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研究成果の概要（和文）：BNIP3/NIX_DKO細胞をレセプター依存的マイトファジー不能細胞として解析した結
果、レセプター依存的マイトファジーはmtROSを低く維持することで、フェロトーシスから細胞を保護している
ことを解明した。また、マイトファジーレセプターであるBNIP3とNIXのマイトファジーにおける役割は、隔離膜
とミトコンドリアを繋ぎ止め、隔離膜の伸長に寄与することであることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed BNIP3/NIX_DKO cells as receptor-mediated mitophagy-deficient 
cells and found that receptor- mediated mitophagy protects cells from ferroptosis by maintaining low
 levels of mtROS. Furthermore, we revealed that the role of the mitophagy receptors BNIP3 and NIX in
 mitophagy is to mediate tight attachment and expansion of the isolation membrane to mitochondria.

研究分野：細胞生物学

キーワード： ミトコンドリア　オートファジー　マイトファジー　マイトファジーレセプター
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マイトファジーは、異常もしくは不要となったミトコンドリアを選択的に分解することでミトコンドリアの機能
維持に貢献しており、ミトコンドリア機能低下を伴う様々な疾患の病態や老化現象に関与していると考えられて
いる。このため、マイトファジーを医療へ活用しようとする研究が進められている。本研究は、レセプター依存
的マイトファジーの生理的意義や分子機構の一端の解明に成功しており、今後のマイトファジーの医療応用への
基盤となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
ミトコンドリアは、細胞活動に必要な ATPの大半を産生する重要なオルガネラであり、その
機能や量は適切に維持される必要がある。オートファジーによるミトコンドリア分解（以下マイ
トファジー）は、異常もしくは不要となったミトコンドリアを選択的に分解することでミトコン
ドリアの機能維持に貢献していると考えられている。マイトファジーは真核生物間で広く保存
された現象であるにも関わらず、その分子機構や生理的意義は十分に解明されていなかった。 
哺乳類では独立した二つのマイトファジー経路が知られている。一つは家族性パーキンソン
病の原因因子である PINK1と Parkinが協調してミトコンドリア外膜タンパク質をユビキチン
化することにより誘導される経路（ユビキチン依存的経路）、もう一つは、ミトコンドリア外膜
のマイトファジーレセプターに依存した経路（レセプター依存的経路）である。これまでに 5種
類のマイトファジーレセプター（BNIP3、NIX、FUNDC1、FKBP8、BCL2L13）が報告されて
いる。しかし、どのレセプターが本質的に重要であるかは不明であり、マイトファジー不能細胞
が樹立されていなかった。このことがマイトファジーの生理的意義の研究を難しくしていた。 
オートファジーが誘導されると隔離膜と呼ばれる脂質膜が形成され、隔離膜が伸長し細胞質
成分を取り込みながら球状のオートファゴソームとなる。マイトファジーの場合は、隔離膜はミ
トコンドリア上に形成され、ミトコンドリアの一部を包み込むように取り込み、オートファゴソ
ームが形成される時にミトコンドリアは分裂し、オートファゴソームに収まる大きさになると
考えられている（Yamashita et al. JCB 2016）。しかし、隔離膜がミトコンドリアを包み込む過
程でマイトファジーレセプターがどのような役割を担うかについては不明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
 
上記の背景から、本研究では、レセプター依存的マイトファジーに着目し、レセプター依存的
マイトファジーの生理的意義の解明および、マイトファジーレセプターの機能解析を行うこと
を研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）レセプター依存的マイトファジー不能細胞の樹立とその解析 
予備実験において、HeLa細胞の 5つのマイトファジーレセプター（BNIP3、NIX、FUNDC1、

FKBP8、BCL2L13）の単独破壊、すべての組み合わせの二重破壊、三重破壊、五重破壊株を作
成しマイトファジーを確認したところ、BNIP3とNIXの二重破壊株において低酸素や鉄キレー
ト剤であるDFPによって誘導されるレセプター依存的マイトファジーが完全に抑制されること
を見出していた。一方で FUNDC1、FKBP8、BCL2L13の破壊はマイトファジーにほとんど影
響しなかった。本研究では、BNIP3/NIXのダブルノックアウト（DKO）細胞をマイトファジー
不能細胞とし、その生化学的解析を行った。 
 
