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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞の生と死を司る細胞小器官（オルガネラ）であるミ

トコンドリアの品質管理機構、とりわけオートファジーの仕組みを利用してミトコンドリアを

丸ごと分別・除去する機構「マイトファジー」に焦点を絞った。具体的には、出芽酵母をモデ

ルに用いて、マイトファジーを人為的に抑制したり、促進したりするための分子基盤とそれに

基づく制御ツールの確立を目指した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on mitophagy, one of the mitochondrial 
quality control systems that selectively degrades the energy-converting organelles 
governing cell life and death via autophagy. Particularly, using budding yeast as a model 
organism, we sought to establish the molecular bases and regulatory tools that artificially 
suppress or facilitate mitophagy. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 ミトコンドリアは細胞内のほとんどの
ATP を産生するが、そのエネルギー変換の過
程で生じる活性酸素種（ROS）に直接曝され
ている細胞小器官（オルガネラ）である。こ
の酸化ストレスによるダメージを蓄積した
ミトコンドリアは丸ごと隔離され、分解コン
パートメントであるリソソームに運ばれて
除去されると考えられている。この選択的機
構は、細胞内自己分解作用・オートファジー
の系を利用していることから「マイトファジ
ー」と呼ばれ、ミトコンドリアの品質管理シ
ステムとして注目されつつある。最近の研究
で、神経変性疾患であるパーキンソン病の関
連因子が、ミトコンドリア分解に関与してい

ることが明らかとなり、品質管理システムと
してのマイトファジーの重要性が示唆され
た。ミトコンドリア病は変異ミトコンドリア
DNA の蓄積が原因で発症する難治疾患であ
るが、マイトファジーの仕組みを利用するこ
とで、変異ミトコンドリア DNA の選択的排
除が可能になると考えられる。 
 
 このように、マイトファジーと高次生命現
象とのつながりが脚光を浴び、病態との関連
に関する各論的記述が相次ぐ一方で、肝心の
治療に繋がる分子基盤についての本格的研
究は、未だ行われていないのが現状である。 
 
 マイトファジーは酵母からヒトまで保存
された普遍的な機構である。しかし、①哺乳
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類培養細胞においてミトコンドリア分解を
誘導するには、脱分極剤処理とマイトファジ
ー関連タンパク質の過剰発現という、非生理
的条件で行わなければならない。また、②哺
乳類マイトファジーを定量的に解析するシ
ステムは未だ確立されておらず、迅速かつ多
量のデータを処理することは困難である。さ
らに、③個体から取り出した培養細胞におけ
るミトコンドリア分解が、実際に体内での現
象をどれだけ反映しているか、よくわかって
いない。 
 
 私たちの研究グループは、酵母をモデルと
したマイトファジーの解析システムを世界
で初めて確立した。このシステムには、哺乳
類培養細胞系よりも優れた点がある。具体的
には、①非発酵性の炭素源で呼吸増殖させる
だけの極めて一般的な培養により、薬剤処理
もタンパク質の過剰発現もなしに、ミトコン
ドリア分解を顕著に誘導できる。また、②ミ
トコンドリアの液胞（＝リソソーム）への取
り込みを定量的に解析するシステムを構築
し、ハイスループット化のための改良にも既
に成功している。加えて、③酵母は単細胞の
真核生物であるが、完成した一つの「個体」
でもあり、文字通り in vivo における分子機
構・生理機能の解析が可能である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 マイトファジーは、酵母からヒトまで保存
された普遍的な機構である。申請者はこれま
での研究で、「細胞の基礎」を理解する上で
最もパワフルなモデル生物である出芽酵母
の特性を最大限に生かし、マイトファジーを
定性的および定量的に解析可能な現象とし
て捉えることに成功し、その分子基盤を世界
に先駆けて獲得した（図１）。 

 
 本研究では、ケミカルバイオロジーを駆使
した大規模スクリーニングを実施し、マイト
ファジーを阻害または促進する低分子化合
物を獲得する。加えて、野生型と変異型のミ

