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研究成果の概要（和文）：MITOLはMfn2を活性化して、小胞体-ミトコンドリア接着（MAM）を誘導することを示
唆したが生理的な役割は不明であった。今回、脳特異的MITOL欠損マウスのミトコンドリアとMAM構造を3D-SEMを
用いて３次元で解析を行った結果、ミトコンドリアの縮小とMAMの減少が観察され、MITOLが生体内においてもミ
トコンドリアダイナミクスを制御していることを証明した。さらにMAMにおいて、MITOLがIRE1aを基質にして小
胞体ストレスによる細胞の運命決定に密接に関与していることを示し、小胞体-ミトコンドリア膜接触場が小胞
体ストレス応答に重要な役割をしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Previously, we identified the mitochondrial ubiquitin ligase MITOL and 
demonstrated that MITOL mediates lysine-63-linked polyubiquitin chain addition to Mfn2 and induces 
the mitochondria-associated ER membrane (MAM) formation through Mfn2 oligomerization. However, the 
physiological roles of MITOL in MAM structure and function in vivo remain unknown. In this study, I 
obserbed the MAM structure in MITOL-KO brain using 3D-SEM analysis, and found that MITOL regulates 
mitochondrial morphology and cardiolipin biogenesis through Mfn2-dependent MAM formation in vivo. 
Furthermore, we found that MITOL inhibits ER stress-induced apoptosis by IRE1α ubiquitylation at 
the MAM. MITOL adds lysine (K) 63-linked polyubiquitin chain to K481 of IRE1α, thereby preventing 
hyper-oligomerization of IRE1α and regulated IRE1α-dependent decay of mRNA activity. Our findings 
provide a novel concept that mitochondria determine cell fate under ER stress through IRE1α 
regulation by MITOL at the MAM.

研究分野：生化学

キーワード： ミトコンドリア　ユビキチンリガーゼ

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）国内・国外の研究動向及び位置づけ 
 ミトコンドリアダイナミクスとは、ミトコ
ンドリアの融合・分裂による形態制御、ミト
コンドリアの移動、小胞体などの他のオルガ
ネラとの相互作用を包括する機能的概念で
ある。これまでのミトコンドリアダイナミク
スの研究は、主に分裂因子や融合因子による
ミトコンドリアの形態制御機構に焦点が当
てられてきた。一方、近年のイメージング解
析技術の進歩により、微小管を中心とした細
胞骨格に沿ったミトコンドリアの動的な移
動や、小胞体などの他のオルガネラとの会合
と解離現象が見いだされ、その制御機構と生
理的重要性が注目されている。ミトコンドリ
アダイナミクスの破綻は神経疾患などさま
ざまな病態を引き起こすことが知られてお
り、詳細な分子メカニズムの解明は病態解明
と治療法開発に向けての急務な研究課題で
ある。 
（２）着想に至った経緯 
 私たちはこれまで
ミトコンドリア外膜
を４回貫通する新規
膜型ユビキチンリガ
ーゼ MITOL を発見し
（図１）、MITOL が分
裂因子であるDrp1を
制御することによりミトコンドリアダイナ
ミクスを調節していること（図２、EMBO J. 
2006）、および MITOL がミトコンドリアに蓄

積する変性タンパク質の分解を促進するこ
とより、ミトコンドリアの品質管理機構に関
与していることを示した（Mol. Biol. Chem. 
2009，Mitochondrion 2010）。最近、MITOL が
一酸化窒素によって S-ニトロ化された
MAP1B-LC1 を特異的に認識し、ユビキチン・
プロテアソーム経路を介して分解を促進す
ることにより、MAP1B-LC1 の過剰蓄積による
ミトコンドリア機能不全を防御しているこ
とを明らかにし、ミトコンドリアによる新し
い酸化ストレス防御機構を示唆した（Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2012）。さらに最
近、MITOL が Mitofusin2 を活性化することに
より、ミトコンドリアと小胞体との接着構造
とカルシウム動態を制御していることを見
出した（図３、Mol. Cell 2013）。このよう
にMITOLはミトコンドリアダイナミクスを制

