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研究成果の概要（和文）：(1) 出芽酵母においてミトコンドリア融合に伴ってミトコンドリア内膜での呼吸鎖複合体V
の解離が起きることで、ROSが誘発されることを見出した。(2)この際、融合が相同DNA対合促進タンパク質Mhr1依存的
にmtDNAコピー数を増加することと、mtDNAにコードされる呼吸鎖タンパク質複合体Vの構成サブユニットも増加するこ
とから、組換え依存型複製の活性化がmtDNAを持たないミトコンドリの生成を防ぐことでミトコンドリアゲノムの安定
維持と品質管理に重要であると考えられる。(3)DNA損傷によって誘導されるDin7とMhr1の相対的発現レベルが複製か修
復のどちらかの選択を決定する機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：We found that mitochondrial fusion induces dissociation of Complex V of the respir
atory chain and ROS generation, which increases mitochondrial DNA (mtDNA) copy number in a manner dependen
t on the homologous DNA pairing protein Mhr1 and also increases in the mtDNA-encoded subunits of Complex V
.  These results suggested that activation of recombination-dependent replication during mitochondrial fus
ion plays important roles in maintenance of mitochondrial genomes by preventing generation of mitochondria
 lacking mtDNA. We further uncovered a mechanism in which relative expression levels of the DNA damage ind
ucible protein Din7 to Mhr1 determine the choice of replication or repair after pairing of homologous DNA 
by Mhr1.
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１．研究開始当初の背景 

 真核生物においてミトコンドリアは、酸

素呼吸を通して ATP を供給し、生命活動の

恒常性を維持する。しかし、生物が生きて

行く上で環境ストレスや増殖、分化などの

生理条件の変化により、しばしば ATP の供

給を急増させる必要がある。そのためには、

ATP 合成酵素を含むミトコンドリア内膜

での呼吸鎖複合体(I~V)を構成するタンパ

ク質のサブユニット群を増やさなければな

らない。このような条件下で呼吸鎖複合体

の鍵タンパク質のサブユニット群をコード

するミトコンドリア DNA(mtDNA)は、コ

ピー数を増加させることが知られている。

しかし、その意義もどのような機構で応答

するかも不明である。 

  一般的に mtDNA の組換えは、二本鎖の

切断から始まり、二本鎖切断を修復する。

活性酸素種(ROS)による酸化損傷を除去す

る修復酵素 Ntg1 が、複製開始点特異的に

二本鎖切断を導入することを見出した

[Ling et al.(2007) Mol. Cell. Biol., 27(3), 

1133]。そして、単離したミトコンドリアを

過酸化水素で処理すると核の影響の受けな

い条件下においても Mhr1 依存的複製が誘

起されることを明らかにした [Hori et 

al.(2009) Nucleic Acids Res.,37, 749]。 

 しかし、細胞内においてどこから発生し

た活性酸素種(ROS)が mtDNA 複製開始の

シグナルとして働く化についてまだわかっ

ていない。また、相同 DAN 対合を促進す

る Mhr1 タンパク質依存的に mtDNA のコ

ピー数が増加する際、ミトコンドリア内膜

での呼吸鎖複合体を構成するタンパク質の

サブユニット群を増やすかどうかについて

不明である。さらにどのような機構が

Mhr1 による相同 DNA 対合の後、組換え

による二本鎖切断修復か組換え依存型複製

のどちらかへ進む経路を決定するかに関し

ても謎でした。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、出芽酵母において組換え依存

型 mtDNA 複製を誘起する ROS の発生場

所の同定、組換え依存型複製による

mtDNA コピー数の増加とそれがもつ生理

学的な意義の究明、及び組換えによる複製

か組換えによる修復のどちらが行われるか

を選択する、組換え依存型複製の内在的調

節機構を解明することを研究目的とする。 

 

