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研究成果の概要（和文）： 
本研究では，①ヒトの新規ミトコンドリア脱ユビキチン化酵素 USP30 の酵素活性がミトコンド

リア形態の維持に必要であることを RNA 干渉法による発現抑制およびそのレスキュー解析から

明らかにし，②マウス GGNBP1 が分化途中の精子細胞に特異的に発現するミトコンドリアタンパ

ク質であり，分裂因子 Drp1 に依存してミトコンドリアの分裂を誘導することを明らかにした。

以上の結果から，哺乳動物におけるミトコンドリア形態制御の分子機構の一端を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study has demonstrated that 1) an enzymatic activity of human USP30, a novel 
mitochondrial deubiquitinating enzyme, is required for maintenance of mitochondrial 
morphology, and 2) mouse GGNBP1 is highly expressed in spermatogenic cells and induces 
Drp1-dependent mitochondrial fragmentation. These results provide better understand of 
the molecular mechanism of mitochondrial dynamics. 
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１．研究開始当初の背景 
 
ミトコンドリアは細胞の分化・増殖・応答に
伴い，柔軟な形・数・分布の変化をする動的
なオルガネラである。この形態調節の鍵とな
る分子としてミトコンドリア膜の融合因子

や分裂因子が同定されている。絶えず融合と
分裂を繰り返すミトコンドリアの膜構造の
動的変化は，これらの因子の活性のバランス
で制御されているが，その活性調節機構につ
いては不明な点が多く，ミトコンドリア形態
制御の分子基盤の全体像は把握されていな
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い。ミトコンドリア形態はエネルギー代謝，
Ca2+シグナリング，アポトーシスなどの様々
な細胞機能に密接な関連があるばかりでな
く，最近では，ミトコンドリアの形態調節の
異常が神経変性疾患に関連することが示さ
れている。このように，細胞生物学・生理学・
医学分野における様々な未解決の問題を内
包するミトコンドリアダイナミクスの基礎
解析の重要性は増しつつある。私は先行研究
により，ミトコンドリアの形態維持に極めて
重要であるユビキチン化酵素 MARCH5 の同定
に成功した。さらに，新型のミトコンドリア
脱ユビキチン化酵素（USP30）も同定し，ミ
トコンドリア機能がユビキチン化によって
制御されうる可能性を見出した。また，新た
なミトコンドリア形態制御因子（GGNBP1）の
同定にも成功した。本研究では，これら新規
ミトコンドリア分子群の機能解析を行い，ミ
トコンドリアの形態調節における役割とそ
の作用機序について，主にユビキチン化の関
与を中心に明らかにすることを目標とした。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) 酵母の遺伝学的解析からユビキチン・プ
ロテアソーム系の分子のミトコンドリア形
態制御への関与が示唆されていたが，ユビキ
チン化酵素やその基質分子の実体は長い間
不明であった。私は MARCH5 が哺乳動物細胞
のミトコンドリア外膜に存在する E3 ユビキ
チンリガーゼであり，Mfn2（融合因子）と Drp1
（分裂因子）と相互作用することを明らかに
した。さらに，Drp1 が MARCH5 のユビキチン
化の基質分子であることを明らかにした。さ
らに，MARCH5 の過剰発現ではミトコンドリア
が伸長し，E3活性を失った変異体を発現させ
ると逆に断片化を誘導することが分かった。
以上の結果は，ミトコンドリアの融合・分裂
反応の調節にユビキチン化が深く関与する
ことを示すものと考えられる。リン酸化と同
様にユビキチン化の機能は脱ユビキチン化
によって負に制御されることが知られてい
る。この脱ユビキチン化を触媒するのが脱ユ
ビキチン化酵素である。さらに，先行研究に
よってミトコンドリア外膜の脱ユビキチン
化酵素 USP30 を同定し，その発現がミトコン
ドリア形態維持に重要であることを認めた。
そこで本研究課題では，ミトコンドリアダイ
ナミクスにおけるユビキチン化の重要性を
明らかにするため，USP30 の活性がミトコン
ドリア形態維持に必要であることを証明し，
融合・分裂因子のユビキチン化状態への影響
を調べて融合・分裂反応への関与について検
討した。また，USP30 の基質分子の探索を行
った。 
 

