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研究成果の概要（和文）：近年、神経変性疾患の新たな創薬標的として、ミトコンドリアの融合・分裂に注目が集まっ
ている。本研究では、ミトコンドリアの融合を阻害する新規因子：mitochondrial fusion inhibitor(MIFI)の神経細胞
の発達/細胞死制御における機能解析を実施した。本研究の結果、MIFIが神経発達の初期過程から機能する可能性や、
酸化ストレスと深い関連を示すこと、また神経芽細胞腫SH-SY5Yの障害に対して促進的に働くことが示された。さらに
、MIFI発現調節化合物やMIFIの遺伝子欠損マウスなど、MIFIの機能解明に必須となる研究ツールの開発が達成された。

研究成果の概要（英文）：Recently, much attention has been gathered on the mitochondrial fusion and 
division machinery as a novel drug targets for neurodegenerative diseases. In this study, we performed 
functional analyses of the novel factor MIFI (mitochondrial fusion inhibitor) in the neuronal development 
and cell death. The obtained results suggested that MIFI functions in the neuronal cells possibly from 
early development, is associated with oxidative stress status, and shows stimulatory effects in the 
insult-induced cell death of neuroblastoma SH-SY5Y cells. In addition, this study developed essential 
research tools for the further functional analyses of MIFI, such as chemical compounds regulating MIFI 
expression and mice lacking MIFI.

研究分野： 分子薬理学
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアの融合・分裂の生理病態的意
義やその制御分子群に関する研究が急速に
進む昨今、代表者らは、その融合を「阻害」
する分子量 13kDa の新規因子を同定した（本
報告書では p13 あるいは mitochondria 
fusion inhibitor (MIFI)と略称）。またごく
最近、MIFI はその融合阻害作用を介してミ
トコンドリアを断片化させる作用や、機能低
下したミトコンドリアの廃棄作用を持つ可
能性を見出した。一方で、ミトコンドリアの
断片化や機能低下したミトコンドリアで産
生される活性酸素種は種々の神経変性疾患
の分子病態と認識されており、これらの改善
が新たな創薬標的になると期待されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、多様な研究アプローチによって
神経系における MIFI の機能解析を迅速に推
進し、神経細胞の発達/細胞死制御における
ミトコンドリアの融合阻害の意義を解明す
るとともに、神経変性疾患領域における 
MIFI の創薬標的化を目指して実施した。 
 
３．研究の方法 
大阪大学組換え DNA 実験委員会・動物実験委
員会で承認された計画に従って実施した。 
(1)生細胞イメージング： MIFI の C 末端に
アミノ酸 6 残基からなるテトラシステイン
(TC)タグを融合させた蛋白（MIFI-TC）を作
成し、HeLa 細胞に過剰発現させた MIFI-TC を
FlAsH 試薬で標識すると共に、膜電位依存的
にミトコンドリアに取り込まれる蛍光指示
薬 TMRE 等で共染色を行い、観察を行った。 
(2)神経分化モデル： マトリゲルを用いた
ES 細胞からの in vitro 神経分化モデル
（Shimada et al. 2012）と胎生 8 日から生
後 4日までのマウス脳サンプルを用い、各種
マーカーと MIFI の mRNA 発現変化を解析した。 
(3)神経細胞死モデル： 主にドパミン神経
由来の神経芽細胞株であるSH-SY5Y細胞を用
い、ドパミン神経毒である rotenone の添加
によって惹起される神経細胞死、ならびにミ
トコンドリア機能変化（膜電位の低下や活性
酸素種(ROS)の蓄積）に対する MIFI の過剰発
現とノックダウンの影響を解析した。 
(4)化合物スクリーニング： ルシフェラー
ゼのレポーターシステムを用い、マウス/ヒ
ト MIFI遺伝子のプロモーター領域の解析と、
MIFI 発現調節化合物のスクリーニング系の
構築を行った。また The Spectrum Collection 
(MicroSource Discovery Systems)に収載さ
れた化合物が、ルシフェラーゼ発現、MIFI 等
の mRNA 発現、細胞内の ROS 蓄積量に及ぼす
効果を評価した。さらに MIFI の発現誘導機
構についても若干の検討を加えた。 
(5)遺伝子欠損マウスの作製： CRISPR-Cas9
システムを用いた。In vitroでゲノム編集の
効果を確認後、同オリゴ DNA を受精卵にイン
ジェクションして作製した。 

