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研究成果の概要（和文）：私達は食事から得られるエネルギーを使うことで運動や体内の機能調節 (例えば体温維持) 
しているので、このエネルギー代謝の制御システムが破綻すると様々な失調を来す。効率の良いエネルギー代謝活性の
新規測定法を用いてエネルギー代謝制御に関わる新しい因子を探索した。その因子は飢餓状態になると細胞内で増加す
ることに加えて、エネルギー産生に関わる酵素の活性を高めることが明らかになった。今後はがんや糖尿病のようなエ
ネルギー代謝制御に関与している疾患にこの新規因子がどのように影響しているのかを調べて、これら疾患の予防や治
療に対する新たな知見が得られるように研究を進めていく。

研究成果の概要（英文）：It is important for us to regulate accurately biological energy metabolism 
because of its demand for usual action, thermoregulation and so on. We developed and utilize a screening 
assay for novel energy metabolic regulators. As a result, it was discovered that the new factor is 
increased during deprivation of energy and activates the enzyme for energy production. In future, we aim 
to analyze how the new factor relate to the metabolic disorders which is such as diabetes in order to 
help prevent and cure those.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： エネルギー代謝制御
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１．研究開始当初の背景 
 近年、生活習慣病に対する関心が深まる中
で、食事で得られたエネルギーがどのような
代謝を経て生命エネルギーに変換されてい
くかは基礎研究において重要な課題である。
また、がんなど様々な疾患において活性酸素
種が細胞、特にゲノムに損傷を与えることが
その疾病の一因であることから、活性酸素種
を解毒するために抗酸化作用のあるポリフ
ェノールなどが注目されている。この活性酸
素種の最大の発生源は細胞内小器官の1つミ
トコンドリアである。ミトコンドリアは私達
の生命エネルギー本体である ATP の 90%以上
を合成する生命エネルギーの工場である。 
 つまり、私達の健康への関心事は生命エネ
ルギー代謝がどのようになされているかが
深く関わっている。 
 生命エネルギーATPは 1日に約 60 kg も合成
されることから、ATP はただひたすら合成さ
れるものであって、代謝制御などあるものだ
ろうか?という疑問があるかもしれない。し
かし、ミトコンドリアの呼吸による ATP 合成
は電子伝達系と呼ばれる複雑な反応過程が
常にスムーズに作動することで膜電位を発
生させ、この電気エネルギーを用いることで
ATP 合成している。従って、酸素などこの反
応系に必要なものが不足するとたちどころ
に機能しなくなる。さらに悪いことには、こ
の膜電位が消失してしまうとATP合成酵素は
ATP の合成とは逆に ATP を加水分解してしま
うのである。 
 上記のことを考えてみても ATP 合成制御が
精緻になされていることが想像される。しか
し、ATP 合成反応の制御機構は特に高等生物
において、ほとんどわかっていないのである。
このような状況の一因にATP合成活性を測定
することが困難であることが挙げられる。つ
まり、簡単に測定できない反応の制御機構を
調べることは簡単ではないということであ
る。 
 そこで私はヒト培養細胞を用いた簡便な
ATP 合成酵素の活性測定法を開発した (MASC
アッセイ)。この方法は、96 ウェルプレート
に細胞を培養して、数回の反応液の交換を行
った後、新しく合成される ATP をルシフェラ
ーゼという酵素を用いて検出する方法であ
る。従来は複雑な作業過程を経てミトコンド
リアを精製してからATP合成活性を測定して
いたが、プレート上で簡単に測定できること
から、様々なスクリーニング実験に応用でき
ることから、上述したような問題を解決する
強力な手法であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 MASC アッセイ法を利用して、ヒト培養細胞
のATP合成活性を制御する新しい因子をスク
リーニングすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 まず、MASC アッセイ法についてである。始

めにヒト培養細胞を接着培養させた 96 ウェ
ルプレートを PBS(-)バッファーで洗浄する。
次に、低温下でストレプトリシン Oと呼ばれ
る蛋白質をプレートに加えて細胞膜に結合
させる。細胞膜に結合しなかった蛋白質を洗
い流した後に 37℃に温度を上げると、ストレ
プトリシンOの複合体が細胞膜に穴を空ける
ので、これを利用して細胞質成分を洗い流す。
この穴は 20 nm 程度なので細胞小器官など
はほとんど細胞内にとどまる。最後に、呼吸
に必要な基質・ADP・ルシフェリン・ルシフ
ェラーゼを添加してATP合成反応を開始させ、
ルミノメーターという測定器で発光を検出
する。 
 ATP 合成酵素の活性に関与する因子をスク
リーニングする方法は、ミトコンドリアに局
在する蛋白質の発現を RNAi で抑制したとき
の ATP 合成活性を MASC アッセイ法で測定す
ることで実施した。ミトコンドリアに局在す
る蛋白質はミトカルタと呼ばれるデータベ
ースによると 1098 個である。その内、機能
的によく調べられていない蛋白質が150個ほ
ど存在したので、この蛋白質をコードする遺
伝子配列を元にこれらの mRNA に対する
microRNA を発現するプラスミドベクターラ
イブラリーを構築した。 
 この microRNA 発現ライブラリー プラスミ
ドをヒト培養細胞に遺伝子導入して、遺伝子
発現を抑制されたことが見込まれるヒト培
養細胞の ATP 合成活性を MASC アッセイで測
定した。 
 
