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研究成果の概要（和文）：３つの基本プロジェクト（１）ミトコンドリア DNA 維持機構の基礎研

究、（２）ミトコンドリアDNA検査診断システム、（３）体細胞ミトコンドリアDNA解析を融合さ

せ、体系的なミトコンドリア DNA検査診断システムを構築し、大学内外からの検査依頼の応じら

れるようになった。マウスを用いて、ミトコンドリア DNA の保護が自然老化の進行を抑制でき

ることを示した。さらに九州大学の「久山町コホート研究」で集められた約３千例の DNA サン

プルのミトコンドリア DNA 配列を決定し、糖尿病発症との関連を解析している。 
 
研究成果の概要（英文）：The following three projects are integrated for further 
understanding of mitochondrial disease and for construction of its diagnostic system: 
(1) molecular mechanism of maintenance of mitochondrial DNA (mtDNA), (2) molecular 
diagnosis of mitochondrial disease, and (3) mtDNA analysis of somatic cells. Now we accept 
genetic tests of mitochondrial disease from all over Japan. During this period, we have 
shown that maintenance of mtDNA can delay natural aging process in TFAM-expressing 
transgenic mice. The mtDNA analysis of somatic cells is on going. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) はじめに： ミトコンドリア DNA は

ATPを合成する電子伝達系サブユニットを

コードし、細胞が正常な機能を保って生存

するために必須のゲノムである。ミトコン

ドリアは細胞内最大の活性酸素発生部位
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であり、そこに存在するミトコンドリア