御する酵素であり、その分子メカニズムの解
明を通してミトコンドリアの新機能の同定
と疾患との関連性が期待できる。 

 
２．研究の目的 
 ミトコンドリアは融合と分裂を繰り返し
ながら微小管に沿って動的に移動している。
ミトコンドリアダイナミクスの破綻は神経
疾患などさまざまな病態を引き起こす。私た
ちはミトコンドリア外膜に局在するユビキ
チンリガーゼ MITOL を同定し、MITOL がミト
コンドリアダイナミクスを制御しているこ
と、微小管の品質管理機構に関与しているこ
と、さらにミトコンドリアと小胞体の接着を
制御していることを報告してきた。しかしな
がら、ミトコンドリアにおける MITOL の役割
はいまだ不明な点が多い。本研究プロジェク
トは、MITOL を介したミトコンドリアダイナ
ミクスの制御機構を解明とその破綻による
疾患との関連を明らかにし、ミトコンドリア
機能調節に着目した新しい治療法の開発を
目指す。 
 
（１）MITOL によるミトコンドリア形態制御
の解析 
 MITOL 欠損したマウス繊維芽細胞（MEF）お
よび臓器特異的 MITOL 欠損マウスを用いて
Drp1 のユビキチン化の減少と蓄積ならびに
ミトコンドリアの分裂状態の亢進の有無を
検討し、Drp1 が MITOL の生理的基質であるこ
とを明らかにする。 
（２）MITOL 欠損によるミトコンドリア機能
障害の解析 
 MITOL 欠損 MEF を用いてミトコンドリアの
機能障害の有無を詳細に解析する。MITOL 欠
損がミトコンドリアからの活性酸素種（ROS）
の産生に及ぼす影響についてフローサイト
メーターを用いて検討する。また、ミトコン
ドリア DNA 損傷の有無、ATP 産生量、各呼吸
鎖複合体形成の異常の有無について生化学
的・分子生物学的手法を用いて明らかにする。 
（３）MITOL による変性タンパク質の分解機
構 
 私たちはMITOLが筋萎縮性側索硬化症の原

図１MITOLの構造 

図２MITOLによるミトコンドリアの
形態制御 

図 3 MITOL による Mfn2 を介した小胞体—
ミトコンドリア接着の制御モデル 

MITOLがミトコンドリアのMfn2をユビキ
チン化し活性化する。Mfn2 は小胞体膜の
Mfn2と手をつなぎ、高分子量複合体を形成
しミトコンドリアと小胞体が接着する。 



因遺伝子産物である変異した SOD1 を特異的
に認識・会合し、分解を促進することを見い
だ し た （ Mol. Biol. Cell 2009, 
Mitochondrion 2011）。MITOL がどのようにし
て変性タンパク質を特異的に認識している
かについてのメカニズムおよび病態との関
連性を解明する。 
（４）MITOL による酸化ストレス防御機構 
 私たちはMITOLの生理的基質として微小管
の安定化因子である MAP1B-light chain1 
(LC1)を同定し、MITOL が一酸化窒素により
S-ニトロシル化されたLC1を特異的にユビキ
チン化し、プロテアソームによる分解を促進
することによってLC1のタンパクレベルを調
節していることを示した（Proc. Natl. Acad. 
Sci. U.S.A. 2012）。MITOL による LC1 の分解
機構と酸化ストレスによる神経細胞死にお
ける役割を明らかにする。 
（５）MITOL によるミトコンドリアと小胞体
の接着制御 
 私たちは MITOL の基質として、Mitofusin2
（Mfn2）を同定した。Mfn2 は小胞体膜上にも
局在し、ミトコンドリア外膜上の Mfn2 と手
をつなぐことにより、両オルガネラを繋ぎ留
めている。私たちは、小胞体-ミトコンドリ
ア間相互作用の ON/OFF 機構について、MITOL
による Mfn2 の活性化を介した新たな機構を
見いだした（Mol. Cell 2013）。今後、MITOL
欠損マウスを用いて、MITOL による Mfn2 の活
性化機構と生理的意義を明らかにしたい。 
（６）MITOL と疾患との関連性の解析 
上記研究項目を推進するにあたり、神経、心
臓、皮膚特異的な MITOL 欠損マウスを樹立す
る。 
 
