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研究成果の概要（和文）：本研究では, 任意のオルガネラの量を人為的に減少させるシステム,

オルガネラノックダウン法を開発し, 真核細胞に備わる未知のオルガネラ量補償機構の解析を
目的とした. 小胞体, ミトコンゴリア, ゴルジ体, ペルオキシソームに対するオルガネラノッ
クダウンシステムを作製し, 改良を重ねたところ,  一部のオルガネラを若干減少させること
に成功した. このシステムに更なる改良を加えることで, オルガネラ量補償機構の解析が可能
になるものと考えられる. 

 
研究成果の概要（英文）：Organelle abundance in eukaryotic cells seems to be tightly 
regulated. These regulations, however, are poorly understood. The objective of this 
project was investigation of unknown homeostatic regulation of organelle abundance 
by invention of organelle-knockdown technology which reduces the amount of specific 
organelle. In this granted term, I could make a prototype of the organelle knockdown 
technology, although its efficiency was not high. This system will be applicable to 
investigation of the homeostatic regulation of organelle abundance by improvement of 
the system. 
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１．研究開始当初の背景 

 

真核生物において, 好気呼吸によるエネル
ギーの産生や細胞外へのタンパク質分泌,脂
質の代謝などの細胞の生命機能に必須な反
応は, ミトコンドリアや小胞体, ペルオキシ
ソームなどの脂質膜で覆われた細胞内小器
官(オルガネラ)で分担して遂行される. その

ため, 動物の赤血球などの例外を除き, これ
らのオルガネラはほぼ全ての真核細胞に備
わっている. それぞれのオルガネラの量は細
胞分裂のたびに半減するが, その後, 新規に
合成され, 元の細胞と同程度の量にまで増幅
される. 有性生殖によって増殖する生物では, 

たった一つの受精卵が細胞分裂を重ね, 無数
の細胞からなる生物個体を形成するが, その
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分裂の度にそれぞれのオルガネラも倍化さ
れることでその量的恒常性が保たれる. 高等
動物においては, それぞれ機能の異なる細胞
種によって各オルガネラ量の多寡は異なる
が, 同一細胞種における各オルガネラ量は驚
くほど類似している. 例えば, 膵臓外分泌細
胞群はどの細胞も同様に非常に発達した小
胞体を備えており, 肝細胞群や心筋細胞群で
は一様に大量に増殖したミトコンドリアが
見て取れる. これらの事実は, 細胞にはオル
ガネラ量の不足を感知してその合成を促す
機構の存在すること, さらに, 各細胞の要求
に応じてオルガネラ量を調節する仕組みが
存在することを示唆している. しかし, この
様なオルガネラ量補償機構については, その
存在が示唆されているにも関らず, 十分には
研究されていない. 

 

２．研究の目的 

 

本研究では, それぞれのオルガネラに対し
て存在すると想定される量的補償機構の解
明を目指した. 

 

３．研究の方法 

 
もし, 細胞にオルガネラ量補償機構が存

在するのであれば, ある特定のオルガネラ
を選択的に減少させた場合, その機構が活
性化されることが見込まれる. そのため, 
ある任意のタイミングで人為的に特定のオ
ルガネラ量を減少させることさえできれば, 
オルガネラ量補償機構の解析が可能になる
と考えられる. しかしながら, 現在利用で
きる技術には, 特定のオルガネラを物理的
に減少させる手段が存在しなかった. 

 
近年, 細胞内のほぼ全種類のオルガネラ

はオートファジーによる自食作用で消化さ
れうることが報告されている. 特にミトコ
ンドリアについては, 傷害をおった異常な
ミトコンドリアが選択的にオートファジー
によって消化されることが明らかとなって
いる. このような情報から, 私はオルガネ
ラを選択的に消化することが可能であると
考え, そのような特異的オルガネラノック
ダウン法を開発することでオルガネラ量補
償機構を解析する計画を立てた. 

