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研究成果の概要（和文）： 
本研究によって、ミトコンドリア内リソソームの誘導メカニズムに関するいくつかの重要な知

見を得た。第一に、ミトコンドリア内へのリソソームの誘導には、ミトコンドリア外膜タンパ

ク質である BNIP3 と NIX が極めて重要な役割を果たすことを明らかとした。ミトコンドリア外

膜上での Mieap, BNIP3 及び NIX の会合は、ミトコンドリア二重膜に未知の孔を開口した。この

孔は、細胞死の誘導には全く関与していなかった。第二に、アダプタータンパク質である

14-3-3gamma は、Mieap と結合して、ミトコンドリア内へ移動し、ミトコンドリア内における酸

化蛋白質の分解に極めて重要な役割を果たしていた。以上の結果から、この現象を可能とする

メカニズムは、少なくともミトコンドリア二重膜における孔の開口と、アダプター蛋白質の介

在による酸化蛋白質のリソソーム内への取り込みが、重要である可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we obtained several important findings on the mechanism for induction of 
the intramitochondrial lysosome. First, BNIP3 and NIX, two mitochondrial outer membrane 
proteins, play a pivotal role in induction of the intramitochondrial lysosome. The 
interaction of Mieap, BNIP3 and NIX at mitochondrial outer membrane induces the opening 
of a pore in the mitochondrial double membrane. Surprisingly, this is completely unrelated 
to cell death. Second, 14-3-3gamma interacts with Mieap and is translocated into 
mitochondria. Intramitochondrial 14-3-3gamma plays a critical role in the elimination 
of oxidized mitochondrial proteins. These results suggest that the opening of a pore in 
the mitochondrial double membrane and an adaptor protein are very substantial in the 
mechanism for the intramitochondrial lysosome.  
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能解析に関する研究」を行ってきた。これま
でに、その成果として、がん抑制遺伝子 p53
が、細胞死や DNA 修復にきわめて重要な役割
を果たす事実を明らかとしてきた（Cell 2000, 
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Nature 2000, Mol Cell 2001, Nat Cell Biol 
2003, Nat Genet 2003, Nat Rev Cancer 2004）。
今回、この一連の研究の進展の過程から、新
規 p53 標的遺伝子として Mieap 遺伝子を同定
し、その機能解析から Mieap 蛋白質による、
ミトコンドリア品質管理に関する全く新し
いメカニズムを発見するに至った（Miyamoto 
et al. PLoS ONE 6: e16054, 2011.; Kitamura 
et al. PLoS ONE 6: e16060, 2011. ）。 
 我々はこれまでの解析から、ミトコンドリ
アより生成される活性酸素（ROS）に反応し
て、（1）Mieap が、ミトコンドリアの構造破
壊を伴わずに、ミトコンドリア内へリソゾー
ム を 集 積 さ せ （ MALM: Mieap-mediated 
Accumulation of Lysosomes within 
Mitochondria）、ミトコンドリアの酸化蛋白
質を特異的に分解し、不良なミトコンドリア
を修復するか（Miyamoto et al. PLoS ONE 6: 
e16054, 2011.）、あるいは（2）Mieap が液胞
形成を誘導し（MIV: Mieap-Induced Vacuole）、
不良なミトコンドリアを液胞内へ丸ごと飲
み込み分解し排除するという二つの機能を
制御することでミトコンドリアの品質管理
に重要な役割を果たす事実を確認した
（ Kitamura et al. PLoS ONE 6: e16060, 
2011.）。 
 
２．研究の目的 
 MALM は従来のオートファジーとは全く異
なる現象と考えられ、ミトコンドリア内への
リソソームの移動による、細胞内小器官内の
異常蛋白質に対するリソソームによる特異
的な分解機構が存在する可能性を示唆する
ものであり、現在の細胞生物学の常識を書き
換える成果が予想される。我々の研究によっ
て、細胞生物学研究に革命的な進歩をもたら
すとともに、不良なミトコンドリア蓄積を原
因とする個体における老化・がん・神経変性
疾患・循環器疾患の発生メカニズムの解明と
その治療・予防に多大なる貢献が期待される。
この研究の目的は、これまでのリソソームの
役割やミトコンドリア内蛋白質分解に関す
る常識を大きく塗り替え、細胞生物学におけ
る未知の領域を明らかとすることである。 
 