（７）学術的特色・独創的な点及び予想され
る結果と意義 
 アルツハイマー病やパーキンソン病など
多くの神経変性疾患の病態において、酸化ス
トレスによるミトコンドリア機能不全が原
因の一つとされていたが、そのメカニズムは
よくわかっていなかった。私たちの研究成果
は、MITOL を介して神経細胞死を防ぐミトコ
ンドリアの新しい役割を示すと共に（Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2012）、アルツハ
イマー病やパーキンソン病など、酸化ストレ
スによって引き起こされる神経疾患の病態
解明と治療法開発に新たな視点を提供する。
また、MITOL によって活性化される Mfn2 は、
その遺伝子変異が神経難病であるシャルコ
ー・マリー・トゥース病の原因のひとつとな
ることから、機能制御機構の解明が期待され
ていた。MITOL の研究により、Mfn2 の活性化
の機構が明らかになり、シャルコー・マリ
ー・トゥースの病態の解明につながることが
期待できる。さらに、ミトコンドリアと小胞
体との接着部位は脂質の生合成や Ca2+の受け
渡しなど細胞機能において重要な役割をは
たしており、この機能の破綻はアルツハイマ
ー病をはじめさまざまな神経変性疾患に密

接に関与していることがこれまで多く報告
されている。したがって、ミトコンドリアと
小胞体との接着の機構を解明することによ
り、関連する多くの疾患の病態の理解と治療
法の開発につながることが期待される。さら
に、各臓器特異的 MITOL 欠損マウスを作製し
解析することにより、MITOL によるミトコン
ドリアの新たな制御機構と、神経変性疾患・
心不全・老化などさまざまな疾患との関連性
が明らかとなり、これらの研究成果を基にミ
トコンドリア機能に着目した新しい治療法
の開発が期待される。 
 
３．研究の方法 
MITOL によるミトコンドリア機能調節機構を
明らかにする。とくに MITOL の基質として同
定された変異型 SOD1、MAP1B-LC1 と Mfn2 に
焦点を当て、MITOL の生理的役割と MITOL 機
能不全によるミトコンドリア機能障害を解
明し、病態との関連を明らかにする。同時に
MITOL 欠損マウスを樹立し、個体レベルの役
割を明らかにする。それらの研究成果を踏ま
えて、MITOL 機能破綻が、酸化ストレスによ
る神経変性疾患の病態にどのように関連し
ているかを解明する。とくに酸化ストレスに
対する脆弱性が関与するアルツハイマー
病・パーキンソン病との関連性に重点を置き、
細胞レベルおよび個体レベルの両方向から
検証する。また、MITOL による Mfn2 の活性調
節機構を明らかにし、Mfn2 の異常で発症する
シャルコー・マリー・トゥース病との関連性
を解析する。MITOL による神経変性疾患の関
与を総括し、MITOL を標的にした新しい治療
法を検討する。 
 
（１）MITOL による Drp1 を介したミトコンド
リア形態制御の解析 
 私たちは MITOL が Drp1 をポリユビキチン
化して、プロテアソームを介した分解を促進
することによってミトコンドリアの形態を
調節していることを報告した。一方、米国の
Youle らのグループは異なる現象を報告して
おり意見が分かれている。この意見の相違に
決着をつけるためにMITOL欠損したマウス繊
維芽細胞（MEF）および臓器特異的 MITOL 欠
損マウスを用いて Drp1 のユビキチン化の減
少と蓄積ならびにミトコンドリアの分裂状
態の亢進の有無を検討し、Drp1 が MITOL の生
理的基質であることを明らかにする。予想が
外れた場合は、何らかの代償作用が働いてい
る可能性について検討する。 
 
（２）MITOL 欠損によるミトコンドリア機能
障害の解析 
 MITOL 欠損 MEF を用いてミトコンドリアの
機能障害の有無を詳細に解析する。まず
MITOL 欠損がミトコンドリアからの活性酸素
種（ROS）の産生に及ぼす影響についてフロ
ーサイトメーターを用いて検討する。顕著な
差異が認められない場合は、ミトコンドリア