３．研究の方法 

 試験管内でミトコンドリアの融合過程を

追跡するために蛍光蛋白質再構成法

(Bimolecular Fluorescence 

Complementation, BiFC)を用いた。 

 呼吸鎖複合体を構成するタンパク質のサ

ブユニット群の量的変動を調べるために 

各種の抗体を用いてウェスタンブロット法

で解析を行った。 

 各種の条件下で mtDNA コピー数の変動

を捉え解析するために核 DNA と mtDNA

を特異的に検出するプローブを用いてサザ

ンブロッティングを行い、核 DNA のシグ

ナルに対する mtDNA のそれの比を

mtDNA の相対量とした。 

 

４．研究成果 

ミトコンドリアネットワークが繰り返し

て起きる融合と分裂によって形成され、ダ

イナミックである。ミトコンドリダイナミ

ックスが mtDNA の複製に与える影響を調

べるために出芽酵母から単離したミトコン

ドリアを用いて試験管内でミトコンドリア

の融合過程を観察する実験系を構築した。

そして、ミトコンドリア融合が mtDNA の

複製に与える影響について調べたところ、

ミトコンドリア融合に伴ってミトコンドリ

ア内膜での呼吸鎖複合体 V の解離が起き、

YME1 という内膜に局在するタンパク質



分解酵素によって解離したタンパク質サブ

ユニットが分解されたため、ROS が誘発さ

れることを見出した。この際、融合が Mhr1

依存的に mtDNA コピー数を増加すること

と、増加したコピー数に呼応して呼吸鎖複

合体Vの構成タンパク質サブユニットも増

加することを明らかにした。これらの結果

から、ミトコンドリア融合に伴う組換え依

存型複製の活性化がもたらした mtDNA の

コピー数増加は呼吸鎖複合体Vの構成タン

パク質サブユニットの品質管理、及び

mtDNA を持たないミトコンドリの生成を

防ぐことでミトコンドリアゲノムの安定維

持に重要であると考えられる。 

出芽酵母のミトコンドリアの分裂が

mtDNA の分配に与える影響を調べるため

にミトコンドリア分裂に必要なタンパク質

である Fis1、Mdv1、および Dnm1 の欠失

変異体を構築した。その結果、Fis1 とMdv1

の欠失が、接合体でのミトコンドリアゲノ

ムの対立遺伝子の分離に働き、ホモプラス

ミーの形成を促進するが Dnm1 の欠失が

このような影響を示さないことを見出した。

これらのことから、特定のミトコンドリア

分裂タンパク質活性を阻害することでミト

コンドリア対立遺伝子の分離を促進するこ

とが可能であることが示唆された。 

 出芽酵母において mtDNA の組換えを介

した複製と修復のどちらが行われるかを決

定する制御仕組みの解明を試みました。そ

の結果としてまず、DNA 損傷によってそ

の発現が誘導されるヌクレアーゼとして同

定された Din7 が実は 5’-エキソヌクレアー

ゼを持つことを明らかにした。そして、

mDin7の発現量が相同DNA対合促進タン

パク質 Mhr1 のそれより一定レベル以上に

高くなると、ローリングサークル型複製を

通してコンカテマー、及び mtDNA コピー

数を増加するが、Mhr1 も同時に過剰発現

させると組換え機能によって複製開始点で

の二本鎖切断が修復され、環状 mtDNA の

多量体が合成されることを見出した。また、

Din7 を単独で過剰発現させると、二本鎖

切断部位をもつ複製開始点領域の喪失に伴

い大量の呼吸機能欠損細胞が生じた。とこ

ろが、Mhr1 も同時に過剰発現させると呼

吸機能欠損細胞の生成が抑制された。さら

に Din7 と Mhr1 の単独、もしくは同時発

現が mtDNA にコードされるヌクレアーゼ

であるEndo.SceIによって誘発される遺伝

子変換型相同的組換えを顕著に促進するこ

とを見出した。これらの結果から、Mhr1

が細胞内において Din7 と協調して組換え

に働くことと、Din7 と Mhr1 の相対的発

現レベルが組換えによる mtDNA の複製か

組換えによる mtDNA の修復のどちらかへ

の進行を決定することが示唆された。 
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