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研究成果の概要（和文）：核DNA損傷チェックポイントは、細胞周期を一時的に停止させて核DNAの損傷修復を可
能にする。ミトコンドリアは生命活動に必要なエネルギー(ATP)のほとんどを供給している。DNA損傷時にチェッ
クポイント機構が活性化されると、ミトコンドリアDNA(mtDNA)のコピー数が転写依存型DNA複製開始に頼らずに
増加する。本研究では、チェックポイント活性化の際、活性酸素種(ROS)がより多く発生しミトコンドリアの組
換え酵素Mhr1が主導する複製機構が活性化され、mtDNAコピー数を増大しATPを必要とする核DNA組換え酵素の働
きを支えるATPを増産することで損傷修復し、細胞の生存率を上げることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Activation of the Mec1/Rad53 checkpoint pathway increases mtDNA copy number.
 The significance of induced mtDNA replication during the checkpoint remains unclear. 
In the current project, we found that mtDNA level increase upon checkpoint activation is dependent 
on Mhr1 and independent of Abf2. We detected lower mitotic recombination rates in rad52-null cells, 
but not in rad51-null cells. Rho0 or mhr1-1 cells had lower mitotic recombination rates. The 
increased rate of mitotic recombination in rrm3-null cells was diminished by mhr1-1. MtDNA level in 
mhr1-1 was half that of wild-type cells, and mhr1-1 also diminished increases in mtDNA level in 
mhr1-1 rad51-null or mhr1-1 rad52-null cells. Rho0 cells had the lowest survival rates at stationary
 phase. mhr1-1 cells also had a short lifespan, similar to that of rrm3-null, and a synergistically 
negative effect was observed in rrm3-null mhr1-1 cells, indicating Mhr1 is required for longevity, 
particularly upon checkpoint activation.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアDNAがATP生産に必要なタンパク質サブユニットの一部をコードしている。これらのサブユニット
の量がミトコンドリアDNAのコピー数の増減によって調節される。核DNAチェックポイント活性化が起き、ミトコ
ンドリアDNAのコピー数が顕著に増加することが知られている。本研究はその機構と意義を、遺伝学的な手法を
用いて出芽酵母をモデル生物として解析した。この際、mtDNAコピー数の増加はミトコンドリア組換え酵素Mhr1
に依存することと、核DNAの損傷修復と寿命維持に必要であることを明らかにした。健康寿命維持におけるミト
コンドリア組換えの重要性がを再認識しなくてはならないという社会的意義をもつ。
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1.  研究開始当初の背景 
	 真核生物においてミトコンドリアは、酸
素呼吸を通して ATPを供給し、生命活動の
恒常性を維持する。しかし、生物が生きて
行く上でDNA損傷等の環境ストレスや増
殖、分化などの生理条件の変化により、し
ばしば ATPの供給を急増させる必要があ
る。そのためには、ATP合成酵素を含むミ
トコンドリア内膜での呼吸鎖複合体(I~V)
を構成するタンパク質のサブユニット群を
増やさなければならない。このような条件
下で呼吸鎖複合体の鍵タンパク質のサブユ
ニット群をコードするミトコンドリア
DNA(mtDNA)は、コピー数を増加させるこ
とが知られている。 
	 従来のmtDNA複製機構は、mtDNAの
複製開始点のプロモーター領域で RNA合
成酵素 (酵母では Rpo41) によって合成さ
れた RNAをプライマーとして環状の単量
体のmtDNAを複製する転写依存型(q
型)DNA複製であると考えられてきた。し
かし、すべての環状 DNAが、それぞれ倍
増していくこの機構では、ヘテロプラスミ
ーからホモプラスミーへの迅速な復帰が説
明できない。一方、我々は、出芽酵母で世
界に先駆けて、相同mtDNA組換え能欠損
変異体の取得に成功した 1。その変異体
（mhr1-1）の解析の結果、Mhr1が組換え
反応の最重要ステップである相同 DNA対
合を促進する活性を持ち、組換え機能が広
くmtDNAの複製･分配に必要であること
を明らかにした 2 3。図 1に示すように、ロ

ーリングサークル型複製の産物であるコン
カテマー（単位長さmtDNAの直鎖状多量
体）がmtDNAの娘細胞への伝達に欠かせ
ないない中間体であり、それが選択的に娘
細胞に送り込まれ環状単量体になる 4。これ
は、mtDNAの遺伝学においてはこれまで
全く知られていなかった機構である。この