３．研究の方法 
まずは Mieap 結合タンパク質の同定から、そ
のメカニズムに迫る。具体的には、外来性及
び内在性 Mieap によって MALM を誘導し、MALM
誘導の比較的初期において、Mieap 複合体の
免 疫 沈 降 を 行 い 、 そ の 後 の 2DICAL
（2-dimensional image-converted analysis 
of liquid chromatography and mass 
spectrometry）によるプロテオーム解析へ進
める。いずれも Mieap 存在下と非存在下、抗
Mieap 抗体とコントロール抗体などの適切な
2 群間における差の検出から、標的蛋白質の

同定を試みる。また、すでにミトコンドリア
外膜上に存在し、MALM に重要な働きを有する
ことが示されている NIX/BNIP3L についても、
MALM 発生時における抗 NIX/BNIP3L 抗体を用
いた同様の解析を行うことで、NIX/BNIP3L が
形成する未知のチャンネル複合体の構成分
子の同定を試みる。同様に、同定された有意
な候補蛋白質についても同様のアプローチ
を試みる。 
 同定された候補蛋白質においては、FLAG や
HA などの適切なタグを N末、及び C 末に有す
る融合蛋白質の発現ベクターを構築し、結合
の再現性の確認実験を行い、その確からしさ
の確認作業を行う。これらの実験において、
特異的な結合が確認できた分子については、
大腸菌におけるリコンビナントタンパク質
合成と精製を行い、内在性蛋白質検出のため
の特異抗体の作成へと進める。また、プラス
ミドあるいはアデノウイルスベクターなど
の、一過性の過剰発現可能なシステムを構築
し、あるいは、siRNA を用いた内在性蛋白質
のノックダウン実験、免疫染色実験を行い、
MALM における重要性の確認実験を進めてい
く。 
 
４．研究成果 
Mieap 結合タンパク質として、BH3 ドメイン
を有するミトコンドリア外膜タンパク質で
ある BNIP3 と NIX（BNIP3L）を同定した。内
在性及び外来性いずれのタンパク質におい
ても、MALM 発生時における、Mieap と BNIP3
及び NIX の結合が証明された。BNIP3 や NIX
は、ミトコンドリア外膜において Mieap と結
合した。内在性 BNIP3 あるいは NIX のノック
ダウンにより MALM の誘導は、ほぼ完全に抑
制された。従来の報告とは異なり、BNIP3 あ
るいは NIX 単独の過剰発現は、ミトコンドリ
ア膜電位の低下やそれに伴う細胞死の誘導
は認めなかった。しかし、Mieap、BNIP3、NIX
の３者を同時に過剰発現したときのみに、劇
的な膜電位の低下を認めた。ところが、この
現象は、細胞死とは全く無関係であった。 
 このことから、Mieap によるミトコンドリ
アの構造破壊を伴わないミトコンドリア内
リソソームの誘導には、BNIP3 と NIX が極め
て重要な役割を果たしている事が明らかと
なった。Mieap、BNIP3、NIX の３者のミトコ
ンドリア外膜上での会合は、ミトコンドリア
二重膜に未知の孔（通り道）を開口させる可
能性が示唆された。さらにこの未知の孔は、
これまでに細胞死との関連で知られている
Permeability transition pore とも異なる可
能性が示された。 
 Mieap 結合タンパク質として、14-3-3gamma
を同定した。BNIP3 や NIX とは異なり、
14-3-3gamma は、MALM 誘導時に細胞質ゾルで
Mieap と結合して、Mieap と共にミトコンド



