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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは独自のDNA（mtDNA）を持っており、酸化的リン酸化やATP産生をは
じめとする生命維持に不可欠な遺伝子がコードされる。希少病であるミトコンドリア病はmtDNAの変異が発症の
原因とされるが解析方法が限られていることから発症機構は未解明であった。本研究では、新規解析ツールとし
て寄生虫トリパノソーマ由来のAOX（末端酸化酵素）と、ATP合成を担うASCT（酢酸:コハク酸CoA転移酵素）を用
いた。各種阻害剤によりミトコンドリア病様状態を設定した細胞実験において、AOXが酸化的リン酸化の部分的
パーツとして機能し、ASCTがATP産生を担うことで細胞の生存を維持することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In eukaryotic cells, most of intracellular ATP is synthesized by oxidative 
phosphorylation (OXPHOS) and ATP synthase. In mitochondrial diseases, it is generally accepted that 
OXPHOS is defective, however, it is still unclear which function(s) of OXPHOS affects the disease 
development. In Trypanosomatid, AOX functions as terminal oxidase and ATP is synthesized by ASCT 
(acetate:succinate CoA transferase). We have engineered mitochondrial alternative energy metabolism 
pathways in HeLa cells and analyzed the effect of rescuing deficit in OXPHOS induced by specific 
inhibitors. TAO or ASCT expressing cells become Antimycin A or Oligomycin A resistant, and restored 
oxygen consumption rate or ATP levels, respectively. In conclusion, we provide a proof-of-concept 
that non-canonical trypanosomal alternative energy metabolism pathways can be successfully 
engineered in HeLa cells, and used as tools to study in detail the molecular mechanism of 
mitochondrial diseases.

研究分野： 寄生虫学　生化学

キーワード： ミトコンドリア病　呼吸鎖　酸化的リン酸化　代替経路　代謝

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリア病の発症は、ミトコンドリア機能の破綻と関連するとされるがその発症分子機構は未解明であ
る。ATP量の回復による病態回復例はあるが、ATPはエネルギー代謝の最終産物であるため「エネルギー代謝経路
全体」と「ATP合成の回復」を分けてそれぞれの重要性を解析することは不可能であった。本研究は世界で初め
て、トリパノソーマ原虫由来代替エネルギー代謝酵素ASCT及びAOXをミトコンドリア病発症機構の解析に応用す
ることを着想した。これにより、ミトコンドリア機能の「呼吸鎖上流経路」と「ATP合成」の個別解析が可能と
なる。また、本手法は他のミトコンドリア関連疾患にも応用可能な強力なツールと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは、20 億年前に α プロテオ細菌が真核細胞に共生し、その結果誕生した細胞

小器官の一つであると考えられている。そして、共進化の過程で細菌由来 DNA の大部分が真核

細胞の核に転移したため、現在の mtDNA は共生初期の細菌が持っていた DNA の１割程度しか

残っていないにも拘らず、mtDNA の健全な複製、修復そして転写は生命の維持に必要不可欠で

ある。 

哺乳類細胞は、一細胞あたり mtDNA を複数コピー持ち、

変異型／健常型 mtDNA の割合（変異率）がある一定以上

蓄積すると、ミトコンドリア病とよばれる多様な疾患が引

き起こされる。mtDNA の変異が原因とされる主なミトコン

ドリア異常症としては、ミトコンドリア脳筋症、糖尿病、

老化、パーキンソン病やアルツハイマー病等が挙げられる

[1, 2] 。mtDNA の変異は点変異型・欠失型が報告されてお

り、変異率により組織特異的に病態が発症する（図 1）。小

児期発症のミトコンドリア脳筋症の疫学調査（2002 年）で

は、MELAS (mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, 

and stroke-like episodes)の症例が 31.4％と最も多く、ロイシ

ンの tRNA 遺伝子の m.A3243G 点変異が MELAS 患者の 8

割を占めた。MELAS に続き KSS（Kearns Sayre 症候群）の症例がミトコンドリア脳筋症の 21.5％

で、mtDNA の単一大欠失によって引き起こされる[3]。各病型は希少疾患に属し、病態発症の分

子機構が明らかでは無く、根本的な治療方法も存在しない。mtDNA の変異が、酸化的リン酸化

の酵素活性に影響を及ぼす事から病態発症の原因の一つはミトコンドリアの機能低下だと考え

られている。 

ミトコンドリアの主要機

能は酸化的リン酸化による

ATP(Adenosine triphosphate)

