内発現と
予後との相関を検討し、核内発現の意義を明
らかにする。 
 
(3) 最終的に「mtTFAはストレス耐性分子で
ある」という仮説を証明することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) mtTFAの核内発現解析 
①抗 mtTFA 抗体を用いたウエスタンブロッ
ト解析：抗 mtTFA 抗体はすでに作製してい
る。培養がん細胞を核と細胞質に分画したウ
エスタンブロットを行い、mtTFA が核内に
発現していることを確認する。がん細胞は前
立腺がん細胞株（PC3 細胞、SKR1 細胞、
Caki-1 細胞）と卵巣がん細胞株（A2780 細
胞、MCAS細胞、OVK18細胞、OVK18#102
細胞、OVMG1細胞、RMG1細胞、TYK-nu
細胞）を用いる。これらがん細胞における
mtTFA の核と細胞質の存在比率を求める。
これらの結果から、mtTFA の核内発現と細
胞・組織特異性を検討する。 
②抗 mtTFA 抗体を用いた免疫染色解析：培
養がん細胞および組織における mtTFA の発
現を検討する。培養がん細胞では細胞から核
を分離して免疫染色を行う。組織染色では、
1995年から2007年までの間に産業医科大学
で治療を受けた漿液性卵巣がん患者 60 症例
と1997年から2000年までの間に産業医科大
学で治療を受けた原発性大腸がん患者105症
例について行う。これらの症例の組織評価や
予後評価と mtTFA 発現の相関・関連を検討
する。 
 
(2) mtTFAの核内標的遺伝子の同定作業 
①mtTFA標的遺伝子の探索：mtTFA siRNA
で処理した前立腺がん PC3 細胞を用いた
DNA マイクロアレイ解析の結果をすでに得
ている。この中から、細胞増殖および細胞分
裂、ストレス応答、アポトーシス関連の遺伝
子に焦点を絞り検索する。また、Database of 
Transcriptional Start Sites 
(http://dbtss.hgc.jp/)のプログラムを使用し
て mtTFA が結合する遺伝子のプロモーター
を探索する。これらの解析から mtTFA 標的
遺伝子の候補を選定する。 
②mtTFA のプロモーター結合解析：抗
mtTFA 抗体を用いてクロマチン-転写因子複
合体を免疫沈降し、選定された遺伝子のプロ
モーターにmtTFAが結合しているかPCRで
検討する。 
③mtTFA の転写活性能の解析：(2)の①およ
び②の結果から、mtTFA が結合する遺伝子
のプロモーターを単離し、ルシフェラーゼ遺
伝子を連結させたレポータープラスミドを
作製する。このレポータープラスミドをがん
細胞に導入し、mtTFA の発現を増加あるい
は減少させた時の転写活性を測定する。
mtTFAの発現増加にはmtTFA発現プラスミ

ドを利用し、発現減少にはmtTFA siRNAを
利用する。 
 
(3) mtTFAの細胞生物学的機能解析 
①mtTFA siRNA で処理し mtTFA の発現を
減少させたがん細胞や mtTFA を過剰に発現
させたがん細胞を用いて細胞増殖能の変化
を比較する。細胞の増殖が影響を受けた場合
は細胞周期解析（フローサイトメトリー）を
行う。 
 
