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研究成果の概要（和文）：膜のないオルガネラとしての液滴は、液－液相分離によって誘導される。この新しい
細胞内生命原理は、これまでの膜のあるオルガネラを中心とした学問では説明が難しかった現象を説明しうる新
しい生物学として発展しようとしている。我々が長年研究を続けてきたp53誘導性タンパク質Mieapはミトコンド
リアに液滴の形成を誘導することが明らかとなった。このMieap液滴は非膜オルガネラとしてミトコンドリアに
特異的な脂質であるカルジオリピンの代謝反応を制御することで、ミトコンドリアの健常性維持に重要な役割を
果たす。それによって、がん・認知症・老化などの病態から我々の健康を守ってくれている可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Liquid droplets function as membrane-less organelles that compartmentalize 
and facilitate efficient biological reactions. Here, we report that Mieap is a protein that drives 
formation of liquid droplets in mitochondria. Mieap liquid droplets (Mi-LDs) specifically phase 
separate the mitochondrial phospholipid, cardiolipin. Lipidomic analysis suggests that Mieap 
promotes enzymatic reactions involved in cardiolipin metabolism, including biosynthesis and 
remodeling. Accordingly, four cardiolipin biosynthetic enzymes, TAMM41, PGS1, PTPMT1, and CRLS1, and
 two remodeling enzymes, PLA2G6 and TAZ, are phase-separated by Mi-LDs. Mieap-deficient mice exhibit
 altered crista structure in mitochondria of various tissues, including brown fat, and tend to 
become obese. These results suggest that Mieap drives formation of membrane-less organelles to 
compartmentalize and promote cardiolipin metabolism at the inner mitochondrial membrane, thus 
potentially contributing to mitochondrial quality control.

研究分野： 腫瘍生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
古典的概念ではこれまで説明が難しかった代謝連続反応のメカニズムを、本研究課題が明らかにした全く新しい
概念で説明できるようになる（パラダイムシフト）。細胞内の様々な生物活性の反応様式が、単なる教科書の図
ではなく、リアリティーのある時空間的に動的な生物活性として理解できるようになる。Mieap液滴を応用する
ことで、カルジオリピン代謝促進によるミトコンドリア健常性維持の新しい手段を得ることが出来る。それによ
って、がん・認知症・老化などのミトコンドリア異常を背景とした病態の克服に貢献し、人類の健康長寿を実現
できる。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
本研究課題は「オートファジーとは全く異なるミトコンドリアのリソソーム分解メカニズム」に
関する研究として開始された。我々は従来のオートファジーとは全く異なるリソソームによる
ミトコンドリア分解のメカニズムを発見した。この機能は不良なミトコンドリアに対して、
Mieap がミトコンドリアの構造破壊を伴わずに、ミトコンドリア内部にリソソームあるいはリ
ソソーム蛋白質を集積させてミトコンドリア内酸化タンパク質を分解するか（MALM:修復）、巨
大な液胞様構造物(巨大リソソーム)を誘導してミトコンドリアを丸ごと飲み込んで分解するか
（MIV:分解排除）、のいずれかの機序でミトコンドリアの品質管理に重要な働きをする。 
 
２．研究の目的 
本研究は、このリソソームによるミトコンドリア及びミトコンドリア内タンパク質の分解を担
う新しい細胞機能の詳細を明らかとすることで、細胞生物学・生化学・オートファジー・細胞内
小器官・リソソーム・細胞内膜輸送・疾患（がん・神経変成疾患など）の研究分野にこれまでの
常識を覆す新しい概念を生み出し、これら分野の学術体系にパラダイムシフトを起こす目的で
行われた。 
 
３．研究の方法 
（１）2017 年から 2018 年の期間 
本研究課題においてはまず以下の４つの研究項目を遂行した。 
① MALM 誘導時のミトコンドリア内リソソームの存在を証明 
② MALM 誘導の分子メカニズムの解明 
③ MIV 誘導の分子メカニズムの解明 
④ MALM と MIV の使い分けのメカニズムの解明 
 
これら項目を進めるにあたって、Mieap タンパク質に EGFP あるいは RFP などの蛍光タンパク質
を融合させ、共焦点顕微鏡を駆使した生細胞イメージング解析を主体とした解析を進めた（2017
年から 2018 年）。その結果、Mieap によって誘導される液胞様構造物である MIV は、膜に囲まれ
た構造物ではなく、膜のないタンパク質の濃縮体（コンデンセート）であることが明らかになっ
た（文献❶）。さらにこの Mieap タンパク質の濃縮体は、液-液相分離によって形成される液滴の
可能性が見出された。 
 
