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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは様々な代謝系の場として機能し、刺激によって自身の形態を変化させ、細
胞の恒常性維持に寄与する。近年、ストレス応答に起因するメチオニン代謝がその形態制御に作用することが示されて
いるが、詳しい機序は不明であった。本研究では、形態制御に関与する分子群の翻訳後修飾に着目し、分裂因子DRP1お
よびGFERがメチル化修飾を受けることを明らかにした。また、人為的にメチオニン回路を抑えると、解糖系の抑制とと
もにDRP1自体の発現量が低下し、その断片化が抑えられることがわかった。以上からメチオニン代謝を介したミトコン
ドリアの形態制御により細胞全体のエネルギー代謝を調節する一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial dynamics (fusion vs fission) have been closely linked to cell fate 
and homeostasis to maintain mitochondrial functions. Recent studies showed that posttranslational 
modifications of several mitochondrial GTPases are involved in regulation of their shape. Here, we showed 
evidences that mitochondrial fission factor, DRP1 (dynamin-like protein 1) and GFER (growth factor, 
augmenter of live regeneration) were arginine-methylated in vitro. Furthermore, artificial inhibition of 
methionine cycle using modified culture medium reduced the expression level of DRP1 coincident with the 
suppression of glycolytic flux. On the contrary, we found that activation of glycolytic flux caused 
mitochondrial fission through the DRP1 induction with murine macrophage differentiation model. These 
results suggest that changes in mitochondrial shape through the regulation of methionine metabolism might 
alter the balance of glucose utilization between glycolysis and oxidative phosphorylation.
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１． 研究開始当初の背景 
 
ミトコンドリアは真核生物にとってエネ
ルギー産生工場として機能するばかりでな
く、アポトーシスによる細胞の生死、老化を
規定する重要な細胞内小器官である。また、
ミトコンドリアの形態は古くから観察され
ており、分裂と融合を繰り返す動的なオルガ
ネラとして認識されている。その形態は細胞
種によって様々で、細長く枝分かれした構造
や小さく断片化したもの、精子のように螺旋
状に巻きついた構造など、組織の違いや刺激
によってもさまざまな形態をとる。 
 ここ 10 年ほどで酵母やショウジョウバエ
の遺伝学的解析により、ミトコンドリア形態
に関わる因子の同定が精力的に行われてき
た。分裂・融合に関わる分子群は動物種にお
いて広く保存されており、Mfn (mitofusin), 
Opa1(optic atropy1) な ど の 融 合 因 子 、
Drp1(dynamin-related protein1)などの分裂因子
が知られているが、これらは GTPase であり
GTP加水分解活性により機能を持つ。これら
の分子の KOマウスは胎生致死を引き起こす
ことから、ミトコンドリアの細胞内での分
布・形状が個体発生中の形態形成に重篤な影
響を及ぼす可能性が示唆されている。そのな
か、細胞内のメチオニン代謝とミトコンドリ
アの形態変化との関連を想像させる現象が
報告されている。 
そのなか我々は、ストレス応答性に産出さ
れたガスシグナルである一酸化炭素(CO)が
ヘム含有酵素 CBS の活性を阻害することで
メチオニン代謝を活性化し、タンパク質のメ
チル化を亢進することを発見した(Yamamoto 
T. et al., 2011)。さらに COによってメチル化
動態が変化するタンパク質をプロテオミク
ス技術を用いて検討したところ、単離ミトコ
ンドリア画分においてそのメチル化パター
ンに大きな差が認められ、ミトコンドリア分
裂因子である DRP1がメチル化候補分子とし
て同定された。DRP1 は近年、リン酸化、
SUMO化、S-ニトロシル化など多数の翻訳後
修飾を受けると報告されている。このうち
637 番目のセリン残基は種を超えて広く保存
され、この部位は PKA によってリン酸化さ
れ、GTPase活性を低下させることでミトコン
ドリアの伸長およびクリステの発達を惹起
する。結果、ミトコンドリアを機能亢進させ
ることで飢餓状態に適応することが明らか
となった(Gomes LC et al., Nat Cell Biol, 2011)。
このように、翻訳後修飾動態が DRP1の機能
調節に重要な影響を与える可能性が考えら
れる。 
 
本提案研究では、メチオニン代謝変動を介し
たミトコンドリアの機能制御を理解するう
えで、その DRP1をはじめとしたミトコンド
リア分裂因子のメチル化修飾に焦点を当て、
メチル化修飾によるミトコンドリア形態と
活性の変化、それに伴う代謝制御、細胞増殖、

細胞死などの細胞機能制御機構を解明する
ことを目的とする。 
 
２．研究の目的 
 
ミトコンドリアは細胞の ATP の主たる供給
源であるばかりでなく、老化やアポトーシス
などに関わる重要なオルガネラである。近年、
ミトコンドリアの形態変化と細胞機能との
関連が明らかになりつつあり、関与する分子
基盤も揃ってきた。そのなか、申請者はミト
コンドリア分裂因子 DRP1がメチオニン代謝
の変動によりメチル化修飾を受け得ること
を発見した。本研究ではストレス応答性に惹
起される DRP1のメチル化によるミトコンド
リアの形態変化・活性制御それに伴う細胞機
能の調節機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
本研究においては、以下の手法で研究を遂行
した。 
 
（１）メチル化標的候補分子である DRP1お
よびGFERをGSTタグ融合タンパク質を大腸
菌リコンビナントタンパク質を精製し、各ア
ルギニンメチル化酵素（PRMT1～8）と in vitro
で反応させ、メチル化修飾の有無を検討した。 
 
