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研究成果の概要（和文）：MAM（mitochondria-associated membrane）は小胞体サブドメインの一つであり、様々な細
胞内現象に関与する。申請者らはsyntaxin 17（Syn17）が以下の機能を持つことを明らかにした。（１）Syn17はミト
コンドリア分裂因子Drp1の局在と活性を調節し、ミトコンドリアの分裂を促す。（２）Syn17は小胞体Ca2+ホメオスタ
シスを制御する。（３）Syn17はDrp1を脱リン酸化するホスファターゼPGAM5の局在を調節する。（４）Syn17と微小管
およびDrp1の結合はMAP1B-LC1によって仲介されている。（５）レジオネラは感染時にSyn17を分解する。

研究成果の概要（英文）：The MAM（mitochondria-associated membrane）is one of the subdomains of the ER and 
participates in various cellular phenomena. We found that syntaxin 17 (Syn17) is localized in the MAM and 
plays the following functions: (1) Syn17 promotes mitochondrial fission by defining the localization and 
activity of the mitochondrial fission factor Drp1. (2) Syn17 regulates Ca2+ homeostasis of the ER. (3) 
Syn17 regulates the localization of PGAM5, a protein phosphatase for Drp1. (4) MAP1B-LC1 mediates the 
link of Syn17 with microtubules and Drp1. (5) Upon infection, Legionella degrades Syn17, and one of its 
effectors is responsible for this degradation.

研究分野： 機能生物化学
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１．研究開始当初の背景 
	 小胞体は細胞全体に広がる膜構造であり、
いくつものサブドメインをもち、種々のオル
ガネラと接している。MAM（mitochondria-	 
associated	 membrane）も小胞体サブドメイン
の一つであり、脂質の合成とミトコンドリア
への輸送、小胞体からミトコンドリアへのCa2+

の移動などに関与する。	 
	 申請者らは、小胞体の膜融合装置（SNARE
タンパク質）の研究を進めてきた（多賀谷	 
(2010)生体の科学,	 61,	 209）。SNAREにおいて
中心的役割を担う分子種はsyntaxin（Syn）で
あるが、小胞体にはSyn18、5L、17の三種が存
在する。これらのタンパク質は膜融合以外に、
サブドメインの構築にも関与すると考えられ、
Syn18は滑面小胞体の構造維持（Iinuma	 et	 al.	 
(2009)	 J.	 Cell	 Sci.	 122,	 1680）、Syn5L
（42-kDa	 form）は微小管と小胞体の連結
（Miyazaki	 et	 al.	 (2012)	 J.	 Cell	 Sci.125,	 
5658）に関与する。Syn17については、最近研
究をスタートさせ、Syn17がMAMに局在してい
ること、さらにSyn17の過剰発現によって、管
状の膜構造の形成が誘起されることを見い出
した。	 
	 ミトコンドリアの形態は融合と分裂によっ
てダイナミックに変化するが、その形態と機
能は密接に関連している。分裂はDrp1と呼ば
れるダイナミンに類似したGTPaseによって行
われているが、2011年に、米国コロラド大学
のVoeltzらは高分解能の顕微鏡画像の解析か
ら、MAMがミトコンドリアの分裂部位を決定し
ているという仮説を提唱した（Friedman	 et	 al.	 
(2011)	 Science	 334,	 358）。	 
	 申請者らは、siRNAによるSyn17の発現抑制
によって分裂が抑制され、ミトコンドリアが
伸張することを見い出した。Syn17は膜融合を
司るSNAREドメインの後に、中央部分がLysに
よって分断された44アミノ酸の疎水性膜ドメ
イン（HMD）を持つ（下図：青がSNAREドメイ
ン、紫色はHMD）。通常のSNAREのTMDは18~25