（２）2019年から 2021 年の期間 
そこで、2019年より 2021 年の期間は、Mieap 液滴としての解析を行った。 
行った研究項目とその方法は以下の通りである。 
① Mieap 液滴とミトコンドリアの関係について：イメージング解析による局在解析 
② Mieap タンパク質のアミノ酸配列解析：データベースによる予測プログラム解析 
③ Mieap タンパク質の機能領域解析：Mieap 変異体を用いたイメージング解析 
④ 液滴としての動態及び性状の解析：FRAP（Fluorescence recovery after photobleaching） 
⑤ Mieap 液滴によるカルジオリピン関連分子の相分離：イメージング解析 
⑥ Mieap タンパク質とカルジオリピンとの結合：Fat blot解析 
⑦ Mieap タンパク質によるカルジオリピン代謝促進：カルジオリピン代謝解析 
⑧ Mieap タンパク質による呼吸活性促進：Flux解析 
⑨ Mieap タンパク質によるミトコンドリア・クリステ構造正常化：電子顕微鏡解析 
⑩ Mieap 液滴によるカルジオリピン代謝制御と疾患：ノックアウトマウス解析 
 
４．研究成果 
（１）本研究課題の成果 
以下の点を明らかにした。①Mieap は液滴を誘導しうる天然変性領域を有したタンパク質ある。
②Mieap はミトコンドリア内へ液滴を形成する。③Mieap 液滴は CL を相分離する。④Fat blot 
assayで Mieap は CL と結合する。⑤Mieap 液滴は CL結合タンパク質である cytochrome c、ATP 
synthase-alpha、PHB2 を相分離する。⑥Mieap の存在及び非存在下における CL の網羅的リピド
ミクス解析において、Mieap の発現量は明確にほぼすべての種類の CL の量と正に相関し（生合
成）、さらにある種の CL の割合を増加させる（リモデリング）ことが明らかになった。⑦Mieap
液滴と CL代謝に関わる酵素群の関係を調べたところ、CL 生合成酵素の TAMM41、PGS1、PTPMT1、
CRLS1 と、CL リモデリング酵素の PLA2G6と TAZが Mieap 液滴内へ相分離されることを明らかに
した。⑧Mieapノックダウン細胞株においては、クリステ構造異常、ミトコンドリア呼吸活性の
低下、ミトコンドリア ATP 合成能の低下、ミトコンドリア ROSの増加を認めた。これらは CL欠
損細胞株に特徴的な表現型である。⑨Mieapノックアウトマウスの肝臓及び腎臓の電子顕微鏡解
析によって、Mieap欠損によるミトコンドリア・クリステの構造異常を認めた。⑩若年から高齢



 

 

までの 1353 匹の Mieap+/+, Mieap+/-, Mieap-/-マウスの体重を調べたところ、Mieap欠損マウ
スが肥満傾向を示すことを明らかにした。 

以上の結果から、Mieap 液滴は非膜オルガネラとして CL の生合成やリモデリングの制御を行
う代謝制御液滴であると結論づけた。Mieap は CL 代謝制御を介してミトコンドリア品質管理に
重要な役割を果たしていると考えられる。 
 
（２）本研究課題成果の意義 
①非膜オルガネラとしての液滴の役割 
タンパク質が細胞内の局所で高濃度となり、凝集せず
にコロイド状の液化した球形領域を作る。このコロイ
ド状球形のタンパク質の濃縮体（condensates）を液滴
と呼ぶ。重要なことは、この液滴は単なるある単一タン
パク質の濃縮状態なのではなく、「数十から数百種類の
タンパク質や核酸などの分子を含有した状態」になっ
ており、内部にはある特定の反応に関与する複数の基
質と酵素及び反応中間体が濃縮して、その一連の反応
系を促進させる膜のないオルガネラ（非膜オルガネラ：
membrane-less organelles, MLOs）として機能すること
である。古典的な膜オルガネラと異なり、非膜オルガネラの重要な特徴は、膜がないために周囲
との物質交換が自由に行われ、形成と消失が時空間ダイナミックに行われることである。これま
でに代謝やシグナル伝達、転写などの「反応の区画化」や「反応の調節機能」として働いている
ことが明らかになっている(文献❶―❸)。このような膜のないオルガネラが細胞内の核や細胞
質に数多く存在していると予測されている。 
 
