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研究成果の概要（和文）： 
 
ミトコンドリアはエネルギー産生、代謝、老化における重要な細胞小器官である。増殖因
子依存的なミトコンドリア酸化的リン酸化に関与する蛋白の発現が基本的な代謝調節に重
要である。翻訳機構は種々の RNA 結合蛋白により調節されているが、その詳細な機構は明
らかでない。血清刺激により核コードの酸化的リン酸化蛋白の発現が増加し ATP 産生増加
が起こることを明らかにした。さらに、mRNA 結合蛋白である YB-1 が優先的に酸化的リン
酸化 mRNA に結合しその翻訳調節に関与することを明らかにした。YB-1 のノックダウンに
よりミトコンドリア酸化的リン酸化 mRNA への結合が抑制され、その結果、翻訳が亢進する
こと、さらに、ミトコンドリア機能が亢進することを初めて明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Mitochondria play key roles in essential cellular functions such as energy production, 
metabolic pathways and aging. Growth factor-mediated expression of the 
mitochondrial oxidative phosphorylation (OXPHOS) complex proteins has been 
proposed to play a fundamental role in metabolic homeostasis. Although protein 
translation is affected by general RNA-binding proteins, very little is known about the 
mechanism involved in mitochondrial OXPHOS protein translation. In the present 
study, serum stimulation induced the nuclear-encoded OXPHOS protein expression 
such as NDUFA9, NDUFB8, SDHB and UQCRFS1 and mitochondrial ATP production 
in translation-dependent manners. We also observed that the major mRNA 
ribonucleoprotein Y-box binding protein-1 (YB-1) preferentially bound to these 
OXPHOS mRNA and regulated the recruitment of mRNAs from inactive messenger 
ribonucleoprotein particles (mRNPs) to active polysomes. YB-1 depletion led to 
upregulation of mitochondrial function through induction of OXPHOS protein 
translation from mRNP release. In contrast, YB-1 overexpression suppressed the 
translation of these OXPHOS mRNAs through reduced polysome formation, 
suggesting that YB-1 regulated the translation of mitochondrial OXPHOS mRNAs 
through mRNA binding. Taken together, our findings suggest that YB-1 is a critical 
factor for translation that may control OXPHOS activity. 
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアはエネルギー代謝の重要な
細胞内小器官である。ミトコンドリアには独
自のゲノムが存在し 13種類のポリペプチド、
22 種類の tRNA,2 種類の rRNA をコードし
ている。この 13 種類のタンパクはすべて電
子伝達系に関与する蛋白である。その他の数
十種類の電子伝達系に関る蛋白質は核遺伝
子にコードされ、サイトゾルで蛋白合成、ミ
トコンドリア内へ移行しミトコンドリア内
で翻訳された蛋白と正しく重合し内膜に局
在する。一方ミトコンドリア Nucleoids ヌ
クレオイドは 5～7 個の mtDNA ゲノムと複
製、転写に関る蛋白質群からなる。さらにヌ
クレオイドの周囲には翻訳機構が存在しミ
トコンドリア DNA 複製、転写、翻訳が協調
的に行われている。エネルギー代謝に必要不
可欠なミトコンドリアDNAの異常や,機能異
常はパーキンソン病などの神経変性疾患や
心血管系の異常、がん、糖尿病などのいわゆ
る Common diseaseの発症、さらに老化に関
連すると考えられている 
 
２．研究の目的 
「ミトコンドリア外膜ポリソームとミトコ
ンドリアヌクレオイドの翻訳は機能調節さ
れて、ミトコンドリア内外で量的、質的に適
切な翻訳制御、タンパク重合を効率的に行う
コミュニケーションが存在する。さらにこの
システムはヌクレオイドでのmtDNAの複製
（コピー数）、転写とも協調して働く」 
上記仮説を立証するため 
[1]ミトコンドリア外膜ポリソームとヌクレ
オイドの翻訳機能連関の解明を YB-1 と p32
を中心として行う。 
[2]ミトコンドリア外膜のポリソームの構成
因子とmRNAの探索を行う 
[3]ミトコンドリアヌクレオイドの構成因子
の機能－siRNAを用いた機能解析 
[4] マウス個体での機能解析 (p32 ノック

