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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアエネルギー代謝に必須の蛋白p32の分子機能を解明するため、p32コンディシ
ョナルノックアウトマウスの作製、解析を行った。脳特異的p32ノックアウトマウスを作製したところ生後８週齢で致
死を示した。このマウスは神経細胞の軸索異常とオリゴデンドロサイトの分化異常を認めた。さらに、ミトコンドリア
DNAがコードするタンパクの発現低下、酸化的リン酸化能の低下を認めた。ER ストレス応答の亢進、酸素消費量の低下
を認めた。P32はミトコンドリア代謝に必須のタンパクであり、p32異常が白質脳症につながると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The mitochondrial matrix protein p32/ C1qBP functions as an essential RNA and 
protein chaperon in mitochondrial translation, and is indispensable for embryonic development. To 
investigate the functional role of p32 in an organism, we deleted p32 selectively in neurons and glia 
(p32NesKO mice).　The neuron-specific p32KO mice showed grow retardation and death by ~8 weeks. P32 KO 
mice causes significant axonal degeneration and demyelination in mid brain brainstem are particularly 
involved. We show that disruption of glial mitochondria activates an adaptive integrated stress response. 
We also observed that severe protein expression, dysfunction of the mitochondrial respiratory chain, and 
reduced oxygen consumption. Our data suggest that oligodendrocyte dysfunction and axon degeneration may 
be a contributor to mitochondria-related leukoencephalopathy.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは生体の好気的 ATP の合成
や脂肪酸のβ酸化などエネルギー代謝に中
心的役割を担う細胞小器官であり、ミトコン
ドリア電子伝達系は生体の ATP 産生の 80％
以上を担っている。ミトコンドリアには独自
のゲノム(mtDNA)が存在しコードしている
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。このようなミトコンドリ
ア DNA の維持機構に働く分子種に変異、破
綻が生じれば、酸化的リン酸化能は低下し、
いわゆるミトコンドリア病の原因となる。さ
らに、エネルギー代謝に必要不可欠なミトコ
ンドリアの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。
しかし、ミトコンドリア DNA の維持機構、
特にミトコンドリア RNA chaperon: p32 を
中心とした翻訳の分子基盤の解明はいまだ
明らかでなく、この機構の解明が新たな治療
へつながる事が考えられる。 
 
２．研究の目的 
ミトコンドリア DNA 維持に必須のミトコン
ドリア転写因子 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。
p32 の機能解析として p32 は mtRNA に結合
しミトコンドリア翻訳に影響を及ぼすこと
を初めて見出してきた。本研究では「ミトコ
ンドリアエネルギー代謝に必須の蛋白p32の
分子、細胞レベルでの機能解析、さらに種々
の疾患への関与を解明するため、p32 コンデ
ィショナルノックアウトマウスの作製、解析
を行う」ことを目的とする。具体的には p32
の分子機能――精製 p32 による RNA 結合、
翻訳調節、相互作用する分子の同定と機能連
関を明らかにする。さらに神経特異的、p32 
コンディショナルノックアウトマウスの解
析から個体への影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)p32 臓器特異的ノックアウトマウスの作
製、解析 
Cre/loxP システムを用いた部位特異的ノッ
クアウトマウスを作製する。まず初めに、p32
全身ノックアウトマウスを作製し、胎生致死
であることは確認できた。脳での臓器特異的
ノックアウトマウスも作製し生体内での p32
の役割を解明する。ます、生まれたノックア
ウトマウスの体重、寿命、行動を調べる。P32
ノックアウトした臓器を免疫染色と HE 染色
し、マウス個体レベルでどの組織、細胞に障
害があるのか、その障害がどう症状とリンク
するのか推測する。また、それぞれのノック
アウトした臓器より、ノックアウト細胞を樹
立する。樹立後 wild, hetero, homo の細胞
を使い、mRNA の局在分布の違い、ミトコンド
リア機能評価を測定する。MEF 細胞との相違
点、類似点を探ることで組織特異的な p32 の

機能評価を行うことができる。 
 
(2)p32 ノックアウト細胞のミトコンドリア
機能解析 
作製したノックアウト細胞の増殖、形態を確
認する。そして特にミトコンドリアでの機能
解析を進める予定である。ノックアウト細胞
のミトコンドリア形態を、免疫染色（Mito 
Tracker Red、p32）、電子顕微鏡で確認する。
ミトコンドリアでコードされているタンパ
ク質（coxI、coxII、ND2）やミトコンドリア
膜に局在するcomplexI～complexIVの複合体
構成タンパク質（NDUFA9、SDHA、UQCRFS1、
coxVa）の発現量を Western Blotting で調べ
る。 
(3)酸素消費量は、クラーク型酸素電極付き
液相酸素測定システムを用いて測定する。呼
吸鎖活性は、complexI、II、III、IV 全ての
基質、阻害剤を用いて波長変化をモニターし
測定する。 
 
(4)p32 ノックアウト細胞の解析 
神経、オリゴデンドロサイト細胞を単離し機
能解析を進める翻訳活性化に関与する、S6K, 
Ribosomal p70S6K のリン酸化の程度を
western blot 法にて確認する。 
 
４．研究成果 
１．p32 神経特異的ノックアウトマウスは、
生後 4週齢から体重が減少し始め、振戦を起
こすようになり約 8週齢で死亡した。脳組織
をHB,KB染色するとノックアウトマウスでは
白質部位に空胞が確認でき、さらに脱髄を起
こしていた。空胞は週齢を重ねるごとに増加
した。これらの症状は、白質脳症の典型例で
あると考えられる。 
 
２．神経細胞、軸索、オリゴデンドロサイト、
アストロサイトなど、脳組織の免疫染色を行
った。p32 神経特異的ノックアウトマウスで
は、オリゴデンドロサイトが空砲を取り囲む
像が確認できた。よって、この空胞はオリゴ
デンドロサイトの異常、髄鞘形成不全による
ものだと考えられる。また、アストロサイト、
神経細胞体にはあまり変化が認められなか
った。 
 
３．神経細胞を用いた primary culture では
神経細胞の neurite の伸びには差がないが、
p32 ノックアウト神経細胞では軸索形成が低
下していた。さらに、長期培養で neurite の
崩壊を観察した。 
 
４．生後 2日目のマウス脳からオリゴデンド
ロサイト前駆細胞を抽出し培養すると、p32
ノックアウトのオリゴデンドロサイトは細
胞数は減少し、分化も未成熟であった。電子
顕微鏡解析より、p32 ノックアウトマウスで
は髄鞘形成に異常をきたし、数も激減した。 
これらのことより神経特異的p32ノックアウ



トマウスは白質脳症になり、その原因はオリ
ゴデンドロサイト分化異常による髄鞘の形
成不全、神経細胞軸索の維持機構の破綻によ
ると考えられた。このマウスをさらに解析し、
白質脳症の病態原因究明できればと考えて
いる。 
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