の ROS産生を誘発するアンチマイシン C刺激
により ROS産生の増大ならびに ROSによる細
胞死の亢進について野生型 MEFと MITOL 欠損
MEF で比較検討を行う。また、ミトコンドリ
ア DNA 損傷の有無、ATP 産生量、各呼吸鎖複
合体形成の異常の有無について生化学的・分
子生物学的手法を用いて明らかにする。最終
的に、臓器特異的 MITOL 欠損マウスを用いて
ミトコンドリア機能障害による細胞死なら
びに臓器の機能障害の有無を検討する。 
（３）MITOL による変性タンパク質（変異型
SOD1）の分解機構の解明 
 筋萎縮性側索硬化症の原因遺伝子の一つ
である SOD1 は変異することにより、変性タ
ンパク質の凝集塊を形成し、ミトコンドリア
に蓄積することが発症と密接に関与してい
ることが報告されている。私たちは MITOL が
変異した SOD1 を特異的に認識して結合し、
ユビキチン-プロテアソーム経路を介して分
解を促進することを見いだした。MITOL がど
のようにして変性タンパク質を特異的に認
識しているかについてのメカニズムを明ら
かにする。とくに基質認識部位である MITOL
の C末端に Disorder domain が予測されてい
るので、この領域に着目して生化学・分子生
物学的手法を駆使して解析を進める。 
（４）MITOL による酸化ストレス防御機構の
解明 
MITOL自身がS-ニトロシル化を受けて不活性
化し、LC1 によるミトコンドリア機能不全と
神経細胞死を誘発することを示した。神経特
異的 MITOL 欠損マウスを作製し、MITOL によ
るS-ニトロシル化LC1の分解の生理的意義に
ついて個体レベルで解析する。同時に神経特
異的MITOL欠損マウスの表現系を詳細に解析
して、病態の関連性を解明する。 
（５）臓器特異的 MITOL 欠損マウスの作製と
解析 
 神経、心臓、皮膚特異的な MITOL 欠損マウ
スを樹立し、ミトコンドリア機能不全による
老化の促進の有無など、様々な表現系を詳細
に観察し、MITOL の生体内おける役割を解明
する。 
 
４．研究成果 
（１）私たちは MITOL が Drp1 をポリユビキ
チン化して、プロテアソームを介した分解を
促進することによってミトコンドリアの形
態を調節していることをこれまでに報告し
た。今回、MITOL 欠損神経細胞を用いてミト
コンドリアの機能障害の有無を詳細に解析
した結果、MITOL 欠損がミトコンドリアから
の活性酸素種（ROS）の産生量が増大するこ
とを見出した。この原因の一つとして Drp1
の蓄積によるミトコンドリアの分裂の亢進
が考えられた。またそれ以外の原因として呼
吸鎖複合体の Super complex 形成の異常が示
唆された。今後、この分子形成メカニズムを
明らかにする必要がある。さらに ROS 産生を
誘発するアンチマイシン C刺激により ROS産

生のさらなる増大が観察され、MITOL 欠損に
よるミトコンドリア機能障害の機構の一端
が解明された。また、神経特異的 MITOL 欠損
マウスを作製し、MITOL による S-ニトロシル
化 LC1 の分解について解析した結果、ミトコ
ンドリア画分においてS-ニトロシル化LC1の
蓄積を観察した。今後、S-ニトロシル化 LC1
の蓄積と病態との関連性を解明する。 
 MITOL欠損によるDrp1の蓄積のみならず呼
吸鎖複合体の Super complex 形成の異常を発
見したことを極めて興味深い現象であり、今
後、MITOL 欠損による活性酸素種（ROS）の産
生量の増大機構が詳細に解明されることが
期待できる。 
 今後、神経特異的 MITOL 欠損マウスの表現
系を詳細に解析して、S-ニトロシル化 LC1 の
蓄積と病態との関連性を解明する。また、
MITOL によるミトコンドリアと小胞体の接着
制御機構の解明を行い、MITOL 欠損マウスを
用いてミトコンドリア機能不全と様々な疾
患との関連性を明らかにする。 
 