アウトマウスの作製)を目的とする。 
 
３．研究の方法 
[1] ミトコンドリア外膜ポリソームの構成
因子と mRNA の網羅的解析 
・ＲＮＡ結合蛋白 YB-1 がミトコンドリア外
膜ポリソームの構成因子であることを、HeLa
細胞を用いて証明する。 
・ミトコンドリア画分から YB-1 抗体を用い
た免疫沈降法により YB-1 に結合する蛋白を
網羅的に解析する。解析には質量分析器によ
り同定する。 
・ミトコンドリア外膜に存在する YB-1 結合
mRNA の解析――ミトコンドリア画分より
YB-1 抗体を用いた免疫沈降法を行い、沈降物
より mRNA を精製後、マイクロアレイにより
YB1 に結合する mRNA を解析する 
[2] ミトコンドリア ヌクレオイドの構成
因子の機能－siRNA を用いた機能解析 
１．mtDNA のコピー数の変化、２．ミトコン
ドリア rRNA, mRNA のコピー数の変化を syber 
green を用いた real time PCR 法により定量
する。３．翻訳の効率を S35 methionine を
用いた in vivo labelling で比較検討する 
[3] ミトコンドリア外膜ポリソームとマト
リックスヌクレオイドの機能連関 
・外膜ポリソームの構成因子 YB-1 とヌクレ
オイド構成因子 p32 に注目し、ミトコンドリ
ア内外での翻訳の調整、ヌクレオイドへの影
響を評価する。 
・ヌクレオイド構成因子 p32 のノックダウン
により、ミトコンドリア外膜ポリソームの質
的変化を捉える。 
[4] マウス個体での機能解析 (p32 ノック
アウトマウスの作製) 
キメラマウスよりのノックアウトマウスの
作製、さらに脳特異的発現 Nestin -Cre 
transgenic mouse とのかけ合わせを行い、脳
での p32 欠損マウスを作製する。 
 



 
４．研究成果 
[1]ミトコンドリア外膜ポリソームの構成因
子と mRNA の網羅的解析ＲＮＡ結合蛋白 YB-1
がミトコンドリア外膜ポリソームの構成因
子であることを、HeLa 細胞を用いて証明した。
HeLa 細胞には細胞質の翻訳系が存在するが、
ミトコンドリア ATP産生に必須のたんぱくの
翻訳に関与していることを明らかにした。さ
らに、血清刺激により翻訳が亢進すること、
YB-1 のリン酸化が関与することを明らかに
した。 
[2]ミトコンドリア ヌクレオイドの構成因
子の機能－siRNA を用いた機能解析 
ミトコンドリアＤＮＡ維持蛋白 TFAM の研究
からヌクレオイドを構成する因子を多数同
定してきた。その中には ERAL1, p32, EF-Tu, 
LRP130 などがある。現在 RNAi を用いて上記
4 種類の遺伝子のノックアウトは確認してし
た。これらヌクレオイド構成因子のノックダ
ウンにより、ミトコンドリア rRNA, mRNA の
コピー数の変化を syber green を用いた real 
time PCR 法により定量した。２．翻訳の効率
を S35 methionine を 用 い た in vivo 
labelling で比較検討した。これらの評価を
統合的に比べ、各々の蛋白のミトコンドリア
に関する機能を測定できた。 
[3]ミトコンドリア外膜ポリソームとマトリ
ックスヌクレオイドの機能連関 
 ミトコンドリア外膜には YB-1 を中心とした
ポリソームが存在することを IP-western に
おいて確認した。このポリソーム分画の中に
は種々のmRNAが含まれていること。このmRNA
の中には酸化的リン酸化に関与する mRNA を
同定した。このことはミトコンドリア外膜に
おいて蛋白合成が行われていることを初め
て報告した。 
[4] マウス個体での機能解析 (p32 ノック
アウトマウスの作製) 
P32 ノックアウトマウスは胎生致死を示した。
胎児マウスより p32ノックアウト細胞を作成
し、この細胞においてはミトコンドリア機能
低下、形態変化、酸化的リン酸化能の低下、
活性酸素の発生などの表現系を解析した。 
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