（２）細胞内における GFERのメチル化動態
を確認するためにメチル化GFERペプチドを
抗原としたポリクローナル抗体を作成した。 
 
（３）マウスマクロファージは回収 4日前に
チオグリコネートを腹腔内注射することに
より得た。単離したマクロファージは 13C-ラ
ベルの安定同位体グルコースを RPMI1640培
地に 15 分間添加し、回収後抽出した低分子
代謝物はキャピラリー電気泳動型質量分析
装置で測定し、取り込まれたグルコースを追
跡し、ミトコンドリアの形態変化が糖代謝に
与える影響を検討した。 
 
（４）メチオニン代謝がミトコンドリア形態
および糖代謝に与える影響を調べるために
メチオニンおよびコリン欠乏培地を用いて
各種細胞株および腹腔マクロファージを培
養した。 
 
４．研究成果 
 
（１）ミトコンドリア形態制御に関わる分子
群のアルギニンメチル化修飾 
 
メチオニン代謝が介するメチル化修飾がミ
トコンドリアの形態制御に関与する機構を
明らかにするために形態制御に関与するタ
ンパク質のうち、１次配列にアルギニンを含
む特徴的な繰り返し配列を持つ DRP1,MFN2,
および最近、Drp1の分子架橋に重要であると



報告されている GFER（Todd, LR et al., Mol. 
Bio. Cell, 2010）について、GSTタグを付加し
た大腸菌リコンビナントタンパク質を作製
した。これらを用い、同じく大腸菌リコンビ
ナントタンパク質のアルギニンメチル化酵
素PRMTsとを試験管内で1対1反応させた。
その結果、DRP1 および GFER において、メ
チル基由来のシグナルが認められたことか
らこれらのミトコンドリア形態制御分子が
メチル化修飾を受け得る可能性を示唆する。 
 
（２）ミトコンドリアシャペロンタンパク質
GFERの修飾部位の同定 
 
上述（１）の実験で新規メチル化候補タンパ
ク質と考えられる、DRP1 および GFER につ
いて、どのタイプのメチル基転移酵素により
修飾を受けるかを明らかにするために、上記
リコンビナントタンパク質と現在哺乳類で
活性を有することが報告されている PRMT1
～8を用いて in vitro methylation assayを施行
した。その結果、DRP1 は PRMT1 および
PRMT4 においてシグナルが認められた。し
かしながら DRP1に取り込まれたメチルか由
来のシグナルは特異的ではあるものの極め
て微弱であるため、修飾部位の同定までは未
だ至っていない。今後はタグの種類を変える、
truncated mutants を用いて感度を挙げる方策
を講じる必要がある。一方、GFER について
は PRMT1 および 3 についてシグナルが認め
られた。GFER については各種変異体を作製
し解析したところ、7 番目のアルギニン残基
が PRMT1 によって修飾を受けることが明ら
かになった。次にメチル化ペプチド
（GFER-R7ADMA）を抗原としてメチル化型
GFER を認識するポリクローナル抗体を作成
した。得られた抗体を用いて解析したところ、
細胞内におけるGFERは大部分がミトコンド
リアの膜間腔に局在するが、メチル化型
GFER は細胞質に存在することが明らかにな
った。今後はメチル化型 GFERの細胞質局在
が DRP1の局在・活性にどのように影響する
かを解析する。 
 
（３）メチオニン代謝制御によるミトコンド
リア形態制御と代謝活性について 
 
最近の研究から、メチル基転移反応は細胞内
のメチオニン代謝動態によって大きく影響
することが分かってきた。そのなか我々はス
トレスによって産出された COガスがメチオ
ニン代謝中の酵素 CBS の酵素活性を
modulateすることでメチル基転移反応を活性
化することを報告した（Yamamoto T., et al., 
2011; Shintani, T., Yamamoto, T., et al., 2009）。
本研究では、環境要因・栄養因子によるメチ
オニン代謝変動が DRP1の発現状態・修飾動
態に影響を与え、ミトコンドリア機能に影響
を与える可能性を検証するため、メチオニン
およびコリンを欠乏させた培地を作製し、こ

れをもちいて、各種培養細胞を培養したとこ
ろ、上記欠乏培地での培養下において、メチ
オニン代謝のリモデリングが起き、DRP1 自
体の発現レベルが低下し、ミトコンドリアの
断片化が抑えられることが明らかとなった。 
 
（４）マクロファージ分化系におけるミトコ
ンドリアの形態変化と糖代謝制御 
 
炎症担当細胞であるマクロファージはその
機能の違いによって幾つかのサブタイプに
分類されており、それぞれのタイプにおいて
代謝特性が異なる。腹腔マクロファージ分化
系を用いた実験から、炎症性マクロファージ
(M1 型)は解糖系が活性化している事は既知
の事実であるが、タンパク質の発現解析の結
果、M1型において、DRP1のタンパク発現量
が増加し、ミトコンドリアの断片化が起こる
ことを発見した。その際、メチオニン代謝に
関わる酵素群の発現パターンに変化が生じ、
それに起因して最近我々が発見した解糖系
酵素 PFKFB3のメチル化修飾（Yamamoto T. et 
al., Nat. Commun., 2014）がM1型において活
性化しており、解糖系の亢進とミトコンドリ
アの断片化が協調して起こることが示され
た。さらに安定同位体標識グルコースを用い
た flux解析から、ミトコンドリアが断片化し
た M1マクロファージでは、取り込まれるグ
ルコースが増加し解糖系が亢進する一方、
TCA には入らず乳酸産生に使われることが
明らかとなった。 
 
以上の結果から、メチオニン代謝を介したミ
トコンドリア形態制御を通じて、細胞全体の
エネルギー代謝を調節する機構の存在を示
した。しかしながら、ミトコンドリア形態制
御の直接の作用点の同定に関しては未だ未
解決であり、今後、メチル化修飾によりミト
コンドリア分裂因子の活性調節など詳細な
解析が必要である。 
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