 
４．研究成果 
 
 平成 23 年度においては, オルガネラノッ
クダウン法の開発を行った. オートファジ
ーを用いたオルガネラノックダウン法にお
いて, 特定のオルガネラに局在化するオー
トファジー受容体の作製が必須となる. 本
研究では, オートファジー受容体の候補と

して p62 を用いることにした. p62 はサイト

ゾルに分布するタンパク質であることから, 
p62 をオルガネラのオートファゴソーム受容
体として用いるためにはp62を目的のオルガ
ネラ膜上に集積する必要がある. そこで, 
小胞体, ゴルジ体, ミトコンドリア, ペル
オキシソームへの標的化シグナルをクロー
ニングし, それらを利用することでp62を各
オルガネラ膜上に集積させるシステムを作
製した. 免疫染色法によって, それぞれの
オルガネラにp62を各オルガネラに標的化出
来たことを確認している. 
 
24 年度には, その効用を検証するために, 

p62 を小胞体, ゴルジ体, ミトコンドリア, 
ペルオキシソームに標的化させたところ, 
それぞれのオルガネラに非常に効率的に局
在化させられることを確認した. その際, 
オルガネラ量の減少が起こるかどうかを免
疫染色法やウェスタン解析によって検証し
たが, 有意な変化は見いだせなかった. 
 
オートファゴソームは細胞がアミノ酸飢

餓状態になった時にその合成が促進される.  
p62 をオルガネラ膜に標的化させた際にオル
ガネラの減少が起こらなかった原因は, 細
胞内で生じるオートファゴソームの数が少
ないのではないかと私は考え, 一般的にオ
ートファジーを誘導するアミノ酸飢餓状態
で変化を観察したが, この条件でもp62をオ
ルガネラに局在させた場合でも, そうでな
い場合と有意な差は見いだされなかった.  
 
そこで発想を変え, オートファゴソーム

膜の表面に局在するLC3が, オルガネラ膜に
親和性をもつようにしたシステムを構築し
た. このシステムを用いて, 小胞体, ゴル
ジ体, ミトコンドリア, ペルオキシソーム
についてオルガネラノックダウンが機能す
るかを検証したところ, ゴルジ体とペルオ
キシソームについて, オルガネラが減少す
る傾向が見出された. 現時点では, このオ

p62

図１ オートファジー受容体 p62のドメイン構造. 

C末端のUBAドメインでポリユビキチンと結合し, 

PB1ドメインでホモ二量体化することでユビキ

チン化タンパク質を集合させる. さらに, LIR 

(LC3 interacting region) でオートファゴソーム

膜上のLC3と結合することで, 集合させたユビ

キチン化タンパク質のオートファジーによる消

化を促進する.



ルガネラの量が減少する傾向は細胞によっ
て差があり, その程度も大きくはなかった
が, プロトタイプとしてのオルガネラノッ
クダウン法は確立できたものと考えている.  

 
今後は, 更なる改良を加え, オルガネラ

ノックダウン法の効率を上げることで, オ
ルガネラ量補償機構の解析が可能になるも
のと考えている.  
 

 
 
 本研究課題で構築しているオルガネラノ
ックダウン法は, オルガネラ量補償機構の
中でもオルガネラの不足を補う機構を活性
化するための方法として利用することがで
きる. オルガネラの量的恒常性を保つため
には, 増加だけではなく, 反対に増加しす
ぎたオルガネラを適度に減少させることも
重要になるはずである. この増えすぎたオ
ルガネラを適度に減少させる未知の機構も
今後の研究対象として取り組む。 
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図２ オートファジー受容体のオルガネラ膜へ

の標的化. ゴルジ体への標的化シグナルを持

つオートファジー受容体（緑）の細胞内局在を

確認したところ, ゴルジ体マーカー（赤）と共局

在していた. 小胞体やミトコンドリア, ペルオキ

シソームへのオートファジー受容体の標的化も

確認している.

オートファジー受容体 ゴルジ体マーカー

重ね合わせ像
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