(2) 先行研究において，既知の融合・分裂因
子以外にミトコンドリア形態に影響を及ぼ
す分子のスクリーニングを行った結果，ミト
コンドリア形態調節因子の候補分子 GGNBP1
の同定に成功した。培養細胞における過剰発
現の解析から GGNBP1 はミトコンドリアに局
在し，ミトコンドリアの断片化を誘導するこ
とを認めた。この断片化のメカニズムについ
て，GGNBP1 が単独で分裂因子として働くのか，
Drp1 や Fis1 の補助分子ないしは融合因子の
阻害分子として機能するかはっきりしてい
ないので本研究で明らかすることを目標に
した。さらに，GGNBP1 の基本的性質（組織発
現・細胞発現の特定）を明らかにし，ミトコ
ンドリア断片化のメカニズムと細胞機能に
ついて説明できるようにすることを目的と
した。また，部位欠失変異体の解析から，
GGNBP1 のミトコンドリア移行または断片化
のメカニズムの解明を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) ミトコンドリア形態における脱ユビキ
チン化酵素活性の重要性を明らかにする。 
 
ヒト USP30 を発現抑制できる二本鎖 RNA を恒
常的に発現する HeLa 細胞株を 2 クローン作
製し，これらの細胞では異常に発達したミト
コンドリアネットワークを形成しているこ
とを確認した。これらの細胞株に発現抑制を
受けないラット USP30遺伝子を導入した時に，
ミトコンドリアの形態が回復するか検討し
た（レスキュー実験）。また，脱ユビキチン
化活性を失った変異体を代わりに導入し，も
し脱ユビキチン活性がミトコンドリア形態
維持に必要であればレスキューされないは
ずであるので確認した。 
 
(2) USP30 の基質の探索。 
 
脱ユビキチン化活性とミトコンドリアダイ
ナミクスとの関連を調べるため，上記細胞株
からミトコンドリア外膜の融合・分裂因子
（Mfn1, Mfn2, Drp1, Fis1）を免疫沈降し，
抗ユビキチン抗体を用いてウエスタン解析
を行いそれぞれの因子のユビキチン化状態
に変化が生じていないか検討した。また，こ
れらの因子が USP30と相互作用するか培養細
胞での共発現系を用いた免疫沈降実験で解
析した。具体的には，FLAG タグ付きの USP30
および不活性型変異体を恒常的に発現する
HeLa 細胞株からミトコンドリア画分を調整
し，そのライセートより抗 FLAG 抗体ビーズ
によって USP30 を免疫沈降し，共沈してくる
ものがあれば MALDI-TOF Mass 解析により特
定を試みた。また，酵母ツーハイブリッドシ



 

 

ステムを用いて結合分子の探索を試みた。 
 
(3) GGNBP1の基本的な性質とミトコンドリア
断片化の仕組みを明らかにする。 
 
① マウス GGNBP1の組織発現をノーザン解析
により決定し，さらに，作製済みの抗 GGNBP1
抗体を用いて免疫組織染色を行い発現細胞
の特定を行った。さらに，内在性の GGNBP1
のミトコンドリア局在について，精巣抽出液
を用いたショ糖密度勾配遠心による細胞分
画および精子細胞の蛍光抗体法によって確
認した。さらに GGNBP1 のより詳細なミトコ
ンドリア局在についても，発現組織（精巣）
からミトコンドリアを調整してプロテアー
ゼ Kプロテクションアッセイ法により確認し
た。 
 
② GGNBP1 によるミトコンドリア断片化は分
裂活性の促進によるものと考えられるが，こ
れが分裂因子 Drp1 や Fis1 の活性に依存して
いるのか調べた。分裂因子を RNA 干渉により
発現抑制した状態またはドミナントネガテ
ィブ変異体の強制発現した状態で，GGNBP1 を
過剰発現させて断片化が起こらなければ分
裂因子に依存的であるといえ，断片化が生ず
れば非依存的であるといえる。 
 