機構を通して、ランダムに選択された環状
二本鎖のmtDNAが鋳型となり、全く同じ
配列をもつ多数のmtDNAを持つホモプラ
スミーの娘細胞を形成することが容易に説
明された 3-5 6。また、この機構は活性酸素
種(ROS)によって活性化されるという特徴
を持っている 6-8。 
	 遺伝情報の担い手であるゲノム DNAは
放射線、紫外線などによって絶えず損傷を
受けている。核DNA損傷チェックポイン
トは、細胞周期を一時的に停止させて核
DNA損傷修復を可能にする。ミトコンドリ
アは生命活動に必要なエネルギー(ATP)の
ほとんどを酸化的リン酸化反応によって供
給している。DNA損傷時にチェックポイン
ト機構が活性化されると、 mtDNAのコピ
ー数が転写依存型(q型)DNA複製開始に頼
らずに増加することは知られている。 
２．研究の目的 
	 本研究では、チェックポイント活性化に
伴ってmtDNAコピー数調節の機構とその
生理学的な意義を、遺伝学的な手法を用い
て出芽酵母をモデル生物として解析するこ
とを研究目的としている。 
３．研究の方法 
	 本研究では、核DNA損傷チェックポイ
ント活性化を引き起こす変異体と核DNA
の損傷修復に関わる変異、mhr1-1との二重、
或いは多重変異体を構築する。そして、リ
アルタイム PCRによる定量の原理に基づ
き、mtDNAと核 DNA由来のシグナルの比
率を測定する。野生株のmtDNAのそれに
対して異なる条件におけるmtDNAコピー
数の相対量を調べる。また、グルコースを
炭素源とする栄養豊富な培地(YPD)におい
て 30°Cで定常期までに増殖した酵母の生
存率を測定する。 
４．研究成果 
(1) rDNAヘリカーゼをコードするRRM3遺
伝子の破壊株  (rrm3-null)においては核
DNA 損傷のチェックポイントが活性化さ

れ、mtDNA のコピー数が増加することが



知られている。我々は、rrm3-null 株では
mtDNA コピー数が増加することを確認し、
rrm3-null mhr1-1二重変異株ではmtDNAコ
ピー数増加が抑えられたことを見出した
（図 2）。従って核DNA損傷のチェックポ
イント活性化による mtDNA コピー数の増
加はミトコンドリアで働く相同 DNA 対合
タンパク質 Mhr1 に依存することが明らか
となった。また、この際の mtDNA コピー
数増加は転写依存型(q型)DNA 複製を主導
するミトコンドリアの転写因子 Abf2 に依
存しないことも確認した。これらの結果か
ら核 DNA 損傷のチェックポイント活性化
の際、Mhr1 が主導する組換え依存型
mtDNA 複製が mtDNA コピー数を増加す
ることが示唆された。 
(2)	活性酸素種(ROS)が組換え依存型
mtDNA複製を活性化することが知られて
いる。我々は rrm3-null細胞において ROS
の発生量が増加することを見出した。また、
ビタミンCやNAC (N-acetyl-L-cysteine)のよ
うな ROSスカベンジャーがこの mtDNAコ
ピー数の増加を抑えることも見出した。こ
れらの結果から核DNA損傷チェックポイ
ントが活性化するとROSがMhr1主導の組
換え依存型mtDNA複製を開始する役割を
持つことが示唆された。 
(3) 核 DNA損傷チェックポイント活性化
で mtDNAコピー数が増大する生理学的な
意義を解明するための一環としてMhr1の
活性部位にmhr1-1変異によるアミノ酸置換
部位とは別の点突然変異によるアミノ酸置
換を導入した変異株を用いて mtDNAのコ
ピー数と細胞内のATP保有量との相関性を
調べた。その結果、mhr1-1変異体と同様に
これらの変異株の mtDNAコピー数も	 減
少することを確認した。即ち、細胞内の ATP
保有量が mtDNAレベルの減少に応じて低
減することを明らかにした。これらの結果
から mtDNAのコピー数が細胞の ATP保有
量とは密接に関係することが示唆された。 
(4) 核 DNA損傷チェックポイント活性化
には相同組換えが重要であることが知られ
ている。我々は二倍体酵母細胞のカナバニ
ン耐性獲得による突然変異率を測定するこ
とで核 DNAの損傷修復の際、体細胞分裂時
の組換え(mitotic recombination)に mhr1-1変
異が与える影響を調べた。その結果、
rrm3-null二倍体細胞においてチェックポイ
ントが活性化すると体細胞分裂時の組換え
の率が上昇したが、rrm3-nul mhr1-1二重変
異を持つ二倍体細胞においてこの上昇が抑
えられることを見出した。この結果から、
体細胞分裂時の組換えによる核 DNAの損
傷修復にMhr1が主導する mtDNA複製が
ATP産生量を調節することで寄与すること
が示唆された。またまた、チェックポイン
トでの核DNAの損傷修復に核DNAの組換
え酵素である Rad52グループのタンパク質
が寄与することから mtDNAのコピー数の