（２）マイトファジーレセプターの機能解析 
 マイトファジー誘導時に BNIP3 および NIX がどのように機能しているかを解析した。具体
的には、野生型および BNIP3/NIX_DKO細胞を用いて、電子顕微鏡や蛍光顕微鏡を用いて、隔
離膜とミトコンドリアの関係や、BNIP3やNIXのミトコンドリア上での局在などを詳細に解析
した。 
 
４．研究成果 
 
（１）レセプター依存的マイトファジー不能細胞の樹立とその解析（文献１） 

BNIP3/NIX_DKO 細胞をマイトファジー不能細胞とし、この細胞のミトコンドリアを詳細に
解析したところ、呼吸活性が低下しミトコンドリア由来の活性酸素（mtROS）が 10倍以上増加
していた（図 1）。さらにメタボローム解析などから、マイトファジー欠損細胞では酸化ストレ
スに対する防御機構である Nrf2経路が活性化されており、グルタチオンやカタラーゼ量が増加
していることが明らかとなった。 
次に、様々な環境での細胞生存率解析から、グルタチオン合成阻害剤とカタラーゼ阻害剤を処
理した時、マイトファジー不能細胞のみで過酸化脂質が増加し細胞死が引き起こされることを
見出した。この細胞死は、フェロトーシスの特異的阻害剤や鉄キレート剤によって抑制されたこ
とからフェロトーシスであることが確認された。さらに、このフェロトーシスはmtROS除去剤
によっても抑制された。こうした結果から、レセプター依存的マイトファジーはmtROSを低く
維持することで、フェロトーシスから細胞を保護していると結論づけた（図 2）。 
 



 
（２）マイトファジーレセプターの機能解析（文献２） 
 BNIP3とNIXがマイトファジー誘導時にどのように働いているかを解析するために、福島県
立医大の和栗教授と共同研究で、HeLa細胞（野生型および DRP1_KO株）におけるマイトファ
ジー誘導後の電子顕微鏡像（光-電子相関顕微鏡法）を取得したところ、隔離膜はミトコンドリ
ア外膜に近接したところに形成され、ミトコンドリア外膜に沿って、他の細胞質成分が入り込む
余地がない程度に近接して伸長してると考えられる像が取得された（図３）。 



一方で、BNIP3/NIX_DKO 細胞では、ミトコンドリア上に小さな隔離膜（初期の隔離膜）が
形成されるものの、ミトコンドリアに沿って伸長した隔離膜はほとんど認めなかった。蛍光顕微
鏡観察では、野生型、BNIP3/NIX_DKO 株の両方においてオートファジー因子である GFP-
ULK1 はマイトファジー誘導後にミトコンドリア上に集積した（図４A,B）。一方で、隔離膜の
指標である GFP-LC3は、マイトファジー誘導後に野生型ではミトコンドリア上に集積し、その
輝点は強くなっていったが、BNIP3/NIX_DKO 株では、ミトコンドリア上に集積するが、その
後、多くの場合において消失した（図４C,D,E）。これらのことから、BNIP3と NIXはミトコン
ドリア上にオートファジー因子を集積する役割は持たないが、その後形成される初期の隔離膜
を伸長させるのに必須であると考えられた。 

 
次に、BNIP3/NIX_DKO 株において、人為的にミトコンドリア外膜に発現させた外来性の膜
タンパク質と LC3 を結合させるとマイトファジーの回復が確認できた（データ未掲載）。さら
に、ミトコンドリア上での隔離膜伸長と同時に、BNIP3やNIXが隔離膜伸長の場に集積してい
ることも確認できた（データ未掲載）。こうしたことから、BNIP3 と NIXのマイトファジーに
おける役割は、隔離膜とミトコンドリアを繋ぎ止め、隔離膜の伸長に寄与することであると結論
付けた（図 5）。 
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