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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアDNAの健全な複製、修復そして伝達は生命にとって必要不可欠である。これ
らミトコンドリアDNA維持機構に働く因子の異常は様々な病態と関連しているために長年興味深い研究対象となってい
るにもかかわらず、まだその全貌は明らかになっていない。本研究ではミトコンドリアDNAの量的維持に着目したゲノ
ムワイドRNAiスクリーニングで得られた陽性遺伝子について機能的な解析を行った。その結果、ミトコンドリアDNAの
複製フォークの保護機構などミトコンドリアDNAの量的異常に関わる新たな分子機構を解明する端緒となる成果を上げ
ることができた。

研究成果の概要（英文）：The faithful replication, repair and transmission of mitochondrial DNA (mtDNA) 
are essential for life. The machinery of mtDNA maintenance is only partially characterized despite the 
wide interest due to its involvement in disease, ranging from neurodegenerative disorders such as 
Parkinson’s disease through to susceptibility to cardiac ischemia, and perhaps aging. To identify novel 
components of this machinery, a genome-wide RNAi screen was previously performed, assaying for loss of 
fluorescence of mtDNA nucleoids stained with the DNA-intercalating agent PicoGreen. In this study, we 
performed a series of functional analyses on some of the screen positive genes and revealed some of novel 
pathway that might be involved in human mitochondrial DNA maintenance.

研究分野： ミトコンドリア病の分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）ミトコンドリアは細胞内にある小器官
で、われわれが必要とするエネルギーのほぼ
すべてを ATP（アデノシン三リン酸）として
産生する。ミトコンドリアは約 20 億年前に
自律的な生命体であることを捨てて真核細
胞と共生したと考えられており、その名残と
してその内部に細胞核DNAとは別個のゲノム
情報を今なお保持している。それがミトコン
ドリア DNA（mtDNA）である。mtDNA の健全な
複製、修復そして伝達は生命にとって必要不
可欠である。それらの過程の異常は様々な病
態と関連している。例えば、特定疾患である
ミトコンドリア脳筋症は mtDNA 上の変異に
よって心臓、骨格筋、脳などに異常を生じる。
現在、いわゆるミトコンドリア病患者は国内
に約 5〜600 万人が存在していると推定され
ている。また、近年では mtDNA の異常と糖
尿病などの生活習慣病や加齢、がんとの関連
も注目されている。こうした背景により
mtDNA 維持機構の全貌をつかむことはミト
コンドリア機能低下に起因する様々な疾患
の理解と治療法の開発の為に強く求められ
ている。 
 
（２）研究代表者はタンペレ大学（フィンラ
ンド）において mtDNA の特異的蛍光染色と
ゲノムワイド RNAi を組み合わせた機能的ス
クリーニング法を開発し、mtDNA 維持機構
新規関連遺伝子の探索を行った。ショウジョ
ウバエの Schneider 2（S2）細胞は RNAi 実験
に適しており、ゲノムワイドの遺伝子スクリ
ーニングに広く使われている細胞である。さ
らに、先行研究からショウジョウバエにおい
て mtDNA 維持の基本機構はヒトをはじめと
する哺乳動物のそれと非常に類似している
ことがわかっている。以上のような優位性か
ら、研究代表者は DNA 結合蛍光試薬である
PicoGreen を用いて S2 細胞の mtDNA を生細
胞内で特異的に染色する条件を確立し、ショ
ウジョウバエ全遺伝子についてそれぞれの
RNAi（約 16,000 RNAi）条件化での mtDNA
シグナルを蛍光顕微鏡で観察した。初期スク
リーニングの結果、mtDNA シグナルが著し
く減少する約 100 の遺伝子を陽性遺伝子とし
て抽出した。 
 
２．研究の目的 
スクリーニング陽性遺伝子の多くはヒトホ
モログが存在し、ヒトをはじめ哺乳動物にお
いてもmtDNAの維持機構に関わることが予想
できる。本研究ではショウジョウバエゲノム
のスクリーニングで得られた陽性遺伝子の
ヒトホモログを探索し、それらのヒト mtDNA
維持機構における役割を明らかにすること
を目的とする。特に本研究期間においては新
規遺伝子のヒトホモログを個々にノックダ
ウンあるいは過剰発現させた培養細胞株を
構築し、mtDNA の異常を検出する事を予定し
ている。ショウジョウバエ細胞においてはそ
れら新規遺伝子を RNAi によって個々にノッ
クダウンすると、多くの場合にそれぞれの細
胞内のmtDNAコピー数が減少することを定量
的 PCR によって既に確認している。具体的に
は、本研究期間においてはスクリーニングに
よって得られた陽性遺伝子のそれぞれにつ

いてヒトホモログを探索し、その細胞内局在
を明らかにする。さらにそれらの発現量を増
減させた培養細胞株を構築し、mtDNA の異常
を検出する事を目標とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ノックダウン細胞と過剰発現細胞の作
成：本研究では mtDNA の異常を観察する為や
mtDNA やヌクレオイドの細胞内局在を観察す
る為いくつかの培養細胞系を用いる。実験に
応じて適宜細胞を選択する事を考えている。
ノックダウン細胞を樹立する。本研究では細
胞内でsiRNAを発現させる系を樹立すること
も検討する。過剰発現細胞：目的遺伝子の細
胞内局在や過剰発現のmtDNAの量的維持への
影響を明らかにする為にGFPなどの蛍光タン
パク質やエピトープタグ付加タンパクの発
現を行う。 
 