４．研究成果 
(1) mtTFA は核内で転写因子として機能し、
がん細胞の増殖を制御する。 
① 2 種類の前立腺がん細胞株（PC3 細胞、
SKR1細胞）を用いて、細胞を核と細胞質に
分画したのち、ウエスタンブロットでmtTFA
のタンパク発現を検討したところ、両細胞株
において細胞質分画だけでなく核分画にも
mtTFA のシグナルが観察された。また、核
を単離して行った免疫染色でも核内に
mtTFA のシグナルが観察されたことから
mtTFAは核内に存在することが示唆された。
さらに3種類の前立腺がん細胞株（PC3細胞、
SKR1細胞、Caki-1細胞）を用いて、mtTFA
の核と細胞質の発現比率を検討したところ、
33%から 43%が核に発現していた。さらに、
核内の約半分の mtTFA はクロマチンに強固
に結合していることが示唆された。 
②mtTFA が核内で転写因子として機能する
ことを証明するためにmtTFA が結合するプ
ロモーターを Database of Transcriptional 
Start Sites (http://dbtss.hgc.jp/)で検索した。
その結果、ゲノム DNA にコードされ、抗ア
ポトーシス遺伝子の一つである BIRC5 
(Sruvivin)がその候補にあがった。そこで
mtTFA が BIRC5 の発現を転写レベルで制
御しているか検討した。クロマチン免疫沈降
法により、mtTFA は BIRC5 のプロモータ
ーに結合することを観察した。BIRC5 のプ
ロモーター領域（-992 から+110）がルシフ
ェラーゼ遺伝子に連結されたレポータープ
ラスミドを前立腺がん PC3 細胞に導入して
解析した結果、mtTFA の発現を増加させる
とルシフェラーゼ活性は上昇し、逆に減少さ
せるとルシフェラーゼ活性は低下した。これ
らの結果は、mtTFAは BIRC5 のプロモータ
ーに直接結合し、転写を正に制御しているこ
とを示唆する。これに一致して、mtTFA の
発現を増加させると BIRC5 のタンパク量は
増加し、逆に mtTFA の発現を減少させると
BIRC5 のタンパク量は減少することをウエ
スタンブロットで確認した。 
③前立腺がんPC3細胞を用いてmtTFAを過
剰発現させるとがん細胞の増殖は促進し、逆
に siRNAでmtTFAの発現を一過性に減少さ
せると細胞の増殖は著しく低下した。この原
因として mtTFA の発現低下により細胞周期
G1停止が誘導されることが示唆された。 
 



(2) mtTFA は BCL2L1 の遺伝子発現を制御
し、 漿液性卵巣がんの予後因子である。 
①  卵巣がん培養細胞株（A2780 細胞、
OVK18#102 細胞）を用いて mtTFA の核内
発現をウエスタンブロットで検討した。その
結果、A2780細胞では 55%が、OVK18#102
細胞では 87%が核に発現していた。60 症例
の漿液性卵巣がん患者において mtTFA の核
内発現と予後を検討した結果、mtTFA が核
内に染色されると予後が不良であった。 
➁ 7種類の卵巣がん細胞株を用いてmtTFA、
BIRC5、BCL2L1の発現をウエスタンブロッ
トで検討した。その結果、mtTFA の核内発
現と BCL2L1 の発現に有意な正の相関を観
察した。一方、BIRC5の発現とmtTFAの核
内発現に相関は見られなかった。 
➂ mtTFA siRNAを用いて A2780細胞およ
び OVK18#102細胞の mtTFAの発現を減少
させると BCL2L1の発現は減少した。この発
現低下が転写レベルで起こっているのか検
討した。その結果、クロマチン免疫沈降法に
よりmtTFAはBCL2L1のプロモーターに結
合することを観察した。BCL2L1のプロモー
ター領域（-1915から+235）がルシフェラー
ゼ遺伝子に連結されたレポータープラスミ
ドを卵巣がん A2780 細胞に導入して解析し
た結果、mtTFA の発現を増加させるとルシ
フェラーゼ活性は上昇し、逆に減少させると
ルシフェラーゼ活性は低下した。これらの結
果は、mtTFAは BCL2L1のプロモーターに
直接結合し、転写を正に制御していることを
示唆する。 
 
(3) 大腸がんにおける mtTFA 発現は腫瘍の
進展と予後不良のマーカーになる。 
① 105 症例の大腸がん患者のがん組織を
mtTFA で染色した。その結果、 47 人 
（ 44.8 % ）の患者はmtTFAに陽性であり、
陰性の患者に比べて予後が不良であった。 
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