合成であり、NADH やコハ

ク酸などの基質から酸素へ

の電子伝達を行う呼吸鎖と

ATP 合成酵素から構成され

ている（図 2）。さらに、呼吸鎖はユビキノン（Q プール）を挟んで、「上流経路」と「下流経路」

に分けられる。呼吸鎖では、電子伝達経路の複合体 I、III と IV の段階で、水素イオン（H+）が

マトリックス側から膜間スペースに輸送され、H+の濃度勾配が形成される。それによって生じる

電気化学ポテンシャルを利用し、複合体 V が ATP を合成する。呼吸鎖上流経路には TCA 回路、

ピリミジン生合成、脂質代謝、硫黄代謝等の重要な機能が関与し、Q プールを介して、下流経路

に繋がっている（図 2）。ヒトの mtDNA は、複合体 I、III、IV、V のサブユニットを合計 13 種

類、tRNA を 22 種類、12S 及び 16S リボソーム RNA をコードしている。MELAS ではロイシン

tRNA 遺伝子の点変異、KSS では複合体 I、IV、V のサブユニット遺伝子の欠失により、「ATP 合

成」だけでなく「呼吸鎖上流経路」の機能破綻が予想される。上記を踏まえ、ミトコンドリア異

常症の病態発症機構として、①呼吸鎖上流経路、②ATP 合成、③呼吸鎖上流経路及び ATP 合成

の 3 つの破綻のパターンが考えられる。しかし上記のパターンを個別に解析し、病態発症機構と

図 2 ヒトのミトコンドリアにおけるエネルギー代謝の模式図。 

図 1 ミトコンドリア病でよく見

られる mDNA の変異：点変異型

（左）、大欠失型（右）。 



の関係を詳細に理解する事は困難であった。

そこで本研究では、「どのミトコンドリア機

能の破綻が、多様な病態発症の原因となって

いるのか？」という問いに答えるためのツー

ルを開発する。 

研究代表者らはこれまでに、アフリカ睡眠

病を引き起こすトリパノソーマ（Trypanosoma brucei）血流型は酢酸：コハク酸 CoA 転移酵素

（ASCT）とサクシニル CoA 合成酵素（SCS）が共役して ASCT/SCS サイクルを形成し、基質レ

ベルのリン酸化で ATP を合成している事を明らかにした（図 3）[4]。さらに、哺乳類複合体 III-

IV に匹敵する機能（キノールオキシダーゼ）を単一ペプチドからなるシアン耐性末端酸化酵素

（AOX）が担っている事を明らかにしている（図 4）[5]。変異型ミトコンドリアにおいて、複合

体 I 以外の呼吸鎖上流経路を担う酵素は正常であっても、呼吸鎖下流経路の複合体 III や IV の障

害・欠失により電子伝達が阻害され、呼吸鎖上流経路も破綻した

状態になる。AOX により呼吸鎖下流経路を代替する事により電

子伝達が再開し、呼吸鎖上流経路のみを回復させる事が可能であ

る。また、ASCT による ATP 合成は酸化的リン酸化非依存的であ

る事から、呼吸鎖上流経路の回復なしに ATP 合成のみを回復させ

る事が可能である。したがって、「呼吸鎖上流経路」と「ATP 合成」

の機能を切り離す事が可能となり、エネルギー代謝における役割

を個別に解析する事ができる。 

 

