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研究成果の概要（和文）：本研究代表者はグルコース飢餓条件化においてミトコンドリアの形態が栄養センサーとして
知られるAMKキナーゼに依存してダイナミックに変化することを先の研究で見出した。本研究課題では、その制御メカ
ニズムを明らかにするため、基質分子の網羅的解析を行った。結果、ミトコンドリア分裂促進因子Mffを新規基質とし
て同定し、S155がリン酸化部位であること、そのリン酸化が正常な機能に重要であることを明らかにした。しかしなが
ら、海外のグループにより同様の研究成果が先んじて報告されてしまったため、論文発表には至れなかった。現在同網
羅的解析で同定できた別の基質に関しても解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, the shape of mitochondria are dramatically changed under 
the glucose-deprived condition in an AMPK-dependent manner. The aim of this study is to identify the 
mechanisms that determine the mitochondrial morphology. We sought for novel substrate of AMPK, which 
locates on mitochondria, using LC/LC-MS. In the present study, I could identify several novel substrate 
for AMPK on mitochondria, including Mff. Mff is known to promote the fission of mitochondria. Mutational 
analysis revealed that S155 on Mff is mainly phosphorylated by AMPK and that this phosphorylation is 
important for proper function of Mff. Unfortunately, however, foreign investigators have published the 
similar findings during I was preparing the paper. Now, we are making efforts to characterize the other 
candidates we have identified.
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは細胞内のほぼ全ての

ATP を合成、供給するオルガネラであり、
細胞の生存、増殖、分化、運動など様々な
細胞運命の決定に加え、アポトーシスの実
行に関与することで細胞死の制御にも関わ
る、細胞の生と死を共に制御するオルガネ
ラである。さらに、ミトコンドリアは小胞
体と同様に Ca2+を貯蔵し、細胞内の Ca2+
濃度を制御することで、Ca2+を介した様々
なシグナル伝達系の制御に関与する。また、
ミトコンドリア内の ATP 合成に関与する
TCA 回路や電子伝達系、β酸化系の多くの
酵素が Ca2+によって活性化調節されてい
ることが分かっており、Ca2+調節は細胞内
シグナル伝達とミトコンドリア内酵素活性
調節に非常に重要である。これらの生命現
象を行うため、ミトコンドリアは細胞の取
り巻く環境に適応するように適切な量のエ
ネルギー源を供給しなければならないと考
えられるが、これまでにミトコンドリアが
いかにそれらをセンシングし、ATP 合成系
を調節しているかはほとんど分かっていな
い。これまでの研究において、グルコース
飢餓条件下でミトコンドリアが大きく形態
を変化させ、それが栄養センサー分子 AMP
キナーゼに依存していることを明らかにし
てきた。 
 
２．研究の目的 
ミトコンドリアは細胞の ATP 生産を行う

重要なオルガネラであり、その機能異常は
癌や神経疾患、糖尿病など様々な病態に関
わるとされている。近年、ミトコンドリア
は細胞の置かれた状況に応じて非常にダイ
ナミックに形態や局在を変化させることが
分かってきた。本研究では、ミトコンドリ
アの形態や局在を制御する新規なシグナル
伝達経路を明らかとするため、AMP キナー
ゼのミトコンドリア基質を明らかとし、そ
の結果として如何にして細胞が栄養要求に
対応するため ATP 合成系を制御するかを明
らかにし、その破綻が様々な疾患に寄与す
るかを検討することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
ミトコンドリアの形態がグルコース飢餓

時に大きく変化する分子メカニズムを解明
するため、2 デオキシグルコース存在下、
非存在下の細胞よりミトコンドリアを生成
し、ミトコンドリアタンパク質を抽出し、
AMP キナーゼの基質認識抗体で免疫沈降し、
質量分析装置でタンパク質を同定する。同
定されたタンパク質のミトコンドリア形態
制御とミトコンドリアのエネルギー生産に
おける機能、さらには AMP キナーゼによる
リン酸化がそれらの機能にどのような影響
を及ぼすかを細胞レベルで明らかにする。 

 
４．研究成果 
予備実験結果より、AMPKの活性化条件で、

ミトコンドリアの局在と形態が変化するこ
と、低速遠心による粗ミトコンドリア画分
にAMPキナーゼの基質分子と考えられるリ
ン酸化タンパク質を確認していた。そこで、
ミトコンドリアの純度を上げるため、粗ミ
トコンドリア画分をショ糖密度勾配を用い
た超遠心により精製し、AMPキナーゼの基質
のリン酸化を検出する抗体で確認したとこ
ろ、AMPキナーゼの活性依存的なタンパク質
のリン酸化を確認した。そのサンプルを免
疫沈降法により濃縮し、LC/LC-MS解析を行
ったところ、複数のタンパク質を同定する
ことに成功した（図1）。さらに、同定タン
パク質の中には複数のリン酸化ペプチドも
含まれていた。また、今回の質量分析解析
では既知のミトコンドリアタンパク質が同
定されていたため、ミトコンドリアの精製
がうまくいっていることが確認できた。本
研究では、ミトコンドリア形態制御に関与
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受容体として機能することが分かっている。
グルコース飢餓条件においてMffはリン酸
化されたが、AMPK阻害剤CompoundCやAMPキ
ナーゼをsiRNAでノックダウンするとMffの
リン酸化が減少し、ミトコンドリアのグル
コース飢餓に対する応答も抑制された（図2、
3）ことから、グルコース飢餓条件下におい
てAMPキナーゼ依存的にMffがリン酸化され
ることが明らかになった。 

更に、精製タンパク質を用いたin vitro 
キナーゼアッセイによりMffが直接AMPキナ
ーゼによってリン酸化される事、点変異体
を用いた解析からMffの155番目のセリン残
基がAMPKによってリン酸化されることを明
らかにした（図4）。 

 

予想とは反してMffの非リン酸化型変異
体、偽リン酸化変異体を作製してDrp-1との
相互作用を確認したところ、どの変異体も
野生型と同程度に相互作用が確認でき、ま
た、細胞染色によってDrp-1のミトコンドリ
アへの局在に変化は確認できなかった。一
方、siRNAによって内在性のMffをノックダ
ウンすると、大きな塊の点在するミトコン
ドリアが観察され、野生型のMffを入れ戻す
と、部分的に解消されたが、リン酸化でき
ない変異体を入れ戻してもそれが確認でき
なかった（図5）。また、それぞれの変異体
のタンパク質としての安定性を検討したと
ころ、非リン酸化型の安定性が低いことが
分かった。つまり、AM PKはグルコース飢餓
条件になると、Mffをリン酸化し安定化し、
Drp-1依存的なミトコンドリア分裂を促進

していることが示唆された。本研究を遂行
途中に海外のグループによってAMPKの新規
基質とMffが報告（Ducommun et al., Cell 
Signal, 2015）され、論文作成時に別の海
外のグループによってエネルギーストレス
時にAMPKによってMffのS155（ヒトの129に
相当）がリン酸化されることがミトコンド
リアの分裂に重要であることを報告
（Toyama et al., Science 2016）してしま
ったため、論文としての報告ができなかっ
た。現在はMff以外に同定したRalGAP1、
FCHO2に関して実験を詰めている。 
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