トコンドリア DNA を合わせもつ細胞、いわ
ゆる「ミトコンドリア病態モデル細胞」を構
築・活用し、変異ミトコンドリア DNA の選
択的排除システムの確立を目指す。 
 
 ミトコンドリア病は、主にミトコンドリア
DNA の変異が原因になって、細胞機能に必
要なエネルギー供給が行えなくなることに
より起こる。脳・骨格筋・心筋で機能不全が
生じることが多い。通常、ミトコンドリア病
患者の細胞のミトコンドリアには、野生型と
変異型のミトコンドリア DNA が混在してお
り、変異型の割合がある閾値を超えると、病
態が発症する。我が国だけでも数万〜数百万
人が苦しんでいると推定されている、根治法
のない特定疾患（難病）であり、対症療法に
頼らざるを得ない状況である。本研究では、
ミトコンドリア病の根源である変異ミトコ
ンドリア DNA の部分的あるいは完全な排除
を「戦略目標」とし、マイトファジーによる
品質管理を「実行戦術」として、このミッシ
ョンを展開してゆく。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）平成 23 年度においては、ミトコンドリ
アの分解を定量解析するための適切なプロ
ーブについて、改良と詳細な検討を行った。 
 
（2）平成 24 年度においては、マイトファジ
ーの誘導に重要なステップでありと考えら
れる、Atg32 の発現上昇が抑制された変異株
を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）これまでの研究で、大腸菌由来のジヒ
ドロ葉酸レダクターゼ（DHFR）に蛍光タン
パク質 mCherry を繋げた融合タンパク質を
作製し、酵母細胞のミトコンドリアに局在さ
せたプローブ mito-DHFR-mCherry を構築
した。このプローブを発現させるための遺伝
子カセットを酵母の染色体状に組み込むこ
とで、細胞間でより均一な発現を得ることが
できる。マイトファジーにより、ミトコンド
リアは分解コンパートメントである液胞（リ
ソソームに相当）に運ばれ、分解されるが、
mito-DHFR-mCherry の mCherry 部分は分
解に耐性であるため、遊離の mCherry が蓄
積してゆく。この蓄積量をウェスタン解析で
定量化することで、マイトファジーをモニタ
リングできる。mito-DHFR-mCherry の発現
量が過剰になると、ミトコンドリアの呼吸や
形態に異常を生じることが判明したため、発
現プロモーターを各種検討し、アッセイで検

図１．マイトファジーの蛍光顕微鏡観察



 

 

出が可能な範囲にて、発現量を低くした。 
 
 定量化アッセイにおいて、マーカー・タン
パク質のレベルが細胞ごとにばらついてし
まうプラスミド発現系ではなく、発現カセッ
トを染色体上に挿入する系を用いたことは
重要である。加えて、発現をコントロールす
るプロモーターの強度も検討した。これは、
マーカー・タンパク質の過剰な発現が、ミト
コンドリアの生合成に必要なタンパク質の
輸送を阻害し、呼吸能の低下や形態異常を引
き起こし、マイトファジーにも副作用を及ぼ
すからである。上記２つの改善点をクリアし
て作製したマイトファジー・プローブは、今
後様々な研究で有効なツールとなることが
期待される。 
 
（2）現在解析中のマイトファジー変異体の
中に、マイトファジー特異的因子 Atg32 の発
現量が低下しているものを見出した。これま
での研究で、Atg32 の発現誘導がマイトファ
ジーの活性化に重要であることがわかって
おり、この変異体が欠損しているタンパク質
の活性を調節することで、マイトファジーの
効率を人為的に制御できる可能性を考えて
いる。具体的には、リン脂質メチル基転移酵
素およびタンパク質 N 末端アセチル基転移
酵素の欠損細胞で Atg32 の発現が抑制され
ていた。今後は、これらのタンパク質がどの
ようなメカニズムで Atg32 の発現誘導に関
与しているかを明らかにしてゆく。具体的に
は、Atg32 との物理的相互作用を免疫共沈降 
で解析するとともに、細胞内局在を生細胞蛍
光イメージングで観察する。 
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