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研究成果の概要（和文）：本研究では、胎盤細胞におけるエンドソーム-ミトコンドリア間の接触による新規コ
レステロール輸送の分子機構解明を目指した。その結果，後期エンドソームとミトコンドリアとの間で20nmほど
の距離で緊密に接近し，数本の柱状の構造体でこの距離を保ち支えているいることを3D免疫電顕法によって明ら
かにした。この距離を保つ役割を持つ柱状の構造体は，妊娠維持ホルモンの産生に必要なMLN64を欠くと失われ
ることから，エンドソームとミトコンドリアの距離維持が妊娠維持ホルモン産生に重要な役割を果たしているこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, I analyzed the molecular mechanism of a novel cholesterol 
trafficking to communicate across the organelle membrane between endosomes and mitochondria in the 
placental cells. As a result, I used immuno-electron tomography to analyze 3D structures of 
approximately 20-nm distance of the late endosome-mitochondria contact sites, and identified 
filamentous structures, tethers, that connected between the late endosomes and mitochondria. The 
tethers connected with the late endosomes and mitochondria were specifically gone in the MLN64 
knockdown cells. My results suggest that ultra-structural features of MLN64-dependent membrane 
contacts contribute the production of progesterone in the placental cells.

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，妊娠維持ホルモン産生に関連するコレステロール輸送の分子機構解明を目的とした。得られた本研究
の結果は，胎盤細胞におけるステロイドホルモン産生の分子機構の一端が解明された。胎児の安定的成長を促す
謎の多い胎盤機能の新たな提示ができたと考えており，波及効果が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
胎盤は、私たちが新生児として生まれる前の約９ヶ月間、プロゲステロンや栄養素などを送り届
ける極めて重要な役割を果たす臓器であり、子宮内での胎児の成長を支える。ところが胎盤は、
最も未解明の機能の多い臓器としても知られる。例えば、胎盤細胞でどのようにしてプロゲステ
ロンは大量に産生されるのか、そのプロゲステロンは何に作用するのかなど、不明の部分は多い。 
エンドソームに存在するコレステロールは一般に，プロゲステロンを産生するミトコンドリア
へ拡散によって運ばれると信じられている。しかし、胎盤細胞ではプロゲステロンを大量に産生
することから、拡散ではなく、ミトコンドリアに標的を絞った安定的な細胞種特異的コレステロ
ール輸送機構が存在することが考えられる。さらに、プロゲステロンを大量に産生するためには
コレステロールがその相応量必要であることから、如何に LDL を効率良く安定的に取り込むの
かといったことに関しても殆ど分かっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、胎盤細胞におけるエンドソーム-ミトコンドリア間の接触による新規コレステロー
ル輸送の分子機構解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 

(a)電子線 3Dトモグラムによる MLN64 が存在するエンドソーム-ミトコンドリア間の接触領域の

微細構造解析。 

(b)エンドソーム〜ミトコンドリア間強制接触系の構築とその解析。 

(c)MLN64 リン酸化変異体を用いた機能解析。 

(d)蛍光標識 LDL やその受容体の物質輸送と細胞内分布解析。 

(e)単離エンドソームとミトコンドリアを用いた接触系の構築と解析。 
 
４．研究成果 

(a)電子線 3Dトモグラムによる MLN64 が存在するエンドソーム-ミトコンドリア間の接触領域の

微細構造解析 

後期エンドソームとミトコンドリアとの間の接近とその構造の詳細を明らかにする目的で，胎

盤由来の JEG3 培養細胞を用いて免疫染色後に 3D 電顕をする新規の方法の考案に取り組み，実

際に観察した。すると，およそ 20nm の極めて接近した距離で Lamp1 標識後期エンドソームとミ

トコンドリアが接して存在していたことを立体的に観察できた。しかも，この近接した領域の空

間を極めて細い柱様の構造体がいくつも直立していたことも判明し，この柱様の構造体が両オ

ルガネラの距離を保つことが示唆された。MLN64 をノックダウンし発現抑制された JEG3 細胞で

は，100nm ほどに両オルガネラの距離が離れ

てしまい，柱様の構造体がほとんど観察でき

なかった。一方，コレステロール輸送の阻害

剤である U18666A を処理した JEG3 細胞では，

両オルガネラ間の距離がおよそ 300nm 以上に

広がることから，MLN64 は後期エンドソーム

とミトコンドリアの間の距離維持に重要とい

うよりはむしろ，柱様の構造体形成に重要で

あるという結論に達した。この結果は，近年

多く報告されているオルガネラ接触の新たな

メカニズムを提唱できると考えている。  

(b)エンドソーム〜ミトコンドリア間強制接触系の構築とその解析 

後期エンドソームとミトコンドリアの距離を接近させた場合の構造やステロイドホルモン産生

等の機能的特徴を明らかにする目的で，エンドソーム局在化シグナルを持つ配列とミトコンド

リア移行シグナルを持つ配列を融合し，JEG3 培養細胞に一過的に発現させた。結果，後期エン

ミトコンドリア

エンドソーム

図： 電子線ト モグラ
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電顕画像。 金粒子 

（ 短矢印） で標識さ れ

たエンド ソ ームと ミ ト

コ ンド リ アの接近を 

示す。



ドソームとミトコンドリアとの接近部分に発現タンパク質が多く見られることを免疫電子顕微

鏡解析によって明らかにした。しかし，肥大化した後期エンドソーム内腔にミトコンドリアが取

り込まれる像も多数認められ，過剰な接近によりミトコンドリアがミクロオートファジー様の

取り込みが生じたと考えられた。今後，融合タンパク質作製の際に，両配列を繋ぐリンカー部分

の長さを調節するなどの工夫をして行く予定である。 

(c)MLN64 リン酸化変異体を用いた機能解析 

エンドソームにおける MLN64 の機能を詳細に明らかにする目的で，MLN64 の細胞質部分に存在す

る４箇所のリン酸化予想部位の変異導入を行った。この変異 MLN64 を MLN64 安定発現抑制 JEG3

培養細胞に発現させると，エンドソームとは異なる局在を示した。現在，この局在についてさら

なる解析を行っている。 

(d)蛍光標識 LDL やその受容体の物質輸送と細胞内分布解析 

MLN64 は，コレステロールと結合しその輸送を制御するタンパク質である。そこで，外界の LDL

の取り込みとリソソームへの輸送を明らかにする目的で，MLN64 安定発現抑制 JEG3 培養細胞を

用いて蛍光標識 LDL の取り込み実験を行ったところ，取り込みがほとんど見られないことがわ

かった。これは，生化学的な解析からでも証明された。LDL 受容体は細胞表面にほとんど発現し

ていないことも判明した。現在，LDL 受容体がどこに存在しているのか，解析を進めている。 

(e)単離エンドソームとミトコンドリアを用いた接触系の構築と解析 

エンドソームとミトコンドリアの接触とそれを介したコレステロール輸送の分子メカニズムを

明らかにする目的で，まずエンドソームの単離を試みた。ショ糖密度勾配遠心法によって，内在

性 MLN64 の存在するエンドソームを immuno-isolation 法にて単離した。驚いたことに，MLN64

を含むエンドソームのほとんどが初期エンドソームの特徴を有しており，後期エンドソームタ

ンパク質の存在はわずかであった。今後，ミトコンドリアの単離を進めるとともに，なぜ後期エ

ンドソームには内在性 MLN64 がほとんど存在しないのかについても解析する。 
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