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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは独自の遺伝情報（ゲノム）を有しているが、酸化ストレスによる変異を蓄
積し、難治疾患であるミトコンドリア病や老化を引き起こすと考えられている。本研究では、ミトコンドリアゲノムに
コードされた遺伝子を核へ移管し、発現することを目的とした。具体的には、①ミトコンドリア遺伝子を核遺伝子化す
るためのコドン改変、②細胞質リボソームによるタンパク質合成効率を上げるためのコドン最適化、③プレ配列付加に
よるミトコンドリア標的化、を目指した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria possess their own genome whose oxidative stress-induced mutations 
are thought to cause intractable disorders such as mitochondrial disease and aging. In this study, we 
aimed to transfer genes from mitochondria to the nucleus and express them. Particularly, we sought to (1) 
change codon usage for nuclear genes, (2) optimize codon usage for efficient protein synthesis via 
cytosolic ribosomes, and (3) target synthesized polypeptides to mitochondria by adding a presequence.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 ミトコンドリアは生体内の ATP のほとん
どを産生する「細胞の発電所」であり、生命
の生と死を司る細胞小器官である。その構成
タンパク質のほとんどは核遺伝子によって
コードされている一方、独自のゲノムを持ち、
電子伝達系・ATP 合成酵素サブユニットの一
部を発現する。ミトコンドリアゲノムの適切
な維持管理は細胞機能に必須であるにもか
かわらず、高頻度でゲノムに変異が蓄積し、
呼吸不全を原因とした様々な病態を発症す
ることが知られている。これは、ミトコンド
リアが活性酸素種の主要な発生源であり、ゲ
ノムの酸化損傷を直接被る危険性が高いた
めである。また、核ゲノムの様々な修復機構
に相当するような仕組みもない。ミトコンド
リア病は変異ミトコンドリア DNA の蓄積が
原因で発症する難治疾患であるが、肝心の治
療に繋がる技術基盤についての本格的研究
は、ほとんど行われていないのが現状である。 
 
 核遺伝子にコードされたタンパク質のミ
トコンドリア標的化・最終目的地への仕分け
は、酵母からヒトまで保存された普遍的な機
構である。しかし、①哺乳類細胞の核ゲノム
を自由自在に改変することは未だに容易で
はない。また、②哺乳類細胞ではミトコンド
リア呼吸不全は死に直結するが、別の理由で
起こった細胞死と区別することができない
ため、ゲノム改変の評価が困難である。さら
に、③改変個体の構造と機能を解析するには、
ミトコンドリア・ゲノムレス細胞からマウス
を作製する必要があるが、これにはさらなる
労力と技術革新が不可欠であり、２〜３年と
いう短期間では達成できない。 
 
 私たちの研究グループは、出芽酵母をモデ
ルとした細胞機能改変・解析システムを確立
している。これらのシステムには、哺乳類培
養細胞系よりも遥かに優れた点が数多くあ
る。とりわけ、①酵母の核ゲノムに対し、目
的の遺伝子発現カセットをピンポイントで
組み込むことが可能であり、作業完了まで約
２週間しかかからない。核移行が必要な呼吸
鎖関連遺伝子の数も、哺乳類細胞では１３個
なのに対し、酵母では７個と少ない。また、
②発酵性培地における酵母細胞の増殖・生存
にミトコンドリア呼吸は必須ではなく、ゲノ
ム改変に不都合があれば、それを呼吸欠損株
として評価することができる。さらに、③酵
母は単細胞の真核生物であるが、完成した一
つの「個体」でもあり、文字通り in vivo に
おける分子機構・生理機能を解析できる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 ミトコンドリアの生合成は、酵母からヒト
まで保存された普遍的な機構である。本研究

では、出芽酵母のミトコンドリアゲノムにコ
ードされた呼吸鎖関連の遺伝子を核内の染
色体へ組み込み、細胞質で合成したタンパク
質をミトコンドリアへ輸送するシステムを
構築して、ミトコンドリアゲノムを持たずに
呼吸増殖する「ミトコンドリア・ゲノムレス
細胞」の創成を目指す。 
 