②液滴による代謝連続反応の制御 
生体内での連続的な酵素反応は、基質 Sに対して酵素 E１
が触媒し中間産物 I1 が産生され、さらに I1 が酵素 E２の
基質として受け取られ触媒され中間産物 I2 が産生され
る。産生された中間産物 I2 は次の酵素 E3の基質として受
け取られ触媒され中間産物 I3 が産生される、といった連
続反応で進み、最終産物 P が産生されると示されている。
図でこの連続反応を描くことは容易だが、実際の細胞内で
この連続反応がどのようなメカニズムで進んでいるかは
未だ不明である。右図（上）のモデルでは、「連続反応の
途中で産生される中間産物の拡散はどのように防止され
ているのか？前の反応で産生された中間産物は、次の酵素
の基質として、どのようなメカニズムで正確に受け渡され
るのか？このような反応がどのように連続的に効率よく
進んでいくのか？」などの疑問は説明できない。 

しかし、液滴内にこれら酵素と基質が区画化・濃縮さ
れた場合、次のような仮説によって反応が効率よく進む可能性が出てくる（文献❹）。第一に、
反応の過程で生じる中間産物は、液滴による区画化で拡散が防止される。第二に、酵素と基質は
液滴内で濃縮されることで、自由空間に比べ、対応する酵素と基質・中間産物のペアは、出会う
確率が格段に上昇する。区画化と濃縮という点だけでも、液滴はこれまで説明が難しかった細胞
内の代謝連続反応のメカニズムをうまく説明できる可能性がある。 
 
③Mieap 液滴による代謝連続反応の制御 
我々は非膜オルガネラとしての Mieap 液滴が細胞
内でカルジオリピン酵素反応を区画化し、酵素や基
質を局所へ濃縮することで、効率的な代謝連続反応
が進むという可能性を見出した(文献❶)。Mieap タ
ンパク質は、親水性の N 末領域に３つの天然変性領
域（IDR）が、疎水性の C末領域に構造領域が存在
することでバイオサーファクタントの特徴を有す
る。また２カ所に陽性荷電クラスターが存在してい
る。これにより、Mieap は陰性荷電の CL 及び CL 合
成関連脂質（基質・中間産物）と静電作用と疎水結
合で直接結合し、バイオサーファクタントとして機
能する。Mieap 液滴の CL代謝制御は局所への酵素・基質・中間産物の区画化・濃縮に加え、Mieap
が C末で基質 Sと強く結合し、一方 N 末で酵素 E とゆるく結合し、E1 から E4の各酵素との結合
を常時変化させることで代謝連続反応が可能になると予想している。いったん結合した Sは、そ
の後の E1 から E4までの酵素との緩い会合で触媒されていくことが CL代謝連続反応の実態では



 

 

ないかと予想している。 
 
④Mieap 液滴によるカルジオリピン代謝反応の制御 
これまでに液滴による酵素反応の促進作用や多相構造を形成するメカニズムについて以下の重
要な報告がなされている。（1）RNA プロセッシング顆粒における液滴は多相構造を形成するが、
基質である RNA と酵素である CNOT7 は、一つの相に濃縮されるより、二つの異なる相へ別々に分
離される方が、より迅
速で効率の良い酵素反
応が可能になる（文献
❺）。（2）人工的に設計
された足場タンパク質
で形成された液滴内
に、SUMO 化酵素とその
基質が濃縮され、さら
に足場タンパク質によ
って物理的に近接化す
ることで、バルクに比
べ SUMO 化反応が 36 倍
上昇した（文献❻）。単
なる酵素と基質の濃縮
だけでは、 substrate 
inhibition（基質阻害）
が生じ、逆に反応の効
率が低下することを報
告しており、液滴内へ
の基質と酵素の濃縮だ
けではなく、加えて足
場タンパク質の特異的な結合による、酵素と基質の適切な距離への近接化で KM値を低下させる
ことが重要である事を報告している。（3）液滴内の多相構造形成のメカニズムは、水相の中で二
つの液滴の水に対する表面張力によって決定される。より親水性の表面に wettingする液滴(ぬ
れ性が高い)の中に、wettingしない液滴（ぬれ性が低い）が取り込まれる（文献❼）。ただし２
つの相の界面にサーファクタントが存在する場合には、この関係が逆転する。 

Mieap 液滴は多相構造を形成する。Mieap が存在する相（Mieap相：基質相）には Mieap と
CL代謝の基質や代謝産物が存在し、液滴内部に形成される Mieap が存在しない相（非 Mieap相：
酵素相）には主に CL代謝酵素が存在している。 

基質と酵素が別々の相に分離されることが、代謝反応の効率を上げることは（１）の報告に
一致している。これは高濃度の基質による反応の阻害が生じる substrate inhibitionを防止す
ることに貢献する。さらに反応の場が２つの相の界面であることを示唆している。 