DNAは非常に強い酸化障害を受ける環境下

にある。DNA 修復系が限られていることも

あいまって、ミトコンドリア DNA は核 DNA

に比べ約 100 倍高い変異率を示すことが

実証されている。核 DNA とは異なり、ミト

コンドリア DNA は分裂を終えた終末分化

細胞（神経細胞や心筋細胞など）でも DNA

複製が継続している。そのため、ミトコン

ドリア DNA 障害（あるいは変異）が加齢に

伴って体細胞に蓄積し、パーキンソン病な

どの神経変性疾患や心血管系の異常、糖尿

病、癌などのいわゆる common disease の

発症と進展、さらには全般的な個体の老化

にも重要な役割を果たしているとの概念

が徐々に認められつつある。  

(2) 国内・国外の研究動向及び位置づけ： 

これまで、ミトコンドリア DNA 異常は、稀

な疾患である先天性のミトコンドリア脳

筋症の原因としてしか考えられてこなか

った。つまり、生殖細胞系列におけるミト

コンドリア DNA の変異にほとんどの研究

が集中されて来た。しかし、近年ようやく

体細胞のミトコンドリア DNA 異常の重要

性に多くの研究者が注目し始めている。申

請者は世界に先駆けて体細胞ミトコンド

リア DNA の維持の重要性に着目し、その維

持機構と疾患との関連について研究を続

けてきた。  

(3) 経緯： 申請者は、ミトコンドリアで

の活性酸素産生の研究から、体細胞ミトコ

ンドリア DNA 酸化障害の修復の重要性に

ついて着想するに至り、酸化障害 DNA の修

復系としての塩基除去修復系がミトコン

ドリアに存在することを遺伝子、蛋白質、

活性の全ての面から初めて証明し,その神

経疾患、心疾患、癌との病態との関連につ

いても報告してきた。 

そのようなミトコンドリアDNA維持

機構研究過程で、申請者は、転写因子とし

て微量にしか存在しないと思われていた

ミトコンドリア転写因子Ａ（TFAM）が過去

の報告より100倍多く存在することを見出

し、従来、裸に近いと考えられていたヒト

ミトコンドリアDNAを覆うヒストン様蛋白

質として機能していることを見出した。こ

のことから、TFAMがミトコンドリアDNAの

ヌクレオソーム様構造（ヌクレオイド）を

形成しているとの新概念を提唱している。 

このヌクレオイド構造の維持はミトコ

ンドリアDNA維持に決定的に重要であること

も RNAi を用いた実験で明らかにした。この

ことから、TFAM の過剰発現はミトコンドリア

DNA 維持に特異的に働くことが期待されるた

め、TFAM 過剰発現トランスジェーニックマウ

スを作製したところ、心臓に対する心筋梗塞

後酸化ストレスモデルで、野生型の死亡率３

５％に対して、トランスジェーニックマウス

では死亡率が０％という強い抵抗性を示す

結果を得た。さらに、このトランスジェーニ

ックマウスは自然飼育環境においても、形態

的のみならず行動的にも老化変化の進行が

遅い傾向を示しており、疾患と老化の予防に

おいて体細胞ミトコンドリアDNAを守ること

の重要性をはっきり示すことが出来た。この

ような、研究成果から、今後ミトコンドリア

DNA とその維持に関わる遺伝子の検査は、先

天性のミトコンドリア脳筋症の様な稀な疾

患の検査だけでなく、幅広く一般疾患にも重

要であると考えるようになった。 
２．研究の目的 
３つの基本プロジェクト単位を組織し,それ

を有機的につなげるシステムを作り上げるこ

とを目指している。３つの基本プロジェクト

単位とは（１）ミトコンドリア DNA 維持機構

の基礎研究、（２）ミトコンドリア DNA検査診

断システム、（３）体細胞ミトコンドリア DNA

解析である。これまで蓄えてきた基礎的なミ

トコンドリア DNA 維持機構の知見に基づき、

新規の検査システムを開発し、これまで実施

してきたミトコンドリア遺伝子検査に加えた

体系的でかつ網羅的なミトコンドリア DNA 検

査診断システムを構築する。さらにこのシス

テムを用いて患者や地域の検体の解析を行い

臨床診断に役立てると共に、その知見を基礎

的なミトコンドリア DNA 維持機構の解明研究

へとフィードバックさせると言うものである 
 
３．研究の方法 
(１）ミトコンドリア DNA 維持機構の解析 

 (i) ミトコンドリア DNA 転写・複製の in 

vitro 再構成系の確立 

・転写/複製の in vitro 再構成に必要な蛋白

質のタグ付リコンビナント蛋白質を比較的

大量に発現精製する 

・in vitro 再構成系の鋳型としてミトコンド

リア DNA の転写複製制御領域である D-loop

領域をクローニングする。 

・上記を用いて in vitro 再構成系での至的

な RNA、DNA 合成条件を検討する。 

(ii) ミトコンドリア DNA 結合蛋白質の探索 

ミトコンドリア DNA ヌクレオイド構成蛋白

質の LC/MS/MS による同定。現在この系は順

調に稼動しており、同定の継続と確認作業で

ある。 

(iii) TFAM 発現トランスジェーニックマウ



 

 