２．研究の目的 

mtDNA の変異が引き起こすミトコンドリア機能の破綻は、様々なミトコンドリア病の病態と

関係づけられてきたが、未だに「原因」か「結果」なのかは明らかでない。ATP 量の回復により

病態の回復がみられたとの報告はあるが、ATP はエネルギー代謝の最終産物であるため、エネル

ギー代謝経路全体と ATP 合成の回復を分けて解析することは難しく、どちらの回復が真に重要

であるかを示した例はない。したがって、本研究ではミトコンドリア機能の「呼吸鎖上流経路」

と「ATP 合成」の個別解析を行いそれぞれがどのように病態発症に関与しているかを明らかにす

ることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（1）寄生原虫由来代替代謝酵素 ASCT と AOX のヒト細胞発現系構築 
本研究では、各種呼吸鎖複合体阻害剤を処理したヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞に ASCT と

TAO をそれぞれ発現させる系を構築し、ミトコンドリア内の：①「呼吸鎖上流経路」、②「ATP

合成」をそれぞれ回復させ、酸化的リン酸化に関する複数のパラメータの詳細な解析を行った。

そのためにまず、哺乳類細胞発現用にコドン最適化された AOX 及び ASCT の合成遺伝子を準備

した。なお、両酵素をミトコンドリアに局在させるために、pTurboGFP-mito ベクターを用いて

GFP を ASCT もしくは AOX と置き換えた。これによって、各酵素の N 末端にシトクロームｃ

酸化酵素サブユニット VII のミトコンドリア移行シグナルが付加される。 

（2）ASCT 発現 HeLa 細胞の Oligomycin A（複合体 V; ATP 合成酵素阻害剤）耐性試験 

ASCT/SCS サイクルはトリパノソーマの増殖に必要な ATP 合成の機能を補っている[6]。HeLa

細胞に強制発現させた ASCT が ATP 産生能を維持しているかを調べるために、Oligomycin A を

図 3 ASCT は SCS と共役し、基質レベルのリ

ン酸化で ATP を合成する。 

図 4 AOX はキノールの酸

化を行うことでヒトの呼

吸鎖下流経路の機能を担

う。 



処理し ATP 合成を阻害した条件下での細胞の生存を試験した。 

（3）ASCT 発現 HeLa 細胞の総 ATP 産生量の測定 

ASCT/SCS サイクルの分子活性（Kcat）は約 200 ATP s-1 であり、複合体 V の Kcat に匹敵する。

HeLa細胞内でのASCT のATP 産生能を調べる為に、Oligomycin A存在下で長期間培養したASCT

発現 HeLa 細胞の総 ATP 産生量を測定した。 

（4）AOX 発現 HeLa 細胞の Antimycin A（複合体 III 阻害剤）耐性試験 

先行研究より、AOX をマウスに発現させた研究の結果、致死量のシアン（複合体 IV 阻害剤）

に対し耐性になり AOX 単独で呼吸鎖下流経路の機能を補える事が示されている[7]。HeLa 細胞

内で AOX の機能が保たれていることを確認する為に、Antimycin A 存在下における HeLa 細胞の

生存を試験した。 

（5）細胞外フラックスアナライザーを用いた AOX 活性の測定 

 Antimycin A 存在下で長期間培養した AOX 発現 HeLa 細胞に対し、細胞外フラックスアナライ

ザーを用いて酸素消費速度（Oxygen Consumption Rate; OCR）を測定することでミトコンドリア

機能への寄与を評価した。アッセイプレートの４つのポートには各種阻害剤として、①

Oligomycin A、②FCCP（脱共役剤）、③Antimycin A、④Ascofuranone（AOX 阻害剤）を添加し、

①から④の順に添加するよう設定し OCR を測定した。 
 
４．研究成果 
（1）寄生原虫由来代替代謝酵素 ASCT と AOX のヒト細胞発現系の構築 

pTurboGFP-mito ベクターを骨格に、コドン最適化を行った ASCT もしくは AOX をコードする

プラスミドを HeLa 細胞に強制発現させ、ウエスタンブロット法によりその発現を調べた。その