個の疎水性アミノ酸であり、この点でSyn17
は他のSynとは大きく異なる。ミトコンドリア
の分裂は、SNAREドメインを欠いた変異体
（229-302アミノ酸断片）においても促進され
ることから、Syn17のミトコンドリア分裂活性
は膜融合活性とは別の働きによるものと考え
られる。	 
	 近年、MAM は様々な細胞内現象に関与して
いることが判明しつつある。飢餓時において
形成されるオートファゴソームは MAM におい
て形成され、この形成には Syn17 が関与する。
また、MAM には γ-secretase が存在し、MAM
における γ-secretase の活性変化がアルツ
ハイマー病発症の主因という仮説が提唱さ
れている。さらに MAM はサイトメガロウイル
スや C型肝炎ウイルスの感染とも関連してい
る。申請者らは、ごく最近、レジオネラ菌が

感染後に Syn17 を分解することを見い出して
いる。それゆえ MAM の研究は、神経変性疾患
や感染等の医学的見地からも極めて重要な
研究である。	 
	 
２．研究の目的	 
	 MAMは、ミトコンドリアに近接（間隙10-	 
25nm）する小胞体サブドメインであり、ミト
コンドリアと連携して脂質合成やCa2+シグナ
リングを司る以外に様々な細胞内現象に関与
する。申請者らは、Syn17がMAM	 に存在し、MAM	 
構造の形成およびミトコンドリアの分裂を制
御する決定的な因子であることを示唆する結
果を得た。本申請研究では、Syn17によるミト
コンドリア分裂の制御機構を解明し、また
Syn17を足がかりとし、MAMの構築機構、MAM	 に
よるミトコンドリアの分裂制御機構を明らか
にする。さらにレジオネラ菌感染におけるMAM
（Syn17）の役割についても解析を進め、MAM	 
の構造と機能を支える分子基盤を解明する。	 

	 	 

３．研究の方法 
（１）抗体とプラスミド	 
	 Syn17抗体作製のための抗原は、HMD以降を
欠失させたSyn17断片にGSTタグを付加し、大
腸菌で発現させた。他の抗体は市販品を用い
た。動物細胞発現プラスミドは、GFPまたは
FLAGタグが付くものを主に用いた。ミトコン
ドリアのダイナミクス測定には、Case	 
Western	 Reserve大学のXiongwei	 Zhu博士から
分与されたMito-Dendra2を用いた。	 
（２）細胞培養	 
	 培養細胞は多くの場合、HeLa 細胞を用いた
が、結合実験には 293T 細胞を用いた。RNAi
は合成オリゴ RNA を用いて行った。複数のオ
リゴ RNA を用いるか、あるいはオリゴ RNA 耐
性の cDNA を発現させて、発現抑制の効果が
特異的であることを検証した。	 
（３）顕微鏡による解析	 
	 蛍光顕微鏡解析にはオリンパス fluoview	 
300 あるいは 1000 を用いた。電子顕微鏡解析
は名古屋大学医学研究科の藤本豊士博士、程
晶磊博士と工学院大学の馬場美鈴博士に行
っていただいた。	 
（４）レジオネラ変異株	 
	 Yale 大学の Craig	 Roy 博士から分与された
ものを用いた。	 
（５）定量	 
	 蛍光画像の定量は ImageJ（NIH）を利用し
た。実験結果で得られた数値を平均し、平均
値±SEM で表示した。	 
	 
４．研究成果	 

（１）Syn17によるミトコンドリア分裂の調節	 

	 Syn17は主に2つの機構でミトコンドリア分

裂因子Drp1の局在と活性を調節していること

が明らとなった。第一の機構はSyn17とDrp1

の直接の結合であり、この結合にはDrp1がGTP

型である必要があり、また微小管およびMAM



 

 

