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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアはATP産生をはじめとする多くの役割を担うオルガネラである。ミト
コンドリアは電子伝達系を介してATPを産生するが、その際に漏洩した電子によって自身が酸化傷害を受ける。
マイトファジーはそのようなミトコンドリアを分解することで、ミトコンドリア恒常性の維持に寄与していると
考えられている。また、ミトコンドリアは独自にmtDNAをもち、mtDNAへの変異はミトコンドリア病の原因として
も知られる。本研究で、mtDNAがマイトファジーの基質となるかどうかについて検討した結果、一部のmtDNAがマ
イトファジーによって分解されることが分かった。また、その際に必要なタンパク質を同定した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria play a role in many metabolic pathways including ATP synthesis 
in mammalian cells. Usually, mitochondria are insured by reactive oxygen species derived from own 
electron transport chain, and it is believed that damaged mitochondria are degraded by mitophagy to 
maintain mitochondrial quality.
Mitochondria have own DNA named mitochondrial DNA (mtDNA) in their matrix. mtDNA codes several 
respiratory chain component genes and certain mutations of mtDNA causes mitochondrial disease. In 
this study, I aimed to clarify whether mitophagy contributes to elimination of a mutated mtDNA for 
maintaining mitochondrial homeostasis. mtDNA was degraded by mitophagy upon hypoxia rather than iron
 depletion. I identified essential proteins for hypoxia- and iron depletion-induced mitophagy and 
these were required for mitochondrial division during mitophagy.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに、ミトコンドリアの一部がちぎりとられて分解されることを証明してきたが、本研究では、ちぎりと
られたミトコンドリアの約半数がミトコンドリアDNAを含んでいることを明らかにした。この割合は、分解条件
によって変動したことから、条件によって異なるターゲットが認識されて、正常なミトコンドリアから除かれて
いることが示唆された。この知見は、ミトコンドリア分解の分子機構を解析するうえで重要な知見となった。ま
た、ミトコンドリア分解に必須なタンパク質を2種類同定し、これらが、一般的なオートファジーを阻害しなか
ったことから、これらの欠損細胞を用いることで、ミトコンドリア分解の生理的意義の解明へと発展できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは、自身の電子伝達系から漏れた電子から発生する活性酸素種によって酸化傷
害を受け、機能不全に陥る。ミトコンドリア選択的オートファジーである、マイトファジーは、
このようなミトコンドリアを分解することで、ミトコンドリア恒常性の維持の寄与しており、
細胞をさらなる活性酸素種の発生から守っていると考えられている。 
申請者のこれまでの研究によって、マイトファジーはチューブ状のミトコンドリアの一部を認
識して、その部分だけをちぎりとるようにして分解することが明らかとなった。また、このミ
トコンドリア分裂機構は、既存のミトコンドリア分裂因子に依存しない新規の分裂機構であっ
た。さらに、どのようにしてチューブ状のつながったミトコンドリアのある一部分のみを認識
してちぎり取るのか、この認識機構についても不明である。 
申請者の予備実験によって、マイトファジー時には、ミトコンドリア DNA (mtDNA) が基質
の一つとして分解されていることが示唆されていた。しかし、どのような mtDNA が分解さ
れるのか、そもそも mtDNA が認識されてマイトファジーが誘導されるのかは不明であった。
一方で、mtDNA への変異は、ミトコンドリアの活性の低下につながり、ミトコンドリア病の
原因にもなりうる。また、mtDNA はミトコンドリアマトリックスに局在しており、ミトコン
ドリアから発生する活性酸素種に暴露されやすいと考えられることから、変異 mtDNA は速
やかに分解を受けることで、ミトコンドリア恒常性が維持されているという仮説が考えられる
