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研究成果の概要（和文）：本研究のミトコンドリアによる環境センシングの分子機構の解明において、直接のATP量の
変化やカルシウムイオンの変化を検出することはできなかったが、グルコース飢餓状態においてミトコンドリアの形態
が大きく変化することを見出した。この分子機構について解析を行い、阻害剤やsiRNAによる発現抑制実験によりAMPK
が関与している結果を得た。AMPKは細胞外の栄養状態などにより活性化するキナーゼであり、環境センサーとして機能
している可能性が示唆されたことから、現在AMPKからミトコンドリアにつなぐ機構を解析するため、ミトコンドリアに
局在する新規AMPK基質の同定を試みている。

研究成果の概要（英文）：Although we could not get any direct evidences that mitochondria might sense the s
urrounding conditions by monitoring the changes of ATP or Ca2+ concentrations within individual mitochondr
ia, we found that mitochondria chenged their morphologies in response to the glucose starvation. We invest
igated the molecular mechanisms underlying glucose starvation-induced mitochondrial morphological changes 
and we could identify AMPK as a key molecule for that regulation. AMKP is well known kinase that is activa
ted by luck of energy, suggesting that AMPK acts as a sensor for mitochondria. Altogether, mitochondria mi
ght sense the sorrounding conditions through AMPK, so we are now challenging to identify the novel substra
tes for AMPK that localizes in/on mitochondria.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ミトコンドリアは細胞内のほぼ全ての
ATP を合成、供給するオルガネラであり、
細胞の生存、増殖、分化、運動など様々な
細胞運命の決定に加え、アポトーシスの実
行に関与することで細胞死の制御にも関わ
る、細胞の生と死を共に制御するオルガネ
ラである。さらに、ミトコンドリアは小胞
体と同様に Ca2+を貯蔵し、細胞内の Ca2+
濃度を制御することで、Ca2+を介した様々
なシグナル伝達系の制御に関与する。また、
ミトコンドリア内の ATP 合成に関与する
TCA 回路や電子伝達系、β酸化系の多くの
酵素が Ca2+によって活性化調節されてい
ることが分かっており、Ca2+調節は細胞内
シグナル伝達とミトコンドリア内酵素活性
調節に非常に重要である。これらの生命現
象を行うため、ミトコンドリアは細胞の活
動に見合った場所で適切な量のエネルギー
源を供給しなければならないと考えられる
が、これまでにミトコンドリアがいかにそ
れらをセンシングし、ATP 合成系を調節し
ているかはほとんど分かっていない。 
 

２．研究の目的 

細胞が様々な諸過程を行うにはエネルギ
ー源として ATP が必須であり、細胞内オル
ガネラであるミトコンドリアがそのほとん
どを合成、供給している。そのため、ミト
コンドリアの機能異常は癌や神経疾患、糖
尿病など様々な病態に関わるとされている。
近年、ミトコンドリアは細胞の置かれた状
況に応じて非常にダイナミックに形態や局
在を変化させることが分かってきたが、そ
の制御機構や役割に関しては不明な点が多
い。本研究では、ミトコンドリアの細胞内
局在とその活性に着目し、ミトコンドリア
が様々な細胞外環境（細胞接着、増殖因子、
栄養状態、酸素状態など）をセンシングし、
それにより ATP 合成系を制御する仕組みを
明らかにすることを目的とする。 
 

３．研究の方法 

ミトコンドリアの活性をⅰ)膜電位、ⅱ)
活性酸素（ROS）、ⅲ)カルシウムイオンを指
標とし、それらを検出する蛍光プローブや
蛍光試薬を用いて、ライブイメージングに
より細胞外環境と接する領域におけるミト
コンドリアの活性変化を検出する。細胞外
環境の違いがミトコンドリアに与える影響
を調べるため、様々な細胞外環境で培養し
た細胞からミトコンドリアを高純度精製し、
生きたミトコンドリアの ATP 合成活性など
の酵素活性を調べるとともに、二次元電気
泳動によりミトコンドリアタンパク質を分
離し、違いのあるスポットを質量分析装置
により網羅的に同定する。 
 

