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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア機能異常が老化・疾病に関与していること、またミトコンドリア傷害
タンパク質は老化・疾病によって蓄積することが知られている。ミトコンドリアマトリクスにはLon、ClpXP、
m-AAAの3種のプロテアーゼが存在し、これらはバクテリアからヒトまで広く保存されている。これらたった3種
のプロテアーゼがミトコンドリアマトリクスの局在するタンパク質を分解することで傷害タンパク質の蓄積など
を防ぎ、ミトコンドリア機能を正常に保っていると考えられている。本研究ではこのミトコンドリアマトリクス
に局在するプロテアーゼについて解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Dysfunctional protein quality control in mitochondria is emerging as a key 
pathogenic mechanism for aging and various diseases. Consistent with an important role in 
maintaining mitochondrial protein quality control, inherited mutations in proteases and chaperons in
 mitochondria matrix are associated with various diseases Lon, m-AAA and ClpXP are ATP-dependent 
proteases that contribute to the degradation of all mitochondrial matrix proteins. As well as their 
proteolytic role for impaired protein, these proteases contribute for highly regulated proteolytic 
reactions that are important in mitochondrial function. We describe here the functional analysis of 
the proteases localized in the mitochondrial matrix.

研究分野：分子生物学

キーワード： ミトコンドリア　プロテアーゼ　ミトコンドリアDNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアは細胞のエネルギーを作り出す器官であり、ミトコンドリアの機能異常は老化や疾病を引き起こ
します。ミトコンドリア内部のタンパク質は細胞質から輸送され、最終的には三種類のタンパク質分解酵素によ
って消化されます、これらの酵素は白血病の治療薬のターゲットとしても注目されています。本研究では三種類
のタンパク質分解酵素のうち、LonとClpXPがどのようなタンパク質を分解しているのかについて解析をしまし
た。LonとClpXPでは分解するタンパク質により好みがあることなどが判明しました。このような基礎的な研究の
積み重ねが、やがて老化の予防や白血病の治療に役立つと考えられます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 タンパク質分解機構の破綻は様々な疾患や老

化を引き起こすことが知られている。ヒトの細胞

には１万種類を越えるタンパク質が存在するが、

これらを分解するタンパク質分解酵素(プロテア

ーゼ)も約 600 種類存在し、その分解経路は複

雑に入り組んでいる。  

 近年、ミトコンドリア機能異常が老化に関与し

ていること、またミトコンドリア機能低下が癌や糖

尿病、動脈硬化など生活習慣病発症の引き金と

なることが示唆されている。ミトコンドリアは外膜と

内膜の２つの膜に包まれた構造を持ち、内膜の

中はマトリクスと呼ばれる区画となっている(図１)。

ミトコンドリアマトリクスは様々な代謝反応が行わ

れる重要な場所であるが、そこにはミトコンドリア

独自の DNA（mtDNA）が存在する。哺乳類の

mtDNA には 13 の呼吸鎖サブユニットとその翻

訳に必要な rRNA と tRNA がコードされているだ

けで残りのタンパク質は全て核ゲノムにコードさ

れ、それらは細胞質で翻訳された後にミトコンド

リアの各区画へと運ばれ最終的にミトコンドリア

内で分解される。ミトコンドリアの内膜で覆われた

マトリクス内には内膜の膜タンパク質も含め千種

類近くのタンパク質が存在する。ミトコンドリアは

強い酸化ストレスにさらされているためミトコンドリ

アマトリクスのタンパク質は傷害を受ける。このミ

トコンドリア傷害タンパク質は加齢によってマトリ

クス内に蓄積・凝集すると考えられており、一方

でミトコンドリア機能は加齢とともに低下する。ま

た、ミトコンドリア機能低下を原因とする疾患でも

同様の報告がある。従って、このような傷害タン

パク質の蓄積・凝集はミトコンドリア機能低下の

指標となりうる可能性がある。 

 ミトコンドリアマトリクス内のタンパク質分解はた

った種類のプロテアーゼ（Lon, m-AAA, ClpXP）

によって行われ、タンパク質分解経路として代表

的なユビキチン・プロテアソーム経路は存在しな

い（図１）。しかし、これらのプロテアーゼの基質

特異性や分解機能の破綻に伴う異常などにつ

いての情報は乏しかった。 
 

２．研究の目的 
 本研究の目的を以下に示す。 
(1)ミトコンドリアマトリクス内に存在するプロテア
ーゼの基質特異性を明らかにすること。 
(2)ミトコンドリアマトリクス内に蓄積・凝集するタン
パク質について解析を行うこと。 
以上のことを明らかにすることで、疾病や老化に
よってミトコンドリアマトリクス内に蓄積・凝集する
タンパク質の解明に資することである。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではヒト培養細胞とショウジョウバエ培