（２）mtDNA 異常の検出系の構築：①mtDNA
のコピー数：定量的 PCR によって mtDNA のコ
ピー数を測定する方法が確立しているため、
それを用いて測定する。②mtDNA の形態： 哺
乳動物の mtDNA は環状 DNA であり、その形態 
(DNA conformation)は１本鎖あるいは２本鎖
の DNA 切断によって変化する。細胞から調整
した totalDNA をアガロースゲルで分離し、
Southern blotting による mtDNA の検出を行
う。③ミトコンドリアヌクレオイド：ミトコ
ンドリアのヌクレオイドは TFAM や Twinkle 
helicase などのヌクレオイド局在タンパク
質や抗 DNA 抗体、さらに PicoGreen などをも
ちいて蛍光顕微鏡下で観察できる。その系を
用いてミトコンドリアヌクレオイドの変化
を観察する。④mtDNA 複製中間体： mtDNA の
異常をDNAの複製中間体の検出によく用いら
れている 2DNAGE により観察する系を用いる。 
 
（３）ミトコンドリア機能解析：mtDNA の異
常が検出された場合、それがミトコンドリア
機能に与える影響を調べる。具体的には酸素
消費、ATP 産生、膜電位活性酸素種の産生な
どを測定する。 
 
４．研究成果 
（１）新規遺伝子探索の完成：本研究期間に
おいて先行研究として開始していたmtDNAの
量的維持に関わる新規遺伝子の探索におけ
る再スクリーニングを終了させることがで
きた。その成果は mtDNA の量的維持機構の解
明の進展に大きく寄与するものと評価され
Mol Syst Biol.誌に掲載された（図１）。ス
クリーニング陽性遺伝子として抽出された
遺伝子には DNA polymerase gamma や Twinkle 
helicase、mtSSB などの mtDNA の複製や維持
に関わると報告されているタンパク質因子
をコードする遺伝子のほとんどが含まれて
いた。しかしながら、これまで mtDNA との関
連が示唆されていない遺伝子も多く含まれ
ていた。陽性遺伝子を分類すると以下のよう
なカテゴリーに分類された。①mtDNA の複
製・維持に関わるもの、②細胞質翻訳に関わ
るもの、③プロテアソームに関するもの、④
ATP 合成酵素サブユニット、⑤ミトコンドリ
アの生合成・ダイナミズムに関与するもの、
⑥核の遺伝子発現に関与するもの、⑦その他



（機能未知のものを含む）。 
 

 

 
 
図１陽性遺伝子のカテゴリー：最終陽性遺伝
子を７つのカテゴリーに分類した。陽性遺伝
子カテゴリーのうちミトコンドリアで働く
遺伝子産物を青色で示す。 
 
（２）MTERF ファミリータンパク質による
mtDNA 複製フォーク保護機構：MTERF 
(mitochondrial transcription termination 
factor) タンパク質は MTERF モチーフと
呼ばれるロイシンジッパー様の保存された
アミノ酸配列を持つ一群のタンパク質で、
ほとんどの多細胞生物に保存されている。 
多くの生物種で MTERF1 から MTERF4
までの 4 つのサブファミリーを構成してい
る。ヒトではミトコンドリア脳筋症の原因
となる mtDNA 上の tRNA 変異（3243G 変
異）が MTERF1 結合領域と重なっているた
め、その機能との関連が予想されている。
一方、ショウジョウバエゲノムにおいても
4 つの MTERF タンパク質が同定されてい
る。そのうち mTTF タンパク質はショウジ
ョウバエの MTERF ファミリーでもっとも
良く研究されている分子であり、 mtDNA 
上の 2 か所の結合サイトにおいて転写装置
を停止させることが in vivo および in vitro
で証明されている。研究成果（１）に記載
したスクリーニングでは mTTF のほかに
mTerf5 が陽性遺伝子として抽出されたが、
mTerf5は最近mTTFと協調して転写終結に
働くことが報告された。我々は mTTF およ
び mTerf5 の発現を細胞レベル、あるいは個
体レベルで抑制して mtDNA の複製中間体
を詳細に解析し、mtDNA の複製フォーク
が mTTF 結合領域で一時停止すること、
mTTF のノックダウンにより複製フォーク
の部位特異的停止が阻害され、非特異的な
複製フォークの停止の増大やラギング鎖合
成の阻害されることを見出した。また長時
間の発現抑制によって mtDNA コピー数は
約 20％まで減少することを明らかにした。
一方、mTerf5 のノックダウンでは mTTF 結
合領域での複製フォークの停止が増大した。
これらの結果から我々は mTTF と mTerf5
とが mtDNA 上の mTTF 結合領域において
転写装置と複製フォークとの衝突を回避す
るためのいわゆる「複製フォークバリア
（replication fork barrier: RFB）」として協調
的に機能するというモデルを提唱している。
この結果はMTERFファミリータンパク質の
機能が直接 mtDNA の量的維持と関連してい
ることを直接的に証明した成果として PLoS 

