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研究成果の概要（和文）：　生命機能の根幹に位置するミトコンドリアは、細胞質全体に管状の網様構造を形成・分布
し、融合と分裂を絶えず繰り返す動的なオルガネラである。このミトコンドリア形態のバランスが崩れると、高次生命
機能に様々な悪影響を及ぼすことが次第に明らかになってきた。本研究では、上記未解明の点が多い「ミトコンドリア
の形の謎」を、その関連タンパク質（GTPase及びメタロプロテアーゼ）の構造機能解析を通じて、分子レベルで明らか
にした。特に、ミトコンドリア形態維持に重要なOPA1（GTPase）のプロテアーゼによるプロセッシングが、ミトコンド
リアの微妙な形のバランス維持に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Mitochondria are dynamic organelles that undergo continuous fusion and fission, 
and these processes are believe to be essential for physiologic function of organisms. Once their 
balances become to be disrupted, it has been revealed that much of unexpected influences accumulate on 
physiologic functions.
 Our aims of the project is to elucidate their mystery of the mitochondrial shape, and try to understand 
the mechanism by a molecular level. In this study, we focused on the role of a mitochondrial GTPase, OPA1 
and the regulatory molecule of metalloproteases. We identified that OPA1 processing by the proteases 
would be an essential process for the maintaining of mitochondrial morphology.

研究分野：タンパク質科学
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１．研究開始当初の背景 
  ミトコンドリアは、エネルギー産生や

カルシウム貯蔵などにおいて重要な役割を

果たすオルガネラであるが、その形態は特

徴的で、一般に細胞質全体に管状の網様構

造を形成・分布し、ダイナミックに融合と

分裂を繰り返している。ところで、このよ

うなミトコンドリアの形はどのように調節、

また保たれており、さらにその生理的な意

味は何なのだろうか？  

  これまでミトコンドリア形態の調節に

働くタンパク質は十数例報告されており、

興味深いことに、その多くが GTPase であ

る。そのため、ミトコンドリアの形態調節

には GTP 加水分解時に獲得されるエネル

ギー差が駆動力として使われていると考え

られてきた（小柴、2005、生物物理）。また

近年、ユビキチン活性を有するタンパク質

も、ミトコンドリアの形態調節に関わって

いることが明らかになってきた。このよう

に、ミトコンドリアの形を考える上で酵素

活性は一つのキーワードになるが、その作

用機序は依然として未解明のまま残されて

てきた。 

 
２．研究の目的 
  本研究では、細胞内におけるミトコン

ドリアの形態調節機構の作用機序を明らか

にすることを目的とした。そこで本研究で

は、その調節機構に関わる関連酵素群の構

造機能解析を行い、どのようにオルガネラ

膜を再構成するのか、分子レベルで明らか

にすることを目指した。特に、本研究では

ミトコンドリア融合に関わる GTPase・

OPA1 が、ミトコンドリア局在型メタロプ

ロテアーゼ（Yme1、及び OMA1）による

プロセッシングとどのように関連するのか、

その謎に迫った。 
 
３．研究の方法 
  本研究では、OPA1、Yme1、及び OMA1

がそれぞれ欠損したマウス由来の胚性線維

芽細胞（MEF）を用いた。これら細胞株に、

遺伝子工学的手法により各機能ドメインに

点変異を導入したOPA1、Yme1、及びOMA1

変異体を作製、それら変異遺伝子を入れ戻

した細胞株を樹立し、プロテアーゼ活性に

よる OPA1の切断をはじめ、その表現型と

ミトコンドリア形態との関連を詳細に調べ

た。 
 
４．研究成果 
(i) 細胞性ストレスによる OMA1 の活性

化に関する解析 

  これまでの先行研究（Baker et al., 2014, 

EMBO）により、細胞に薬剤（脱共役剤）

処理などのストレスを与えると OMA1 は

活性型分子に転じ（自己限定消化）、その

後のミトコンドリア分裂を誘引することが

明らかになっていた。本研究では、まず初

めに OMA1 の自己活性化に関する検証実

験から計画を開始した。野生型の MEF に

対して 20μM CCCPを添加し、その後、免

疫染色法によるミトコンドリアの形態観察、

及びウエスタンブロットによる OMA1 の

自己消化の確認を行ったところ、これまで

の報告通り、OMA1は自己消化に伴う活性

型に転じており、その結果、OPA1 を消化

し、最終的にミトコンドリアの分裂が観察

された。そこで、OMA1のプロテアーゼド

メイン内にある 324 番目のアミノ酸残基

（Glu）を置換し、不活性型 OMA1 を作製

して同様の実験を行ったところ、ミトコン

ドリアの分裂は観察されなかった。同様に、

OMA1 欠損細胞を用いた実験においても

OPA1 の消化、ならびにミトコンドリア分

裂は確認されなかった。このことにより、

OMA1によるプロテアーゼ活性は、自身の

活性化以外にも、その下流にある分子

OPA1 の切断にも必須であることが明らか

になった。 

 

(ii) 細胞性ストレスによるYme1の役割に

関する解析 

  次に、細胞の脱共役ストレスによる

Yme1 の寄与を検討した。上記同様に、野

生型 MEF の CCCP 処理後の細胞抽出液を

ウエスタンブロットにより Yme1の解裂を

観察したところ、コントロールと比較して



違いが観察されなかった。そこで、Yme1

欠損細胞を用いて、同様の CCCP処理を施

した細胞抽出液を OPA1によるウエスタン

ブロットを行ったところ、野生型細胞と同

様に、Yme1 欠損細胞でも OPA1 の切断が

行われていた。この結果は、内在性のOMA1

による OPA1 の解裂が原因と考え、

OMA1/Yme1 両欠損細胞にて同様の実験を

行った結果、OMA1による OPA1のプロセ

ッシングが確認できた。従って、ミトコン

ドリア局在型メタロプロテアーゼである

OMA1及び Yme1はそれぞれ異なる作用機

序により OPA1の切断を行っており、ミト

コンドリア形態を調節していることが示さ

れた。 

 

(iii) OMA1の大量発現系の構築 

  以上のようなプロテアーゼ活性による

ミトコンドリアの形態変化の作用機序を明

らかにする目的で、本研究では in vitroによ

るプロテアーゼアッセイの確立を試みた。

マウス由来の OMA1 cDNAを PCR法によ

り増幅し、大腸菌用発現ベクターpGEX6P-1

にクローニングし、発現実験を行ったとこ

ろ、培地 1L あたり、1mg 程度の発現を確

認することができた。そこで、その発現菌

体を回収、精製し、組換え体を用いたプロ

テアーゼ活性能を調べた。しかしながら、

組換え体による OPA1の切断は確認できず、

その原因として、ミトコンドリア膜への局

在の重要性が考えられた。 
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