養細胞を用いて研究を行った。 

 主に、遺伝子ノックダウン法及びプロテアーゼ

活性不活化変異体を誘導発現させるドミナント

ネガティブ法によって各プロテアーゼの機能を

過失させた細胞を実験に用いた。 

 

４．研究成果 

・ClpXP の解析 

 ClpXP は ClpP と ClpX の２つのサブユニットか

ら構成され、ClpP が７量体のリング状構造を２つ

重ねた１４量体構造をとり、その両端に６量体リン

グ状構造を取った ClpX がそれぞれ配置されて

いる(図１)。ClpP はプロテアーゼ領域を持ちタン

パク質分解に寄与し、一方 ClpX はシャペロン様

活性(ATPase 活性)を持ち基質の選択や効率的

なタンパク質分解に寄与している。 

 ショウジョウバエ培養細胞を用いて ClpP ノック

ダウン細胞株を作成した。この ClpP ノックダウン

細胞では(A)一部のミトコンドリア mRNA 量の上

昇に加え、(B)未切断のミトコンドリア RNA の異常

な蓄積、(C)ミトコンドリア翻訳の低下が観察され

た(図２)。また ドミナントネガティブ型プロテアー

ゼ活性欠損型ClpP の過剰発現させた細胞株や

シャペロンサブユニットの ClpX をノックダウン細

胞株でも同様の表現型を示した。次にこれらの

細胞を詳しく解析したこところ、ミトコンドリア RNA

結合タンパク質の LRPPRC1 と SLIRP1 のタンパ

ク量が増加していること、またそれらをコードして

いるmRNA量には変化がないことが明らかとなっ

た(図３)。もう一つのプロテアーゼである Lon のノ

ックダウン細胞株ではこれらタンパク質の増加は

観察さ れ なかっ た 。さ ら な る 解析の結果、

(1)LRPPRC1 と SLIRP1 は共依存の関係にあるこ

と、(2) 免疫沈降法によって ClpXP と LRPPRC1

の会合が検出されることなどから、ClpXP は

LPRRPC1 のみを特異的に分解していると考えら

れ る こ と 、 (3)ClpXP の 機 能抑制に よ っ て

LRPPRC1 の分解が抑制されそのタンパク量が

増加するため LRPPRC1 と共依存関係にある

SLIRP1 のタンパク量が増加すること、が明らかと

なった。さらに、LRPPRC1 を過剰発現させる細
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胞株を用いた解析の結果（図４A）、LRPPRC1 の

増加に伴い(a)一部のミトコンドリア mRNA量の増

大がみられること（図４B）、(b) 未切断のミトコン

ドリア RNA の異常な蓄積がおきること（図４B）、

(c)ミトコンドリアの小リボソームと大リボソームの

会合が阻害されること、(d)その結果ミトコンドリア

翻訳が減少すること、が判明した。そのため、

ClpXP ノックダウン細胞で観察された表現型は

ClpXP の機能低下に伴う LRPPRC1 の増加に由

来すると考えられた。上記の結果から、ClpXP は

LRPPRC1 の特異的分解を介して mtDNA の遺

伝子発現を制御していることが明らかとなった。 
 また、ヒト培養細胞において ClpP ノック
ダウンさせるとLRPPRCが増加することから、
ヒトにおいても LRPPRC が ClpXP が特異的基
質である可能性を示した。 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

・Lon の解析 

 Lon が特異的に分解している新たなタンパク質

を探索するため、siRNA により Lon をノックダウン

したヒト培養細胞(HeLa 細胞)を用いて実験を行

った。コントロール細胞に比べ Lon ノックダウン

細胞では不溶化化画分に移行するタンパク質

が増加した（図５）。また、Lon のドミナントネガテ

ィブ型プロテアーゼ活性欠損型を過剰発現させ

た細胞株でも同様の結果を得た。これら不溶化

タンパク質の顕著な増加は m-AAA のサブユニ

ット AFG3L2や ClpXP の ClpP サブユニットのノ

ックダウンでは観察されなかった（図５）。増加し

た質量分析装置を用いて解析の結果、コントロ

ール細胞の不溶化画分にはミトコンドリア由来タ

ンパク質がほぼ検出されないのに対し、Lon ノッ

クダウン細胞の不溶化画分には多数のミトコンド

リアタンパク質が検出された。この中には多くのミ

トコンドリアリボソームタンパク質(MRPs)が含まれ

ていた（図６）。これらミトコンドリアリボソームタン

パク質(MRPs)が特異的に分解される条件下に

おいて Lon をノックダウンするとこの分解が阻害

されること、ClpXP のプロテアーゼサブユニットで

ある ClpP のノックダウンではその分解が阻害さ

れないことから、ミトコンドリアリボソームタンパク
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A. ClpP ノックダウン細胞のウエスタン解析
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A. LRPPRC1 過剰発現細胞のウエスタン解析
B. LRPPRC1 過剰発現細胞のノーザン解析



質はLonにより特異的に分解されていることが示

唆された。 
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