とミトコンドリアの繋留が必須である。Drp1

は重合してミトコンドリア外膜に巻き付き、

GTPの加水分解に伴ってミトコンドリアの分

裂を引き起こすが、Syn17はこの巻き付き（重

合過程）を補助していると考えられる。第二

の機構は、プロテインキナーゼAによるDrp1

の阻害的リン酸化の抑制である。Syn17は、プ

ロテインキナーゼAをミトコンドリア膜にア

ンカーする働きを持つRab32と競合し、Drp1

のリン酸化を抑制する。	 

	 Syn17は、オートファジーに関与することが

報告されているが、飢餓誘導に伴い、Syn17

はDrp1から解離し、ATG14（オートファゴソー

ム形成因子）と結合することが判明した。後

述するように、Syn17がDrp1と結合するか、

ATG14と結合するかはMAP1B-LC1が調節してい

る。	 

（２）Syn17による小胞体Ca2+ホメオスタシス

の調節	 

	 小胞体貯蔵Ca2+はMAMから放出され、放出さ

れたCa2+はミトコンドリアに取り込まれてTCA

サイクルの活性化やアポトーシスを引き起こ

す。Syn17を発現抑制した細胞では小胞体内の

Ca2+濃度が低下し、一方、過剰発現した細胞で

はCa2+濃度が上昇していた。これらの結果は

Syn17が小胞体内のカルシウムホメオスタシ

スを調節していることを示唆する。	 

（３）Syn17複合体の同定	 

	 FLAG-Syn17の安定発現細胞を構築し、免疫

沈降によってSyn17結合タンパク質を多数同

定した。その多くは、小胞体およびミトコン

ドリアに存在するタンパク質であり、またラ

フトに局在することが報告されているタンパ

ク質も含まれていた。さらに、神経変性疾患

に関与することが報告されているタンパク質

も含まれていた。それらの中からPGAM5と

MAP1B-LC1について解析した。	 

①PGAM5	 

	 PGAM5はミトコンドリアに存在するタンパ

ク質ホスファターゼであり、Ask1の脱リン酸

化を通してアポトーシスを調節する以外に、

Drp1の脱リン酸化を介してネクロプトーシス

に関与することが報告されている。Syn17の発

現を抑制するとミトコンドリアに均一に分布

していたPGAM5が凝集した。またPGAM5とDrp1

の結合もSyn17の発現抑制によって消失した。

以上の結果は、Syn17がPGAM5の局在を調節し

ていることを示唆している。それゆえ、Syn17

はRab32と競合することによってDrp1のリン

酸化を抑制し、またPGAM5をDrp1に近接させる

ことで脱リン酸化を促進していると考えられ

る。	 

②MAP1B-LC1	 

	 MAP1B-LC1（microtubule-associated	 

protein	 1B-light	 chain	 1）は、MAP1Bのタン

パク質分解で重鎖とともに生成する分子であ

り、微小管の安定化に働くと供に、アクチン

とも相互作用する。MAP1B-LC1は神経系細胞に

おいて高発現していることが報告されていた

が、発現を調べたところ、HeLa細胞を含む培

養細胞一般に広く発現していることが判明し

た。Syn17とDrp1の結合およびSyn17と微小管

の結合はMAP1B-LC１に依存しており、MAP1B-	 

LC1の発現を抑制すると、富栄養状態であるに

もかかわらずSyn17はDrp1および微小管から

遊離し、ATG14と結合してオートファゴソーム

を蓄積させた。一方、MAP1B-LC１を過剰発現

させると栄養飢餓においてもオートファゴソ

ームは形成されなかった。これらの結果は、

富栄養状態においてMAP1B-LC1はSyn17とDrp1

の結合を仲介し、Syn17がATG14と結合するこ

とを抑制していることを示唆している。栄養

飢餓状態にするとMAP1B-LC1はSyn17から解離

したので、この解離によってSyn17がATG14と

結合できるようになったと考えられる。栄養

飢餓時においてはMAP1B-LC1は脱リン酸化さ

れ、脱リン酸化型を模倣したMAP1B-LC1変異体

はSyn17との結合が弱まり、また過剰発現して

も栄養飢餓に伴うオートファゴソームの形成

を阻害しなかった。	 

（４）レジオネラ菌感染におけるSyn17の分解	 

	 レジオネラ菌は細胞内に侵入後、小胞体由

来輸送小胞（本来はゴルジ体へ輸送される）

を引き寄せ、LCV（Legionella-containing	 

vacuole）を形成し、さらに小胞体内に侵入し

て増殖する。レジオネラ感染に伴い、Syn17

が分解されるという現象を見い出した。一群

の遺伝子領域を欠損しているレジオネラ変異

体を利用してSyn17の分解に関与する遺伝子

領域を同定した。その領域には複数の遺伝子

が存在していたので、各遺伝子を細胞に発現

させSyn17の分解を司る遺伝子の同定に成功

した。	 
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