Mieap はバイオサーファクタントとしての性質を有し、基質相と酵素相の界面に存在してい
る。親水領域の N 末で酵素と、疎水領域の C末で基質と特異的に結合することで、基質と酵素を
物理的に近接させ、酵素反応を効率的に進める。これは（２）の報告に一致している。 

水相の中で基質相は基質としての脂質を多量に含むため、親水性の表面に対しては wetting
せず、逆に酵素相は wettingしやすいと考えられる。（３）の報告に従えば、酵素相の中に基質
相は存在するはずである。しかし論文でも述べられているように、２つの相の界面にサーファク
タントが存在すれば、この原理は逆転しうる。 

Mieap はバイオサーファクタントとしての性質を有し２つの相の界面に存在しているため、
基質相と酵素相は逆転しうる。これも（３）の報告に矛盾しない。酵素相が基質相の中に入るこ
とで、多数の酵素相が発生し、基質相との反応の界面の面積を格段に増加させることが出来る。 

まとめると、Mieap 液滴は、①CL代謝の酵素と基質を液滴内に濃縮し、②さらに酵素と基質
を２つの相に別々に分離し、③２つの相の界面にサーファクタントして存在し、④２つの相の界
面で基質と酵素を物理的に近接させ酵素反応を可能にし、⑤基質との強い結合と、酵素との緩い
結合で、CL代謝の連続反応を効率良く進めている。これが我々の提唱するモデルである。 
 
⑤カルジオリピン代謝制御によるミトコンドリアの健常性維持 
CL は脂質の中でもただ一つミトコンドリア固有のリン脂質であり、ミトコンドリアの内膜に存
在する。CL は１分子に４本足の脂肪酸側鎖を有しているため極めてユニークな cone-shaped と
呼ばれる、円錐形の形態をとる（文献❽）。この性質はミトコンドリア内膜クリステの屈曲した
構造の構築に重要である。また強く負に荷電した極性頭部と足側の４つの脂肪酸鎖の疎水性結
合により、数多くのミトコンドリア膜タンパク質と結合し、それらタンパク質の足場となって安
定化し、その機能発現に重要である（文献❽）。特に呼吸鎖においては複合体 I、II、III、IV、
V のそれぞれに対して２分子から４分子の CL が結合し、呼吸鎖タンパク質の足場となり安定化



 

 

させ、さらに、各複合体を互いに近接させ、超複合体を形成することで、電子伝達系の効率が高
まり、酸化的リン酸化、酸素消費、ATP 合成が上昇する（文献❾）。このため CL に異常が生じる
と電子伝達系の効率が下がり、ミトコンドリアからの ATP 合成が低下し、活性酸素種（ROS）発
生が増加する。これまでに、オートファジーやプロテオスタシスなどのミトコンドリアの健常性
維持に関するメカニズムが知られていた。Mieap 液滴による CL 代謝制御はこれらに続く第 3 の
ミトコンドリア品質管理メカニズムと言える。 
 
（3）得られた成果の国内外における位置付けとインパクト 
液-液相分離によって形成される液滴は、様々な細胞内生物活性の制御に重要な働きをしている
ことが明らかになって来ている。世界的にもこの新しい概念に多くの研究者が取り組み始めて
おり、続々と新しい知見が報告されている状況である。その中でも、酵素反応や代謝反応におけ
る役割は、極めて重要であると予測されているが未だ実例の報告はない。我々の研究は、この様
な状況の中、世界に先駆けて、代謝連続反応を制御する液滴として Mieap 液滴を見出し、そのモ
デルの提唱に成功した。また Mieap 液滴は CL代謝の制御機構であるため、本機能はミトコンド
リア異常を背景としたがん、神経変性疾患、老化など多くの病態の原因となっている可能性があ
り、本機能の人為的制御法の開発は、これまでに存在しなかった全く新しい疾患治療法や予防法
の創出が期待される。従って、本研究課題の成果は、研究領域へのパラダイムシフトを引き起こ
すだけでなく、人類の健康福祉にも大きく貢献しうることが予測される。 
 
（4）今後の展望 
液滴は少数の足場タンパク質によってその形成が駆動できる。Mieap 液滴は、Mieap タンパク質
単独で形成が駆動できるため、今後は Mieap タンパク質の mRNAレベルあるいはタンパク質レベ
ルでの発現活性化が可能になれば、人為的 CL 代謝促進法の開発が可能になると期待される。
Mieap 液滴を応用した CL 代謝制御法は、がん・神経変性疾患・老化などに対するミトコンドリ
ア健常性の維持・回復による新しい予防・治療の手段を提供できると考えている。 
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