（２）MITOL による変性タンパク質の分解機
構について解析を行った。筋萎縮性側索硬化
症の原因遺伝子産物の一つである SOD1 は変
異することにより、変性タンパク質の凝集塊
を形成し、ミトコンドリアに蓄積することが
発症と密接に関与していることが報告され
ている。私たちは以前、MITOLが変異したSOD1
を特異的に認識して結合し、ユビキチン-プ
ロテアソーム経路を介して分解を促進する
ことを見いだしたが、MITOL がどのようにし
て変性タンパク質を特異的に認識している
かについては不明であった。今回、基質認識
部位である MITOL の C 末端に位置する
Disorder domain が変性タンパク質を直接認
識している可能性を示唆した。MITOL による
酸化ストレス防御機構については、MITOL が
S-ニトロシル化されたMAP1B-LC1をユビキチ
ン化して分解を促進していることを報告し
たが、生理的意義は不明であった。今回、神
経特異的 MITOL 欠損マウスを樹立して、生体
内のS-ニトロシル化MAP1B-LC1を解析した結
果、神経特異的 MITOL 欠損マウスの脳におい
て、S-ニトロシル化 MAP1B-LC1 がミトコンド
リアに蓄積していることを明らかにした。さ
らに、蓄積した S-ニトロシル化 MAP1B-LC1 と
神経発生過程における神経細胞移動の遅延
や神経細胞死との関連性が示唆された。種々
の臓器特異的MITOL欠損マウスの作製につい
ては神経以外にも、心臓、皮膚特異的な MITOL
欠損マウスを樹立した結果、老化に関連した
表現系が得られたので、病態との関連性につ
いて解析中である。 
 MITOLがC末端に位置するDisorder domain
を介して、神経変性疾患の原因遺伝子産物を
特異的に認識することを明らかにすること
ができた。MITOL の活性化誘導技術が神経変
性疾患の治療につながることを示唆してお
り意義深いと考えられる。さらに神経特異的



MITOL 欠損マウス脳においても MITOL が S-ニ
トロシル化MAP1B-LC1を制御していることを
明らかにしたことより、MITOL が生体内にお
いて一酸化窒素による酸化ストレスに対す
る防御機構に関与していることを示した。さ
らに、種々の MITOL 欠損マウスの樹立と解析
は順調に進んでいる。 
 MITOL による変性タンパク質の分解機構に
ついては、筋萎縮性側索硬化症の原因遺伝子
産物の一つである mutant SOD1 の分解のみな
らず、アルツはオマー病、ポリグルタミン病、
パーキンソン病などの原因遺伝子産物も基
質にするかどうか明らかにしたい。MITOL に
よる酸化ストレス防御機構については、
MITOL自身がS-ニトロシル化修飾を受けて失
活する可能性が示唆されており、今後、ユビ
キチンリガーゼの活性を生化学的に詳細に
検討したい。種々の臓器特異的 MITOL 欠損マ
ウスの作製については、老化に着目し、ミト
コンドリアからの活性酸素種と老化との関
連を明らかにして、皮膚および心臓の病態と
の関連性を検討したい。 
 
（３）私たちは以前 MITOL の基質として
Mitofusin2（Mfn2）を同定した。Mfn2 は小胞
体膜上にも局在し、ミトコンドリア外膜上の
Mfn2 と手をつなぐことにより、両オルガネラ
を繋ぎ留めている。MITOL が小胞体-ミトコン
ドリア膜接触場であるMAMにも局在している
ことがわかったので、Mfn2 との関係について
解析を行った結果、MITOL は Mfn2 をユビキチ
ン化して分解ではなく Mfn2 の活性化を誘導
し、小胞体-ミトコンドリア間相互作用を制
御していることを示した（Mol. Cell 2013）。
小胞体とミトコンドリアの相互作用の破綻
は、Mfn2 の機能異常により発症するシャルコ
ー・マーリー・トゥース病だけでなく、アル
ツハイマー病の病態にも関与することが報
告され、その重要性が注目されている。今回、
私たちはMAMの新たな生理的役割を明らかに
するために、MITOL の新しい基質を探索した
結果、小胞体センサーの中心分子である
IRE1を同定した。MITOL は IRE1a と結合
してユビキチン化を誘導した。このユビキチ
ン化は IRE1の分解を誘導するのではなく
IRE1のオリゴマー化を制御して細胞死シ
グナルを抑制していることがわかった。これ
らの研究成果はミトコンドリアがMITOLによ
る IRE1のユビキチン化を介して小胞体ス
トレスによる細胞の運命決定に密接に関与
していることを示すとともに、小胞体-ミト
コンドリア膜接触場が小胞体ストレス応答
に重要な役割をしていることが示唆された。 
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