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研究成果の概要（和文）：近年、神経細胞のミトコンドリアが核近傍へ凝集することによるミトコンドリアの分配異常
が、神経変性疾患の病因の一つとして認識されるようになってきた。我々は、プリオンタンパク質が引き起こすミトコ
ンドリア凝集を実験モデルとして、ミトコンドリア凝集には14-3-3zetaが必須であることを明らかにしていた。本研究
では、新たに14-3-3gamma、etaおよびミトコンドリア輸送因子であるTom70がミトコンドリア凝集に関与することを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Abnormal mitochondrial distribution and aggregation at perinuclear region in 
neuronal cells became to be recognized as one of the cause of neurodegenerative disease. We previously 
reported that deletion mutants of prion protein localize to
mitochondria and induce mitochondrial aggregation. In addition, we showed that 14-3-3 zeta is essential 
for mitochondrial aggregation. In this study, we found that 14-3-3 gamma, eta and Tom70 are also involved 
in mitochondrial aggregation evoked by prion protein.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： ミトコンドリア
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは微小管上のモータータン
パク質であるキネシンと結合し核近傍の中
心体から外側へ、ダイニンと結合し外側から
中心体に向かって輸送され、細胞内に均一に
分配されている。特に神経細胞では神経終末
へのミトコンドリア輸送は重要であり、例え
ば我々はミトコンドリア分裂因子 Dynamin 
related Protein 1 (Drp1)のノックアウトマ
ウスでは、巨大なミトコンドリアが神経細胞
の核近傍に凝集し、ミトコンドリアが軸索へ
分配されなくなると、シナプスの形成が低下
し、神経細胞死が起こり、マウス胎児脳で白
質の低形成がみられることを明らかにした。 
近年、ミトコンドリア凝集による神経細胞

死が、神経変性疾患の病因として注目されて
いる。孤発性アルツハイマー病患者の単離繊
維芽細胞では、核近傍へのミトコンドリア凝
集が見られ(Wang et al., Am. J. Phathol. 
2008)、家族性アルツハイマー病の病因とさ
れるアミロイド前駆タンパク質の Swedish 
変異は、核近傍へのミトコンドリア凝集を引
き起こし、その結果軸索へのミトコンドリア
の分配が減少することが報告されている
(Wang et al., PNAS 2008）。また我々の研究
室では、遺伝性プリオン病であるゲルストマ
ン・ストロイスラー・シャインカー病 (GSS)
の Y145STOP 変異によって、通常細胞膜に
局在するプリオンタンパク質(PrP)がミトコ
ンドリアにミスターゲティングし、それによ
りミトコンドリアが核近傍へ凝集し、神経細
胞死が引き起こされることを明らかにした
（Hachiya et al., BBRC2005）。 
このような背景から、ミトコンドリアの核

近傍への凝集メカニズムを明らかにするこ
とは、これら神経変性疾患の病態解明の手掛
かりとなると考えられた。そこで我々はミト
コンドリア凝集に関して、ヒトプリオンタン
パク質の Y145STOP に相当するマウス
PrP(1-143)、および PrP(1-139)が引き起こす
ミトコンドリア凝集を実験モデルとして、以
下のことを明らかにしていた。 

 
(1) 核近傍へのミトコンドリア凝集は微小管
依存的である 
ミトコンドリア凝集は核近傍に形成され

ることから、微小管を介したミトコンドリア
輸送のバランスが、ダイニン側に傾くことで
ミトコンドリアが凝集したのではないかと
考えられた。そこで微小管脱重合剤であるノ
コダゾールの効果の検討を行ったところ、核
近傍に凝集したミトコンドリアが、ノコダゾ
ール処理によって細胞内に分散することを
明らかにした。 

 
(2) 14-3-3はミトコンドリア凝集の必須因子
である 

14-3-3 タンパク質は酵母から動物に至る
まで高度に保存され、動物では 7 つのアイソ
フォームが存在しており多種の標的タンパ

ク質と結合し、細胞の増殖、細胞周期、細胞
内シグナル伝達など多様な細胞内での事象
を調節している。特に、14-3-3は神経変性疾
患の凝集体の構成成分として検出されるこ
とから、凝集体形成に関わるのではないかと
示唆されていた。これを踏まえ我々は、
14-3-3の siRNA によってミトコンドリア
凝集が阻害されること、通常細胞質に局在す
る 14-3-3が、ミトコンドリア凝集時にミト
コンドリアへ局在することを明らかにした。
さらに、我々は 14-3-3は、ミトコンドリア
のキネシン輸送に関わる Mitochondrial 
RhoGTPase 1 (Miro1)と結合することを明ら
かにした。 