４．研究成果 
 145 種類の遺伝子に対する microRNA 発現ベ
クターを 1遺伝子に対して 2種類ずつ作製し
たライブラリーを構築した。但し、各々の遺
伝子に対する発現抑制効果は確認していな
い。 
 ポリエチレンイミンという陽イオン性ポリ
マーを利用してライブラリープラスミド DNA
を子宮頸がん由来のヒト細胞に導入した。導
入の翌日からブラストサイジンという抗生
物質を用いてプラスミドが導入された細胞
だけが生育する条件で培養した。事前の条件
検討では、ATP 合成酵素の必須サブユニット
に対するmicroRNA発現プラスミドを用いた。
その結果、プラスミド DNA の導入 48 時間後
に再度遺伝子導入して、さらに 48 時間、合
計 96 時間培養することで十分な発現抑制効
果と ATP 合成活性の低下を確認したので、実
際のスクリーニングの条件もこれに従って
行った。 
 スクリーニングの結果、145 遺伝子の中から
6 遺伝子の発現を抑制することで ATP 合成活
性に影響する事がわかった。6 遺伝子の中で
5 遺伝子は発現抑制すると ATP 合成活性を低
下させ、残り 1遺伝子は逆に ATP 合成活性が
上昇した。 
 上述した一次スクリーニングの結果を確認
するために、6 遺伝子を安定的に発現抑制す



るヒト細胞を作製した。安定発現抑制細胞の
作製はレトロウイルスを用いたゲノムへの
遺伝子導入法を用いて、抗生物質による薬剤
選択により行った。 

 
このようにして作製した安定発現抑制細胞
の ATP 合成活性を再度測定したところ、6 遺
伝子中 3 遺伝子について再現性が得られた。
この 3 遺伝子はいずれも発現抑制すると ATP
合成活性を低下させた。 
 再現性を認めた 3 遺伝子の安定発現抑制細
胞についてATP合成酵素を含む呼吸鎖複合体
への影響を見るため、非変性ゲル電気泳動法
でこれら複合体を分離し免疫ブロッティン
グ法で検出した。その結果、3 遺伝子中 1 遺
伝子はATP合成酵素の複合体が消失している
ことがわかった。この遺伝子はスクリーニン
グライブラリーの番号から pFJ8061 と呼ん
でいる。 
 次に、遺伝子 pFJ8061 を異所的に発現させ
て、ミトコ ンドリアに局在していることを
確認した。pFJ8061 の安定発現抑制細胞は、
ATP 合成酵素量を減弱させるが、呼吸鎖複合
体へは影響しないこともわかった。ATP 合成
酵素を構成する蛋白質やそれをコードする
mRNA の発現量を解析した結果、pFJ8061 遺伝
子はATP合成酵素を構成する各サブユニット
の発現・翻訳へは影響しなかった。一般的に
ATP 合成酵素複合体の組み立てに必要な因子
を欠損させるとサブ複合体が観察される。し
かしpFJ8061の安定発現抑制細胞では組み立
て過程で見られる幾つかのサブ複合体は一
切認められなかったので、pFJ8061 が組み立
ての初期段階に関与している可能性が考え
られる。 
 また pFJ8061 遺伝子自身の発現制御につい
て調べた。ヒト培養細胞に対してグルコース
枯渇させると、有意に pFJ8061 遺伝子の発現
が亢進した。このことは細胞内のエネルギー
状態を感知してpFJ8061の発現量が制御され、
pFJ8061蛋白質はFoF1複合体のアセンブリに
重要な役割を担っていると推測された。但し、
pFJ8061 を異所的に過剰発現しても ATP 合成
酵素複合体の量が増加しなかったことから
pFJ8061単独では ATP合成酵素複合体量を増
加することができず、ATP 合成酵素の各サブ
ユニットの発現誘導やミトコンドリア全体
の生合成や複合体組み立てに関する因子と
協調的に働くことが必要と見られる。 
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