増大は ATPを増加することで核 DNAの修
復で働くRad51のようなATPを必要とする
組換え酵素の活性を促進・維持する役割を
持つことが示唆された。 
(5) 我々は核DNAの損傷修復が不完全な場
合、細胞の生存にも影響を及ぼすと考え、
チェックポイント活性化の際、Mhr1主導の
組換え依存型 mtDNA複製が酵母の二倍体
細胞の生存率に与える影響を調べた。その
結果、野生株と比べ、mtDNAが完全に欠け
た rho0二倍体細胞の生存率が著しく低下し
た。また、mtDNAコピー数が半減した
mhr1-1変異体の生存率も大きく低下し
rrm3-null変異体の生存率とほぼ同じぐらい
となった。rrm3-null細胞の生存率が二倍体
mhr1-1変異株のそれとほぼ同じぐらいであ
った。さらに rrm3-null mhr1-1二重変異体の
生存率がさらに低下するという相乗効果が
現れた(図 3)。これらの結果から核 DNAが
損傷を受け、チェックポイントが活性化し
た際、Mhr1の機能が細胞の生存維持に重要

であることが示唆された。 
(6) rad52-null細胞において組換えによる核
DNA修復の際、Rad51依存的経路が主要な
役割を持つことが考えられる。そこで、我々
は、細胞の生存率に対して Rad51依存的経
路とRad52依存的経路のどちらにmhr1-1が
より影響するかについて調べるために
rad51-null変異、rad52-null変異、及び
rrm-null変異と mhr1-1変異との二重変異、
及び三重変異を持つ二倍体細胞株をそれぞ

れ構築した。その結果、rrm3-null変異と
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図3. 核DNA損傷チェックポイント活性化における核の時、

細胞生存率に対する組換え酵素とmhr1-1変異の影響



mhr1-1変異を持つ二重変異細胞にさらに
Rad52欠損変異(rad52-null)を導入して得ら
れた三重変異株の生存率が最も低下するこ
とを見出した(図 4)。これらの結果から、チ
ェックポイント活性化の際、Mhr1の機能が
ATPを要求する組換え酵素 Rad51による細
胞の生存維持により大きく寄与することが
示唆された。 
(7)	Rad51や Rad52が Rad53を介したチ
ェックポイントの活性化に寄与しないこと
が知られている 9。ところが、我々は
rad51-null 二倍体株と rad52-null 二倍体
株においても mtDNA コピー数が増加した。
この増加も Mhr1に依存することを見出し
た（図 2）。このような結果から、Mec/Rad53
チェックポイント経路の活性化とは異なる
Mhr1 依存型 mtDNA 複製活性化機構が核
DNA の組換えによる損傷修復が十分機能
しない時、mtDNA コピー数を増加するこ
とが示唆された。 
(8) 核 DNA損傷が起き、チェックポイント
経路が活性化するとヌクレオチド合成に関
わる鍵酵素であるリボヌクレオシド還元酵
素の大サブユニット RNR1を阻害する
Sml1タンパク質が分解され、dNTPプール
の濃度が上昇し、mtDNAのコピー数も増
加することが知られている 10。我々はこの
mtDNAのコピー数の増加はやはりMhr1
に依存することを見出した。さらにこの増
dNTPプール濃度の上昇が複製開始点を持
つ欠失変異 mtDNA断片が正常型mtDNA
より優位に複製するという超抑圧複製現象 
(hypersuppressivenes)を弱める作用を持
つことを見出した。これらの結果から、チ
ェックポイント活性化の際、欠失変異
mtDNAの優勢複製を抑制するシステムが
働くことが示唆された。 
(9)	 本科研費の支援で、我々は適量の ROS
がヒトミトコンドリア病患者のヘテロプラ
スミー細胞においてローリングサークル型
mtDNA複製を誘導し、合成されたコンカ
テマーがホモプラスミーに向けたmtDNA
の分離を促進することを明らかにした。こ
れらの結果から ROSシグナリングが出芽
酵母の場合に酷似してヒト細胞においても
mtDNAの複製・分離を活性化することが
示唆された。 
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