 ミトコンドリア病は、主にミトコンドリア
DNA の変異が原因になって、細胞機能に必
要なエネルギー供給が行えなくなることに
より起こる。脳・骨格筋・心筋で機能不全が
生じることが多い。我が国だけでも数万〜数
百万人が苦しんでいると推定されている、根
治法のない特定疾患（難病）であり、対症療
法に頼らざるを得ない状況である。本研究で
は、この難病の根源であるミトコンドリア遺
伝子の核遺伝子化を「戦略目標」とし、正常
タンパク質のミトコンドリアへの入れ戻し
による呼吸活性の改善を「実行戦術」として、
このミッションを展開してゆく。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)平成 25 年度においては、人工遺伝子合成
によるクローニングについて、検討と改良を
計画した。 
 
(2)平成 26 年度においては、人工合成遺伝子
の酵母発現ベクターへのクローニング、タン
パク質の翻訳、ミトコンドリア標的化につい
て、検討と改良を計画した。 
 
(3)平成 27 年度においては、核遺伝子化した
ミトコンドリアタンパク質の標的化とミト
コンドリア内膜への組込みについて、検討と
改良を計画した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)人工合成によって作製する予定であった
遺伝子に繰り返し配列が多く存在し、また酵
母のミトコンドリア DNA の塩基組成は A-T
に富んでいるために、遺伝子 DNA 配列の組
成が極端に偏る領域があり、その部分の合成
は困難であると考えられる。とりわけ、数百
塩基対を超えるような長鎖の DNA は合成効
率が落ちる傾向が知られている。一方、コド
ンの読み取り、すなわち翻訳効率は塩基配列
の違いによっても影響を受ける。また、ミト
コンドリアと細胞質の転写・翻訳系のコド
ン・プリファレンスはかなり異なる。人工合
成した遺伝子は細胞質マシナリーで発現す
るため、翻訳効率を最大にするような改変も
必要ではないかと考えた。そこで、出芽酵母
における既存のコドン・プリファレンス表を
参考にして、塩基配列の繰り返しや塩基組成
の偏りを避けつつ、可能な範囲での最適化を



目指した。さらに、目的の遺伝子産物は複数
の膜貫通ドメインをもつ疎水性の高いタン
パク質である。細胞質で翻訳されたポリペプ
チドは親水性環境に置かれており、ミトコ 
ンドリアの外膜と内膜を透過する際のタン
パク質輸送チャネルの内側もまた、親水性の
表面でできている。そこで、親水性環境を介
したミトコンドリアへの輸送が阻害される
ことなく、かつ最終目的地であるミトコンド
リア内膜へ正常に組み込まれるよう、膜貫通
ドメインのアミノ酸組成にも着目した。 
 
(2) 核ゲノムコード型に改変する遺伝子の
転写・翻訳に大きな問題はなくても、合成さ
れたタンパク質のミトコンドリアへの移行
が想定よりも障壁であることが考えられる。
第一に、ミトコンドリア標的化シグナルとし
て機能する N 末端のプレ配列（マトリックス
へ輸送された後に切断・除去される）と目的
タンパク質のマッチングが重要である可能
性が高い。具体的には、プレ配列の長さと切
断効率の最適化が必要である。その理由とし
ては、目的タンパク質が複数の膜貫通ドメイ
ンをもつ疎水性の高いポリペプチド鎖から
成ることが考えられる。第二に、ミトコンド
リアでの膜透過を促すための、膜貫通ドメイ
ンの疎水性低下により、ミトコンドリア内膜
への組込み・複合体へのアセンブリが阻害さ
れる可能性がある。そこで、置換するアミノ
酸の種類を変えること、膜貫通ドメインの長
さを微調整することで、タンパク質輸送チャ
ネルでの膜透過性と内膜への組込みの双方
を改善できるのではないかと考える。 
 
(3) 核遺伝子化したタンパク質の発現レベ
ルが、ミトコンドリアゲノム由来のタンパク
質のレベルより低い場合、この原因として、
疎水性の膜貫通ドメインが親水性の膜透過
チャネルを効率よく通過できないこと、マト
リックスへの輸送後の内膜への組込みが予
想よりも難しいことが想定された。 
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