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研究成果の概要（和文）：本研究ではミトコンドリアDNA（mtDNA）量の調節機構および責任因子を解明することを目的
とし、マウスを絶食等の生理的な環境変化に一時的に曝すことで、mtDNA量への影響と分子メカニズムの理解を目指し
た。その結果、一部の組織でmtDNA量が減少する様子を観察し、さらに同組織において細胞内分解機構の活性化が示さ
れた。一方で、mtDNA量の減少が示された一部の組織において、一時的な絶食後にmtDNAのバイオジェネシスに関する多
くの遺伝子の発現量が上昇していた。このことからmtDNA量の減少は複製機構の変化によるものではなく分解機構の影
響が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to understand the mechanism that regulates the turnover of
 mitochondrial DNA (mtDNA), an extra-nuclear genome. First, we demonstrated that the quantity of mtDNA dif
fers among mouse tissues that differ in metabolic properties using real-time PCR. To investigate the facto
rs regulating mtDNA copy number, we temporarily fasted mice to alter the physiological environment. Follow
ing fasting, the quantity of mtDNA decreased in some tissues. However, expression of several genes that po
sitively regulate mtDNA copy number increased in most tissues, and the intracellular degradation machinery
 was activated in the fasted state. These observations indicate that autophagy may be associated with turn
over of mtDNA.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ミトコンドリアは哺乳類細胞のオルガネラの

中では唯一核とは独立した独自のゲノムであ

るミトコンドリア DNA（mtDNA）分子を保有して

おり、複数の mtDNA分子が細胞内に存在し

ている。そして、この mtDNA 分子には呼吸鎖

酵素複合体の構造遺伝子の一部がコードさ

れている。mtDNA量と細胞のエネルギー需要

はおおよそ並行していると考えられており、例

えば、代謝特性の異なる組織間で mtDNA量

は異なること、運動などのエネルギーの欠乏

などに応じて変動することが示されている。こ

のことから、mtDNA の「量」の概念も生物機能

上の重要な要素となる。  

細胞内において適切なmtDNA量を維持す

るために、mtDNA の代謝回転、すなわち複製

と分解のバランスが適正に制御されていること

が理解されている。mtDNAの複製においては、

核 DNA と独立に行われ、有糸分裂後も独自

に複製を続けてその量を維持していると考え

られている。一方で、肝細胞のような静止期の

細胞においても、mtDNA の複製・分解が頻繁

かつランダムに行われていることが示唆されて

いる。しかしながら、mtDNA の日常的な量の

維持および代謝回転の観点から分解機構に

注目した例は少なく、その因子やメカニズムに

関する知見は乏しいのが背景にある。 

そこで本研究では、mtDNAの分解因子の１

つとして、細胞内大規模分解系オートファジ

ーに注目した。この過程は、主に飢餓等のエ

ネルギー欠乏により活性化されるが、飢餓適

応としてのタンパク質異化およびアミノ酸供給

という役割だけでなく、日常的なタンパク質の

品質管理という機能が存在すると考えられて

いる。つまりオートファジーがいわゆる特異性

を有していなくてもミトコンドリアおよび mtDNA

の代謝回転に貢献している可能性が考えられ

る。また、この飢餓誘導型オートファジーはオ

ルガネラなどの巨大なタンパク質を丸ごと分解

できることが明らかとなっており、実際に飢餓

時にオートファゴソーム膜およびオートリソソー

ム膜によりミトコンドリアが隔離された様子が検

出されている。以上のことから、オートファジー

は、栄養条件や運動によるエネルギー欠乏な

どの日常的に起こりうる様々な生理的環境要

因によって引き起こされることが想定され、恒

常的あるいは一過的に、大規模かつ非特異

的に細胞質成分とともにミトコンドリアを分解し

ミトコンドリアおよび mtDNA の恒常的な品質

管理に働いているのではないかと考えた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、哺乳類における mtDNA の代

謝回転機構への飢餓誘導型オートファジーの

関与を解明することに主眼を置いた。そのた

め、オートファジーが誘導される一時的な絶

食条件にマウス個体を曝すことによりオートフ

ァジーによるmtDNAの分解が行われているか

否かを解析した。具体的には、一時的絶食マ

ウスの組織を用いて、1）mtDNA 量の減少の

有無をリアルタイムPCR法およびΔΔCt法に

より解析し、2）オートファゴソーム膜またはオ

ートリソソーム膜によりミトコンドリアが隔離され

ている像を捉えることで、オートファジーによる

mtDNA 分解を組織形態学的に解析した。 

 