リア内へ移動し、ミトコンドリア内における
リソソームによる酸化蛋白質の分解に重要
な役割を果たしている事が明らかとなった。
14-3-3 タンパク質は、2分子間のアダプター
分子としての役割が知られており、酸化蛋白
質のリソソーム内への取り込みへ関与して
いる可能性がある。 
 以上の結果から、我々の発見した新規ミト
コンドリア品質管理機構は、実験にともなう
アーチファクトではなく、極めて特異的な細
胞機能の可能性が高まった。リソソームのミ
トコンドリア内への移動に深く関与すると
考えられるミトコンドリア二重膜に開口す
る未知の孔が存在し、BNIP3 と NIX によって
制御されること、さらにミトコンドリア内へ
移動したリソソームによる酸化蛋白質の分
解に 14-3-3gamma が極めて重要な働きを有し
ていることは、この現象のメカニズム解明に
大きく貢献する成果と考えられる。 
 これらの成果を起点として、さらなるメカ
ニズムの解明が必要と思われる。また、Mieap
結合分子の探索から、さらなる手がかりが明
らかとなってくると考えられる。現時点での
最大の問題点は、電子顕微鏡解析に於いて、
ミトコンドリア内に、オルガネラとしてのリ
ソソームを形態学的に同定できていないこ
とである。この現象の仮説である「ミトコン
ドリア内リソソーム」が本当に存在するのか、
あるいは、リソソームタンパク質の集積を見
ているのか、について今後はより詳細かつ慎
重な形態学的解析も行っていく必要がある
と考えられる。 
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題 「 Mieap, a p53-inducible protein, 
controls mitochondrial quality by 
repairing or eliminating unhealthy 
mitochondria」 平成 23 年 12 月 14 日 第
34 回日本分子生物学会年会（横浜市） 
 
22．喜多村憲章、中村康之、吉田将紀、加美
野宏樹、村井竜也、荒川博文 口演発表 演
題「Possible existence of lysosome-like 
organella within mitochondria and its role 
in mitochondrial quality control」 平成
23 年 12 月 15 日 第 34 回日本分子生物学会



年会（横浜市） 
 
23. 吉田将紀、中村康之、喜多村憲章、村井
竜也、加美野宏樹、荒川博文 口演発表 演
題「BNIP3 and NIX mediate Mieap-induced 
accumulation of lysosome-like organelles 
within mitochondria」 平成 23 年 12 月 15
日 第 34 回日本分子生物学会年会（横浜市） 
 
24. 荒川博文 2011JCA-Mauvernay Award 受
賞講演 演題「がんのアキレス腱を知る~
p53 標的遺伝子研究からのアプローチ」 平
成 23 年 10 月 4 日 第 70 回日本癌学会学術
総会（名古屋市） 
 
25．吉田将紀、喜多村憲章、中村康之、宮本
嵩史、加美野宏樹、村井竜也、尾野雅哉、荒
川博文 口演発表 演題「リソソーム様オル
ガネラがミトコンドリア内に存在する可能
性とミトコンドリア品質管理におけるその
役割について」 平成 23 年 10 月 4 日 第 70
回日本癌学会学術総会（名古屋市） 
 
26．中村康之、喜多村憲章、宮本嵩史、吉田
将紀、加美野宏樹、村井竜也、荒川博文 
ポスター発表 演題「修復と排除：p53 誘導
性タンパク質 Mieap による新規ミトコンドリ
ア品質管理機構」 平成 23 年 10 月 3 日 第
70 回日本癌学会学術総会（名古屋市） 
 
27. 荒川博文 シンポジウム・疾患に関与す
るミトコンドリア研究の新展開 演題「修復
と排除：p53誘導性タンパク質Mieapによる新
規ミトコンドリア品質管理機構」 平成23年9
月24日 第84回日本生化学会大会（京都） 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.ncc.go.jp/jp/nccri/divisions
/06biop/index.html 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

 荒川 博文（Hirofumi Arakawa） 

 独立行政法人国立がん研究センター・ 

 研究所・分野長 

  研究者番号：70313088 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