Genet 誌に掲載された。この報告に先立っ
てヒトの MTERF1 の過剰発現細胞を作成
したところ、やはり mtDNA コピー数が減
少することが分かった（引用文献①）。この
ことから MTERF ファミリータンパク質によ
る mtDNA 複製フォーク保護機構には普遍性
が予想できる。現在、mTTF と mTerf5 がど
のように協調して働いているか、その分子
機序の解明を進めている。 
 
＜引用文献＞ 
① Hyvärinen AK, Pohjoismäki JL, Holt IJ, 

Jacobs HT. (2011) Overexpression of 
MTERFD1 or MTERFD3 impairs the 
completion of mitochondrial DNA 
replication. Mol Biol Rep. 38: 1321-1328. 

 
（３）呼吸鎖複合体 V の機能と mtDNA およ
び mtDNA ヌクレオイド構造の安定性: ミト
コンドリアの呼吸鎖複合体は電子伝達系と
も呼ばれ、電子の流れに伴ってミトコンドリ
アマトリクスと膜間スペースとの間に発生
するプロトン(H+)の密度勾配を利用して細胞
の活動に必要な ATP を産生する。呼吸鎖複合
体 V はミトコンドリア内膜に存在する
F1FoATP 合成酵素である。ATP 合成酵素を構
成するサブユニットをコードする遺伝子は 2
つが mtDNA にコードされ、14 遺伝子が核に
コードされている。研究成果（１）に記載
したスクリーニングでは核にコードされて
いる 14 遺伝子のうち 9 つが陽性遺伝子とし
て抽出された。9 遺伝子のそれぞれの遺伝子
の発現抑制を行うと mtDNA のコピー数の減
少が観察され、そのうち 3 遺伝子では特に顕
著であった。これまで酵母やトリパノソーマ
などの原虫においては mtDNA の健全な量的
維持に ATP 合成酵素が必要であることがい
くつも報告されているが、今回の結果からは
多細胞生物においても普遍な制御機構があ
ることが予想できる。mtDNA のコピー数の
減少が比較的穏やかな ATP 合成酵素サブユ
ニットの発現抑制においてもミトコンドリ
ア膜電位の低下が観察され、呼吸鎖複合体 I
及び IV からの活性酸素種(Reactive Oxygen 
Species: ROS)の産生が増大した。ROS の産生
増大と mtDNA のコピー数の減少は ATP 合成
酵素の阻害剤であるオリゴマイシンの添加
によっても再現されたが、mtDNA のコピー
数の減少を ROS による mtDNA 損傷だけで説
明することは難しかった。スクリーニング陽
性遺伝子としては核にコードされる遺伝子
の発現制御やタンパク質分解にかかわる遺
伝子が多数同定されており、ミトコンドリア
の生合成の低下や分解の亢進そのものが
mtDNA のコピー数の減少を引き起こしてい
るのかも知れない。実際、ATP 合成酵素サブ
ユニットの発現抑制下では細胞内成分の分
解に関わるリソソームが増大し、リソソーム
とミトコンドリアとが共局在することが観
察された。mtDNA の量的維持は細胞内の
状態に応答して調節されていると考えられ
るが、ATP 合成酵素の抑制は mtDNA の
コピー数減少をもっとも強く引き起こして
いた。この成果は ATP 合成酵素と mtDNA 
の量的調節に関する新しい研究の端緒とし
て評価され Mol Syst Biol.誌に掲載された。 



 
（４）エキソソーム関連タンパク質と mtDNA
維持機構：エキソソームは真核生物において主
要な 3'-5'エキソヌクレアーゼ活性を担う巨大
複合体であり、RNA 代謝の様々な局面において
中心的な役割を担っている。研究成果（１）
に記載したスクリーニングではエキソソーム
のヌクレアーゼがスクリーニング陽性であり、
その発現抑制が mtDNA ヌクレオイドの異常
を引き起こした。本研究期間では我々は出芽
酵母のホモログが一部ミトコンドリアに局在し、
ミトコンドリア DNA から転写された RNA の分解
を行っていることが報告されている。このヌク
レアーゼのヒトホモログは３つの遺伝子にコー
ドされており、それぞれの遺伝子に対して RNA
干渉を用いた発現抑制を行ったところ、そのひ
とつの遺伝子で mtDNA コピー数の減少、mtDNA
ヌクレオイドの構造異常、発現抑制細胞の増殖
阻害を観察した。研究成果（２）の項に記載
したように mtDNA 上では DNA の複製と転写が
密接に連携しあっていることが予想でき、この
研究成果は mtDNA 内の RNA 分解機構と mtDNA
維持との関連を明らかにするために重要な
視点を提供している。現在、ヒト培養細胞を
用いて、当該タンパク質の細胞内局在、ミト
コンドリア機能への影響など解析を進めて
いる。（未発表） 
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