結果、ASCT と AOX が HeLa 細胞で発現することが明らかになった。  

さらに、免疫染色法により ASCT と AOX の細胞内局在を観察したところ、どちらもミトコン

ドリアに局在することが示された。 

（2）ASCT 発現 HeLa 細胞の Oligomycin A 耐性試験 

ASCT の発現が確認された HeLa 細胞と、

pTurbo-空ベクターをトランスフェクトした

コントロール細胞を用意し、それぞれの培

地に Oligomycin A を終濃度 10 µMで添加し

た。コントロール細胞群は１週間ほどで死

滅し、ASCT 発現細胞群はわずかに減少し

た。その後 Oligomycin A の濃度を 2 µM ま

で下げ培養を継続したところコントロール

細胞群は増殖しなかったが、ASCT 発現細胞

群では増殖が見られた（図 5）。この結果か

ら、ASCT 発現 HeLa 細胞の Oligomycin A 耐

性が示された。 

図 5 ASCT 発現 HeLa 細胞は Oligomycin A 耐

性である。 



（3）ASCT 発現 HeLa 細胞の総 ATP 産生量の測定 

HeLa 細胞で発現した ASCT の ATP 産生能を調べる

為に、Oligomycin A 存在下でセレクション・培養した

ASCT 発現 HeLa 細胞と、pTurbo-空ベクターをトランス

フェクトした Oligpmycin A 未処理のコントロール細胞

の総 ATP 産生量を測定した。その結果、Oligpmycin A

により複合体 V 阻害条件下にある ASCT 発現 HeLa 細

胞群の総 ATP 産生量は、コントロール細胞群と同等で

あった（図 6）。HeLa 細胞で強制発現させた ASCT の

ATP 産生能が維持されていることが明らかになった。 

（4）AOX 発現 HeLa 細胞の Antimycin A 耐性試験 

AOX の発現が確認された HeLa 細胞と、pTurbo-空ベク

ターをトランスフェクトしたコントロール細胞を用意し、

それぞれの培地に Antimycin A を終濃度 10 µM で添加し

た。コントロール細胞群は 5 日ほどで死滅し、AOX 発現

細胞群はわずかに減少した。その後 Antimycin A の濃度を

1 µM まで下げ培養を継続したところコントロール細胞群

は増殖しなかったが、AOX 発現細胞群では増殖が見られ

た（図 7）。この結果から、AOX 発現 HeLa 細胞の Antimycin 

A 耐性が示された。 

（5）フラックスアナライザーを用いた AOX 活性の測定 

 Antimycin A 存在下でセレクション・培養した AOX 発現 HeLa 細胞と、pTurbo-空ベクターを

トランスフェクトしたコントロール細胞の酸素消費速度（Oxygen Consumption Rate; OCR）を細

胞外フラックスアナライザーで測定した。両細胞群とも Oligomycin A 添加により OCR は大きく

低下し、FCCP（脱共役剤）の添加により回復が見られた。Antimycin A 添加後、コントロール細

胞群の OCR は急激に低下したが、AOX 発現

細胞群は変化が見られず Antimycin A への耐

性が確認された。最後に Ascofuranone（AOX

阻害剤）を添加したところ、コントロール細

胞群には変化が見られなかったが、AOX 発現

HeLa 細胞群の OCR はベースラインまで低下

した（図 8）。このことから、 AOX は HeLa

細胞内でも機能を維持しており、AOX 発現

HeLa 細胞群の Antimycin A 耐性は完全に

AOX に依存していることが明らかになった。 
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図 6 HeLa 細胞で発現する ASCT は

ATP 産生能を維持している。 

図 7 AOX 発現 HeLa 細胞は

Antimycin A 耐性である。 

図 8 AOX 発現 HeLa 細胞の Antimycin A 耐

性は AOX に依存する。 
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