４．研究成果 
細胞が様々な諸過程を行うにはエネルギ

ー源としてATPが必須であり、細胞内オルガ
ネラであるミトコンドリアがそのほとんど
を合成、供給している。そのため、ミトコ
ンドリアの機能異常は癌や神経疾患、糖尿
病など様々な病態に関わるとされている。
近年、ミトコンドリアは細胞の置かれた状
況に応じて非常にダイナミックに形態や局
在を変化させることが分かってきたが、そ
の制御機構や役割に関しては不明な点が多
い。本研究では、ミトコンドリアの細胞内
局在とその活性に着目し、ミトコンドリア
が様々な細胞外環境（細胞接着、増殖因子、
栄養状態、酸素状態など）をセンシングし、
それによりATP合成系を制御する仕組みを
明らかにすることを目的とする。本年度は
これらの研究を進めるに当たり、まずカル
シウム、ATPをセンシングするプローブおよ
びミトコンドリアの形態を可視化するため
のプローブとしてVLMTS-GFPを安定発現す
る培養細胞株の作成を行った。用いた細胞
はヒト網膜上皮細胞（RPE）およびイヌ腎由
来正常上皮細胞（MDCK）を用いた。各細胞
において、安定発現する細胞を数クローン
ずつ獲得した。これらの細胞を用いてタイ
ムラプス観察によりミトコンドリア内にお
けるカルシウムイオン濃度、ATP濃度やミト
コンドリアの形態を、様々な刺激を加えて
観察した。カルシウム濃度はA23187やATP
を加えた際には顕著な変化が観察されたが、
増殖因子刺激や酸化ストレス刺激、栄養飢
餓、また細胞密度の変化によっては観察で
きなかった（結果未掲載）。それらの刺激
による変化は今回用いたプローブの検出限
界以下であった可能性が考えられた。しか
しながら、様々な培養条件下でタイムラプ
ス観察を行った結果、グルコース飢餓状態
においてミトコンドリアの形態が大きく変
化することを見出した(図１)。 



この分子機構について解析を行った。細
胞内ATP濃度の減少によって活性化するAMP
キナーゼというキナーゼが知られているた
め、その阻害剤を用いてミトコンドリアの
形態に与える影響を検討した。その結果、
はAMPキナーゼの阻害剤であるcompoundCの
処理によりグルコース飢餓とした時に断片
化したミトコンドリアが増加した現象とは
逆に、枝分かれしたつながったミトコンド
リアが多く見られた（図2）。 

また、AMPキナーゼのキナーゼサブユニッ
トをsiRNAにより発現抑制し、内在性のAMP
キナーゼの活性を阻害した場合においても
それらのミトコンドリアの形態変化は見ら
れなかった。このことから、栄養飢餓状態
によるミトコンドリアの形態制御にはAMP
キナーゼが関与していることが示された。
また、ショ糖密度勾配遠心法を用いて細胞
内オルガネラの分画を行いAMPキナーゼの
基質分子がミトコンドリアに局在するかを
検討したところ、AMPキナーゼの基質のリン
酸化特異的抗体によって複数のタンパク質
がAMPキナーゼによってリン酸化されてい
ることを示唆する結果を得た（図３）。そ
こでスケールを大きくして、飢餓状態と
compoundCによってAMPキナーゼを阻害した
細胞からミトコンドリアを精製し、可溶化
後、AMPキナーゼの基質のリン酸化特異的抗
体によって免疫沈降し銀染色によって沈降
タンパク質を調べたところ、飢餓状態にお
いて複数のタンパク質の沈降を確認した。
AMPキナーゼは細胞外の栄養状態が悪化し
細胞内のATP濃度が減少し、ADP,AMP濃度が
上昇することなどにより活性化する栄養セ
ンサーキナーゼであり、本研究で得られた
結果は、AMPキナーゼが環境センサーとして
機能し、ミトコンドリアの形態および局在
性を直接制御ている可能性が示唆されたこ
とから、現在AMPキナーゼからミトコンドリ
アにつなぐ機構を解析するため、ミトコン
ドリアに局在する新規AMPキナーゼ基質の
同定を試みている。 
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