３．研究の方法 

（１）mtDNA量の相対定量法 

 本研究では、mtDNA 量の相対定量解析の

ためにリアルタイム PCR 法および、ΔΔCt 法

を用いた。本研究におけるΔΔCt 法では、

PCR反応において標的遺伝子 (ミトコンドリア) 

の増幅量に対する対照となる遺伝子 (核) の

増幅量の比を求め、摂食マウス（コントロール）

に対する一時的絶食マウスの mtDNA量を算

出することを可能とした。 

 

（２）一時的絶食マウスにおける体重変動 

 マウスの体重測定にはC57BL/6J 等の近交

系マウスを用い、絶食条件は摂食（コントロー



ル）、絶食、再摂食とする（いずれも自由飲水

条件下）。絶食開始日から終了日までの期間、

同一時刻に体重測定を行った。 

 

（３）一時的絶食マウス組織のmtDNA量の相

対定量解析 

 摂食、絶食、再摂食条件で飼育した（２）に

ついて、体重測定後のマウスの多様な組織を

採取し、総 DNA抽出を行った。mtDNA量の

測定をリアルタイムPCR法およびΔΔCt法は

（１）で決定した条件に基づいて実施し、得ら

れたデータについては統計的解析を行った。 

 

（４）オートファジーおよびミトコンドリア可視化

トランスジェニックマウスを用いた一時的絶食

による組織形態学的解析 

 絶食マウスの各組織において、オートファジ

ーによるミトコンドリアの分解を組織形態学的

に解析し、mtDNA 分解への関連性を検証し

た。オートファジーにおける、隔離膜の出現か

らリソソームに分解されるまでを特異的にモニ

ターする目的で、膜に特異的に存在する LC3

に GFP を標識したトランスジェニック（Tg）マウ

ス (GFP‐LC3‐Tg マウス) を用いた (Mol. 

Biol. Cell, 15(3): 1101-1011, 2004) 。さらに、

オートファジーとミトコンドリアを同時検出する

ため、ミトコンドリアにDsRed2を標識したTgマ

ウスを用いた （Transgenic Res., 13(2): 

191-194, 2004）。上記2系統のTgマウスを交

雑させた GFP‐LC3 × mtDsRed2 double Tg

マウスは、前述のように自由飲水条件で摂食

および一時的な絶食等の条件下で飼育した。

組織サンプルから凍結切片を作製し、解析に

使用した。ミトコンドリアを隔離するオートファ

ゴソームおよびオートリソソームを探索し、2D

および 3D画像を取得し、形態学的解析を行

った。 

 

（５）組織特異的オートファジー欠損マウスに

おける一時的絶食による mtDNA 量の解析 

 一時的な絶食時のmtDNA量の変化が飢餓

誘導型オートファジーに起因する現象である

か検証するために、組織特異的オートファジ

ー欠損マウスを一時的絶食条件下で飼育し、

mtDNA量の解析を行った。条件的・組織特異

的オートファジーノックアウト（KO）マウスであ

る Atg7Flox/Flox：Cre マウス（J Cell Biol., 

169(3):425-434, 2005）を用いて、Atg7 が完全

に機能欠損となる条件をサザンハイブリダイゼ

ーション法およびウエスタンブロッティング法を

用いて決定した。 

 mtDNA 量の減少が飢餓誘導型オートファジ

ーに起因するものであるかを検討するために、

Atg7Flox/Flox： Cre マウスにおいてオートファジ

ー欠損を誘導し、摂食および絶食条件で飼

育管理した後に、KOマウス組織由来の

mtDNA量をリアルタイムPCR法およびΔΔCt

法にて解析した。 

 