スの解析 

・自然老化の表現型観察の継続：体重、骨変

形、血液生化学、発癌等を野生型と比較 

（２）検査診断システムの構築および患者検

体の検査 

(i) CVが５％以内のミトコンドリアDNAコピ

ー数のPCR定量系の確立 

そもそもPCRを用いたDNA定量法は、一般的な

臨床化学的検査に比べ定量的な再現性がまだ

満足する段階にあるとは言えないのが現状で

ある。当検査部でも、当初CVが20％にもなり、

時系列の比較に問題となっていた。その原因

となる要因を一つ一つ検討する。 

(ii)ミトコンドリアDNA維持関連蛋白質の遺

伝子配列決定系の確立 

核DNAでコードされるミトコンドリアDNA維持

に必須の蛋白質群（TFAMやDNA polymerase 

gamma等）の異常によっても、当然ミトコンド

リアDNA異常は生じ、ミトコンドリア機能異常

を来たす。実際、核DNA異常が原因のミトコン

ドリア病がいくつか報告されている。これら

蛋白質の遺伝子配列決定系を確立する。これ

ら蛋白質群の軽度機能異常は加齢に伴うミト

コンドリアDNA異常を促進する可能性があり、

コホート研究のためのデータベース作りにも

取り入れる。 

(iii) ミトコンドリア蛋白質に対する抗体の

作製 

ミトコンドリア蛋白質異常確認のため、電子

伝達系サブユニットを含め、ミトコンドリア

蛋白質に対する抗体の作製とそれを用いた免

疫染色系を確立する。 

（３）体細胞ミトコンドリアDNA解析 

九州大学の「久山町コホート研究」の中で集

められたDNAサンプルを用いて、ミトコンド

リアDNAのD-loop領域の配列を決定し、コホ

ート研究での連鎖解析の検討項目の一つと

する。1年に1000サンプル程度の配列決定を

継続する予定。検体提供者の各種の情報を備

えたサンプルがすでに多数集められてある。 

 
４．研究成果 
(１）ミトコンドリア DNA 維持機構の解析 

(i) ミトコンドリア DNA 転写・複製の in 

vitro 再構成系の確立 

転写/複製の in vitro 再構成に必要な、転写

因子（TFAM,TFB）、mitochondrial RNA 

polymerase、DNA polymmerse γのリコンビ

ナント蛋白質を発現精製し、再構成系を構築

した。この再構成系を用いて、mitochondrial 

RNA polymerase が鋳型 DNAがスーパーコイル

構造の時には転写因子非依存性かつ配列非

依存性に RNA 合成ができることを見出し、

mitochondrial RNA polymerase が DNA 複製の

RNA プライマー合成酵素としての役割がある

ことを示した(原著 6)。 

(ii) ミトコンドリア DNA 結合蛋白質の探索 

LC/MS/MS によりミトコンドリア DNA ヌクレ

オイド構成蛋白質のひとつとしてこれまで

ミトコンドリアにあることが報告されてい

なかった ERAL1 を同定した。本研究で ERAL1

が確かにミトコンドリアマトリックスに存

在すること、ミトコンドリアリボソームの適

切な構成に必要であること、その発現抑制が

ミトコンドリア DNA コード蛋白質翻訳を強

く阻害し、細胞増殖も抑制するなど、ミトコ

ンドリア電子伝達系機能の維持に重要な役

割を果たしていることを明らかにした。これ

らの結果はミトコンドリア内における翻訳

とミトコンドリア DNA 転写がミトコンドリ

ア DNA のヌクレオイドという高次構造を足

場に密接に関連していることを示唆するも

のである(原著 22)。 

(iii) TFAM 発現トランスジェーニックマウ

スの解析 

ミトコンドリア DNA 機能の老化への影響を

解析するために、TFAM 発現トランスジェー

ニックマウスの自然老化を観察した。老化の

マーカーとして、記憶学習能力および運動能

力などを 24 月齢と 8 週齢マウスで比較評価

したが、野生型のマウスに比べ、TFAM 発現

トランスジェーニックマウスでは、24 月齢

でも 8 週齢野生型マウスと殆んど同等の能

力を維持しており、ミトコンドリア DNA の保

護が、老化の進行を抑制できることをはっき

りと示すことができた(原著 2)。 

（２）検査診断システムの構築および患者検

体の検査 

(i) CVが５％以内のミトコンドリアDNAコピ

ー数のPCR定量系を確立し、九州大学病院検査

部ミトコンドリア病遺伝子診断システムの1

つとして稼動している(原著5)。 

 (ii)ミトコンドリアDNA維持関連蛋白質の遺

伝子配列決定系の確立 

核DNAでコードされるミトコンドリアDNA維持

に必須の蛋白質群（TFAMやDNA polymerase 

gamma、TWINKL、ANT1）のの遺伝子配列決定系

を確立し、九州大学病院検査部ミトコンドリ

ア病遺伝子診断システムの1つとして稼動し

ている。 

(iii) ミトコンドリア蛋白質に対する抗体の

作製 

ミトコンドリアDNAは核とは違う遺伝暗号を

用いているために、合成ぺプチドを用いて抗

体作製を試みたが、実用可能な抗体は得られ

なかった。そこで、遺伝暗号を核と同じにな



 

 

るよう設計した約300bp程度の化学合成DNAを

用いてより長いリコンビナント蛋白質作製を

試みている所である。 

（３）体細胞ミトコンドリアDNA解析 

九州大学の「久山町コホート研究」の中で集

められた約３千例のDNAサンプルを用いて、

ミトコンドリアDNAのD-loop領域、ND6領域の

配列を決定した。現在、糖尿病発症と関連付

けてのコホート解析をしている所である。 

 

上記のように、この3年間において一部を除

きほぼ所期の計画を達成することができた。 
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