 
２．研究の目的 
ミトコンドリアが核近傍へ凝集する現象

は、神経変性疾患以外にも虚血時に神経細胞
で核近傍へミトコンドリアが凝集し活性酸
素を発生させ、それがシグナルとなり核に伝
わり細胞死を誘導すること（Al-Mehdi et al., 
Sci. Signal. 2012）、さらにミトコンドリアは
細胞内免疫にも関与しているが、B 型肝炎ウ
ィルス感染によってミトコンドリアが凝集
してしまい細胞免疫機能が低下すること
(Kim et al., J. Virol. 2006)などが知られてい
る。しかしながら、そのメカニズムは不明な
点が多く、現在のところ応募者らが同定して
いる 14-3-3が唯一のミトコンドリア凝集に
関わる因子である。 
そこで本研究は(1)Miro1 と相互作用する

-Aminobutyric acid receptor interacting 
factor (GRIF1)のミトコンドリア凝集への関
与の検討、 (2)14-3-3以外のミトコンドリア
凝集に関与する因子の探索を行い、ミトコン
ドリアの凝集メカニズムを明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)GRIF1 がミトコンドリア凝集に与える影
響の解析 
EGFP-PrP1-139 発現ベクターとともに、

pcDNA3.1 もしくは N 末端に HA タグを付加し
た GRIF1 発現ベクターをマウス神経芽腫由
来 N2a 細胞にトランスフェクトした。48 時
間後、蛍光顕微鏡による観察を行い、GRIF1
の発現確認、および約 100 個の細胞について
ミトコンドリア凝集の有無のカウントを行
った。 
 
(2)14-3-3ζ以外の因子群の探索 
候補因子に対する siRNA を N2a 細胞にトラ

ンスフェクションした。24 時間後、
EGFP-PrP1-139 発現ベクターを、siRNA と共
に N2a 細胞にトランスフェクションした。48 
時間後、蛍光顕微鏡によるミトコンドリア凝
集の観察を行った。 
 
４．研究成果 
(1) GRIF1 がミトコンドリア凝集に与える影



響の解析 
14-3-3と Miro1 の複合体には、GRIF1 が含

まれていないことを明らかにしていた。そこ
で、14-3-3は GRIF1 と競合的に Miro1 と結
合し、Miro1 とキネシンの結合を阻害するこ
とで、ミトコンドリア輸送をダイニン側に傾
け、核近傍にミトコンドリアが核近傍に凝集
すると考えられた。これを明らかにするため、
GRIF1 を過剰発現させ、ミトコンドリア凝集
が低下するか否か解析を行った。 
EGFP-PrP1-139 と pcDNA3.1 もしくは HA タ

グを N末端に付加した GRIF1 の発現プラスミ
ドを N2a 細胞にトランスフェクションした。
しかし、ほとんどの細胞で HA-GRIF1 の発現
が見られなかった。そのため、HA-GRIF1 の発
現が確認できた細胞のみを選択し解析を進
めた。その結果、pcDNA3.1 をトランスフェク
ションしたコントロール細胞群では 58%の細
胞でミトコンドリアが凝集していたのに対
して、HA-GRIF1 をトランスフェクションし発
現が確認できた細胞群では 39%の細胞のミト
コンドリアが凝集していた。HA-GRIF1 の発現
により、ミトコンドリア凝集の低下が見られ
た。この結果より GRIF1 のミトコンドリア凝
集への関与が示唆されるが、全体的に
HA-GRIF1 発現量が低く、トランスフェクショ
ン法や、発現ベクターの改善が必要である。 
 
(2)14-3-3以外のミトコンドリア凝集に関与
する因子の探索 
14-3-3ζ以外の因子群の探索として、まず
ζ以外の 14-3-3 アイソフォームの関与を検
討した。神経芽細胞腫由来 N2a 細胞に 14-3-3
β、γ、ε、η、θの siRNA をトランスフェ
クションし、その後 EGFP-PrP1-139 を発現さ
せた。蛍光顕微鏡でミトコンドリア凝集を観
察した結果、14-3-3γとηをノックダウンし
た時に、ミトコンドリア凝集が観察されなか
った。また 14-3-3γとηをノックダウンした
時は、EGFP-PrP1-139 のミトコンドリアへの
局在が阻害されていた。14-3-3γとηはプリ
オンタンパク質のミトコンドリア輸入に関
与し、ミトコンドリアを凝集させることがわ
かった。 
我々はさらに、プリオンタンパク質のミト
コンドリア輸入とミトコンドリア凝集につ
いて解析を進めた。ミトコンドリアタンパク
質の輸入には、ミトコンドリア外膜に存在す
る Tom 複合体が関与している。そこで、プリ
オンタンパク質の輸入にはTom複合体が関与
するか検討を行った。Tom 複合体を構成する
成分のうち、受容体として機能する Tom20、
22、70 と、膜透過装置に機能する Tom40 の
siRNAをN2a細胞にトランスフェクションし、
EGFP-PrP1-139 を発現させた。その結果、
Tom70 の siRNA をトランスフェクションした
ときのみ、EGFP-PrP1-139 のミトコンドリア
局在は阻害され、さらにミトコンドリア凝集
も阻害されていた。 
本研究により 14-3-3γ、ηおよび Tom70、

これら因子群によりプリオンタンパク質が
ミトコンドリアへ輸入され、ミトコンドリア
凝集を引き起こすことが明らかになった。 
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