③ 先行研究の部位欠失変異体の解析から
GGNBP1のC末領域がミトコンドリアの断片化
活性を持つことを認めていた。さらに活性領
域を絞っていくことで活性に重要な領域の
特定を試みた。また，この C末領域によく似
た配列が幾つかの脱ユビキチン化酵素に認
められるが機能的にも保存されているか調
べるため，GGNBP1 の C 末領域を脱ユビキチン
化酵素（Usp15）の配列と置換したものを発
現させてミトコンドリアの断片化が生じる
か検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ミトコンドリア外膜に局在する脱ユビキ

チン化酵素 USP30 の発現を抑制するとミト

コンドリアの伸長を促進することを見出し，

これが USP30 の酵素活性が重要であるかを

解析した。USP30の発現をRNAi により抑制し

た細胞に対して，正常型および酵素活性欠失

型変異体のUSP30をそれぞれ過剰発現してミ

トコンドリア形態について観察した。その結

果，正常型の発現によって正常なミトコンド

リア形態を示したのに対して，変異体ではそ

のような回復が認められなかった。以上から

，USP30 がミトコンドリア膜上でのユビキチ

ン化を負に制御することによってミトコンド

リアの形態を調節しているという新しいメカ

ニズムを提唱することができた。 

 

(2) USP30 とミトコンドリア融合・分裂因子

との相互作用を調べるために，USP30およびそ

の不活性型変異体をそれぞれ恒常的に発現す

るHeLa細胞株を作製し，これらを用いた免疫

沈降法により解析した。その結果，USP30との

相互作用は確認できなかった。また，これら

の因子のユビキチン化状態についてUSP30の

活性の増強（過剰発現）または減少（RNAiま

たは不活性型変異体の発現）によって影響を

調べたが大きな変化は認められなかった。し

かしながら，免疫沈降物の中には微少量の共

沈物と思われるバンドが確認されており，こ

れらの分子を質量分析で特定すべく，実験系

を再検討中である。 

 
(3) マウスの新規ミトコンドリア形態制御
因子 GGNBP1 の機能解析を行った。ノーザン
解析・免疫組織染色によって GGNBP1 は精巣
に多量に発現し，発生段階の精子細胞に特異
的に発現していることが分かった。さらに，
GGNBP1 は精子細胞内のミトコンドリアやミ
クロソーム膜に局在することを明らかにし
た。さらに，ミトコンドリアのプロテアーゼ
K プロテクションアッセイ法により内在性
GGNBP1 はミトコンドリア膜間スペースに局
在することが分かった。上皮系の培養細胞を
用いた解析では，GGNBP1 は，分裂因子 Drp1
の活性に依存したミトコンドリアの断片化
を促進することが分かった。さらに，部位欠
失変異体の解析から，この断片化促進活性に
は DUB1055 ドメインを含む C末領域が必要で
あることを明らかにした(図 1)。この領域を
脱ユビキチン化酵素 Usp15 の DUB1055 ドメイ
ンと置換した場合，断片化反応は認められな 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. GGNBP1 および部位欠失変異体の構造模
式図（上）。それぞれを COS7 細胞に強制発現
したときのミトコンドリアの染色像（下）。C
末領域を含む場合（GGNBP1 とΔN）にミトコン
ドリアの断片化が誘導された。 

 



 

 

かったため，断片化能は GGNBP1 の DUB1055
ドメインに特異的な機能である可能性が考
えられる。また，N末端約 60 アミノ酸の部分
がミトコンドリア移行に必要であることを
明らかにした。精子細胞では精子形成時に必
要なエネルギー供給を満たすためにミトコ
ンドリアの数を増加させているが，恐らく
GGNBP1 はミトコンドリア断片化反応を調節
することによりにミトコンドリアの数と形
の制御に関与していることが考えられる。 
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