（６）一時的絶食マウス組織におけるミトコンドリア

バイオジェネシスに関する遺伝子群の発現定量

解析 

 一時的な絶食時のmtDNA量の変動について

さらなる詳細な解析を行うために、絶食時のマウ

ス組織における mtDNA複製活性を解析した。

（２）と同様の一時的な絶食条件にマウスを曝し、

組織から総 RNA量を抽出し、リアルタイム

RT-PCR 法によりミトコンドリアバイオジェネシス

に関する遺伝子の発現定量解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）mtDNA量の相対定量法 

 5倍希釈系列のコントロールDNAを用いたリ

アルタイム PCR 反応により、各プライマーの

Ct 値から作製した標準曲線の傾き（増幅効

率）がほぼ等しいこと、また理論値に近いこと

を確認した。さらに、5倍希釈系列のコントロー

ル DNA毎のΔCt 値(ΔCt 値＝mtDNA の Ct

値－核 DNA の Ct 値)を対数グラフにプロット

し、その近似直線の傾きを解析した結果、両



プライマーを用いた時の反応効率の差が＜

¦0.1¦であったため、各プライマーの増幅効率

はほぼ等しいことが示され、Ct 値の差が正確

に初期鋳型mtDNA量の差を反映していること

を確認した(User Bulletin ♯2, 1997, Life 

Technologies)。以上の結果から、この両プライ

マーセットを用いてΔΔCt法により mtDNAの

定量解析が可能であることが確認された。 

 

（２）一時的絶食マウスにおける体重変動 

 絶食および再摂食によるマウスの体重への

影響を解析した結果、絶食条件下のマウスは、

コントロール個体と比べて有意に減少した(P

＜0.001)。また、再摂食によりコントロールとの

有意差は検出されなくなるまでに体重が回復

する様子を観察した。 

 

（３）一時的絶食マウス組織のmtDNA量の相

対定量解析 

 まず定常状態のマウス組織における mtDNA

の測定を行った。組織間で最も mtDNA量の

少なかった胸腺のmtDNA量を基準とし、各組

織のmtDNA量の相対値についてΔΔCt 法

を用いて算出した。その結果、心筋の mtDNA

量が最も多く、順に骨格筋、肝臓、腎臓、大脳

皮質において mtDNA 量が多い結果が示され、

この結果は、過去の報告とおおよそ一致した

（Nucleic Acids Research, 40(20): 

10124-10138, 2012）。また、最も mtDNA 量の

少ない胸腺と上記組織のmtDNA量の差は10

倍以上であることが示された。 

 さらに、絶食および再摂食条件下のマウス

組織のmtDNA量の変化について解析した結

果、一部の組織において mtDNA量の著しい

減少が示された。同組織における mtDNA 量

は絶食後の再摂食において摂食個体（コント

ロール）と有為差が認められなくなる程度まで

に増加した。 

 

（４）オートファジーおよびミトコンドリア可視化

Tg マウスを用いた一時的絶食による組織形

態学的解析 

予てより、飢餓適応により活性化されたオー

トファジーがミトコンドリアを分解対象とすること

が報告されている。本研究で示された現象は、

一時的絶食により誘導されたオートファジーに

よって mtDNA が分解された可能性がある。そ

こで本仮説の検証のため、mtDNA 分解にお

けるオートファジーの関与を視覚的に捉えるこ

とを目的とし、オートファジーおよびミトコンドリ

アの可視化 Tg マウスを用いて形態学的解析

を行った。その結果、一時的絶食状態のマウ

スの特定組織において、ミトコンドリアがオート

ファゴソームまたはオートリソソーム様の膜によ

り覆われていることを観察した。また、この傾向

は著しい mtDNA量の変化が認められた組織

において強く示された。 

 

（５）組織特異的オートファジー欠損マウスに

おける絶食による mtDNA 量の解析 

 条件的・組織特異的オートファジーKOマウ

スである Atg7Flox/Flox：Cre マウスを用いて、現

時点では最適なKO誘導条件を検討し、解析

を実施している。 

 

（６）絶食マウス組織におけるミトコンドリアバイオ

ジェネシスに関する遺伝子群の発現定量解析 

 本項目においてもΔΔCt 解析を行うため、

（１）の原理に基づいて、各標的遺伝子および

内在性コントロール遺伝子に対するプライマ

ーの反応効率等がほぼ一致する条件を設定

し、RT-PCR を行った。その結果、mtDNA 量

の減少が示された一部の組織において、絶食

後にmtDNA のバイオジェネシスに関する多く

の遺伝子の発現量の上昇が認められた。過

去の報告においても一部の遺伝子について

は同様の結果が示されており、（Nature, 434: 

113-118, 2005）、これらのことから、mtDNA 量

の減少は複製機構の活性低下によるもので

はなく、分解機構の活性化による影響が示唆



され、絶食により誘導されたオートファジーに

よって mtDNA が分解されるとした仮説を支持

する結果が示された。 
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