４．研究成果 
(1)MIFI のミトコンドリアにおける機能 
①ミトコンドリアの動態： MIFI-TC 過剰発
現細胞の短時間イメージングの結果、全ての
細胞で、MIFI は一定量のミトコンドリアにク
ラスター状に局在することが示された。一方
で一定数の細胞は、MIFI を過剰発現している
にも関わらず、ミトコンドリアは断片化して
いない像を示した。このことから、MIFI は同
分子によるミトコンドリアの断片化作用に
先だち、まず糸状のミトコンドリア内でクラ
スタリング（集積）する可能性が示された。
なお同細胞のリアルタイム観察から、MIFI 過
剰発現細胞内のミトコンドリアは、MIFI が集
積する部分で融合が阻害されることが確認
された(学会発表⑨⑩)。また SH-SY5Y 細胞や
初代培養アストログリア細胞を用いた検討
から、MIFI の過剰発現はミトコンドリアの断
片化を普遍的に誘導することも確認した。 
②ミトコンドリアの廃棄： MIFI-TC 過剰発
現細胞の長時間イメージングの結果、MIFI と
TMRE の共局在は、時間経過とともに低下して
いくことが明らかになった。しかし MIFI の
シグナルは、どの時間においても他のミトコ
ンドリアマーカーとは共局在を示した（細胞
を固定した後の検討）。これらの結果から、
ひとつの可能性として、MIFI は膜電位が低下
したミトコンドリアに継時的かつ選択的に
集積されていくことが示された。一方でミト
コンドリアの廃棄と連関するLC3蛋白の発現
変化を評価したところ、ミトコンドリア電子
伝達系の脱共役剤 CCCP による LC3 蛋白の変
化が MIFI のノックダウンで阻害されること
を見出した。このことから MIFI はミトコン
ドリアの廃棄に促進的に関与する可能性が
示された (学会発表⑤⑥)。 
(2) MIFI の神経機能制御における役割 
①神経分化： 今回用いた in vitro モデル
では、16 日の培養期間で神経幹細胞マーカー
nestin と神経細胞マーカーMAP2 が順番に
発現増加を示し、その増加（神経分化）が
Noggin の添加で増強される。本系において、
MIFI は nestin 誘導と同時期の培養 8日目か
ら増加し 16 日目まで高い発現を示したが、
誘導の強度はNogginの影響を受けなかった。
一方マウス脳における検討では、やはり
nestinと同じ胎生10日から増加を示したが、
以降は MAP2 の発現変化と同様に胎生 18日を
ピークとする緩やかな変化を示し、胎生 18
日以降生後4日まで増加し続けるグリア細胞
マーカーGFAP とは異なる挙動を示した。本結
果から、MIFI は神経分化（および個体発生）
の初期過程から、主に神経細胞で機能を発現
する可能性が示された。 
②神経細胞死： まず rotenone は SH-SY5Y
細胞の MIFI mRNA 発現は用量依存的に減少す
ることを見出した。また rotenone よるミト
コンドリア膜電位の低下は、MIFI の過剰発現
で増強される一方、ノックダウンでは抑制さ
れることも見出した。なお細胞死や ROS の蓄



積についても、MIFI の過剰発現で増強が認め
られるなど、同様の傾向を認めた。以上の結
果から、少なくとも rotenone による本細胞
の細胞障害/ミトコンドリア機能障害に関し
ては、MIFI は増悪的に関与することが示され
た(学会発表①②)。しかしこの成果と並行し、
HeLa 細胞や in vivoの膵β細胞では、酸化ス
トレスに対して MIFI が保護的に働くことを
示す知見を得た(論文①、学会発表③④⑪)。
これらの違いが、細胞種や細胞が置かれる環
境に依存するのかどうか等については、今後
詳細な解析を進める必要があると考える。 
 (3) MIFI の分子薬理学的研究ツールの確立 
本研究では MIFI mRNA の発現を調節する 16
種の化合物、および MIFI の発現増加に選択
制を有する化合物 1 種を同定すると共に、
MIFI の遺伝子欠損マウスを作製した（本研究
の終了時点でヘテロ接合体, 5 週齢）。以下に
は前者の研究について詳細を記載する。 
①プロモーター領域の解析： MIFI 遺伝子に
ついて、ヒトとマウスとの間で高い相同性を
示す領域(約 1kb)を単離し、まずその定常状
態での活性を評価した。その結果、ヒト MIFI 
遺伝子の-796～ 0 に相当する領域が、
SH-SY5Y 細胞や HeLa 細胞で有意な転写活
性を示すことや、ミトコンドリアを増殖させ
る PGC1αの共発現で転写活性が著しく亢進
することを見出した。すなわち PGC1αを陽性
対照とすることで、これらの細胞を用いて
MIFI 発現の調節化合物がスクリーニングで
きることが示された (学会発表⑧) 。 
②化合物の選抜： 本系を用いて作用が既知
の化合物 2,320 種を評価した結果、80種がル
シフェラーゼ活性（転写活性）を、そのうち
16 種が mRNA 発現を変化させることを見出し
た (学会発表⑧)。また転写活性と mRNA 発現
の両方を低下させる 5種の化合物のうち 4種
は強心配糖体であり、いずれも細胞内の ROS
蓄積量を有意に増加させた。これらの結果か
ら、MIFI の発現低下と心機能・酸化ストレス
との強い連関が示唆された。 
③メカニズムの解析： MIFI 発現を増加させ
る化合物 11 種のうち 5 種は, DRP1, FIs1, 
Opa1, Mfn1, Mfn2 など他のミトコンドリア動
態制御因子の mRNA 発現も増加させること、
またこのような協調的発現変化は心病態の
モデル動物の心臓においても認められるこ
とを見出し(学会発表⑦), MIFIの発現調節が
他の因子と類似の機構で制御される可能性
を示した。なお MIFI 選択的な発現増加作用
を示す化合物を 1種同定し、他の化合物を用
いた検討から、その機構に dual specificity 
tyrosine-phosphorylated-regulated kinase 
1a (DYRK1a) が関与する可能性を見出した。 
 (4)その他 
本研究の実施期間中、研究代表者は日本学術
振興会 頭脳循環を加速する戦略的国際研究
ネットワーク推進プログラム（2014年9月～）
の援助により、イタリア・パドヴァ大学に滞
在する機会を得た(論文②)。本研究は同プロ

グラムの研究テーマと並行して日本で実施
したものであり、一部の成果はパドヴァ大学
との国際共同研究として得たものである。 
[総括と展望] 
本研究により、MIFI は神経分化の初期過程か
ら主に神経細胞で機能する可能性や、酸化ス
トレスと深い関連を示すこと、また少なくと
もSH-SY5Y細胞の障害に対しては促進的に働
くことが明らかになった。さらに、これらの
メカニズム解明に重要な分子薬理学的ツー
ルの構築が達成された。以上の成果を基盤と
し、今後、神経変性疾患領域における MIFI
の創薬標的化研究が大きく加速するものと
考えている。 
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