が、mtDNA のマイトファジーによる分解についての研究はほとんどされていない。 
これまでに、5 種類のマイトファジーレセプタータンパク質が報告されている。マイトファジ
ーレセプターは、すべてミトコンドリア外膜への膜貫通領域を持ち、通常ミトコンドリア外膜
タンパク質として存在する。一般にレセプタータンパク質は、基質であるミトコンドリアの一
部に集積し、その部分で隔離膜と結合することで、その部分のマイトファジーでの分解を促進
すると考えられている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者がこれまでに提唱したマイトファジー時に見られるミトコンドリアのちぎ
り取りの分子機構を、mtDNA に注目して検討することを目的とした。また、mtDNA がマイ
トファジーの基質となる条件などについて検討することで、その生理的意義について検討する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
マイトファジーの検出には、HeLa 細胞と pH 感受性マイトファジーレポーター mt-Keima 
を用いた。 
マイトファジーは、活性酸素種の発生と関連すると考えらえている低酸素条件と、酸化ストレ
スとは異なる機構と考えられている鉄欠乏条件で行った。 
mtDNA の分解検出には、マイトファジー時に形成されるミトコンドリアを包み込んだ小胞で
ある、マイトファゴソームを細胞質に蓄積させ、その内容物の解析を免疫蛍光染色によって解
析した。 
マイトファジーやミトコンドリアの断片化に関与することが報告されている、マイトファジー
レセプターについて、全ての遺伝子を CRISPR/Cas9 法によりノックアウトした細胞を作製し、
マイトファジーを解析した。 
マイトファジーレセプターの機能ドメインを欠損させた変異体を作製し、マイトファジー遺伝
子破壊細胞に発現させることで、マイトファジーレセプターのマイトファジーにおける機能に
ついて解析した。 
 
４．研究成果 
マイトファジー時にミトコンドリアを包み込む隔離膜を GFP-LC3 を発現させることによって
ラベルした細胞を用い、この細胞をマイトファジー条件で培養した。この時マイトファゴソー
ムとリソソームの融合阻害剤を同時に処理することで細胞質にマイトファゴソームを蓄積させ、
その内容物について解析した。低酸素および鉄欠乏の 2種類のマイトファジー条件で誘導し、
マイトファゴソームの解析をした結果、低酸素条件下では、およそ 50％のマイトファゴソーム
が mtDNA を含んでいた。一方で、鉄欠乏条件ではその割合が低下した。この結果は、より活
性酸素種に関係のある低酸素条件の方が、mtDNA が分解されやすいことを示唆しており、こ
の時何らかの変異が mtDNA に入りやすくなっている可能性が考えられる。マイトファゴソー
ム内 mtDNA の変異解析については今後の課題である。 
同様に、マイトファゴソーム内のミトコンドリアタンパク質を、外膜、内膜、膜間スペース、
マトリックスに分類して解析した結果、内膜に局在する呼吸鎖複合体の中で、マイトファゴソ
ーム内に含まれる割合が異なった。これらは、異なるマイトファジーの刺激によって、ミトコ
ンドリア内の成分の間での選択性が異なることを示唆している。 
さらに、マイトファジー時に見られるミトコンドリア形態制御の分子機構を詳細に解析するた
めに、マイトファジーレセプターに注目して解析した。5 種類報告されている、マイトファジ
ーレセプターを CRISPR/Cas9 法によって全てノックアウトし、マイトファジーを解析した結
果、低酸素や鉄欠乏でのマイトファジーに必須な 2 つのマイトファジーレセプターを同定した。



同定した 2 種類の因子の二重破壊細胞では、ほぼすべてのマイトファジーが抑制されており、
さらにマイトファジーに伴うミトコンドリアの形態変化も見られなかった。このことは、今回
同定したマイトファジーレセプターが、ミトコンドリア形態制御にも関わっていることを示唆
している。また、これらのマイトファジーレセプターは、マイトファゴソームに蓄積すること
が分かった。 
マイトファジーレセプターは、共通の特徴として、ミトコンドリア外膜への膜貫通領域と、隔
離膜タンパク質である LC3 との結合領域を持っている。これらを含めた機能ドメインを、そ
れぞれ欠損させた変異体を作製し、マイトファジーレセプター遺伝子破壊細胞に導入し、マイ
トファジーの相補活性を解析した。その結果、LC3 との結合領域に変異を導入した場合、マイ
トファジーを相補しなかった。この変異体は、LC3 との結合のみが不能であるため、隔離膜が
局在化する前段階でマイトファジーが停止すると考えられる。よって分解対象となるミトコン
ドリアの一部へのマイトファジーレセプターの集積が予想されたが、マイトファジーを誘導し
ても、マイトファジーレセプターの局在変化などは観察されなかった。このことは、マイトフ
ァジーレセプターの分解される運命にあるミトコンドリアへの集積は、LC3 との結合に依存し
ていることを意味しており、今回同定したマイトファジーレセプターは隔離膜のミトコンドリ
アへの局在化以前に機能するのではなく、隔離膜が局在化した後に、隔離膜とミトコンドリア
との結合を安定させるために機能することが示唆された。 
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