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研究成果の概要（和文）：(1)ミトコンドリアの基礎的機能解析：ミトコンドリアDNAの複製における7SDNAの役割、ミ
トコンリア内プロテアーゼClPXPによるmRNAの制御機構、マイトファジーの新規制御機構等を明らかにした。ミトコン
ドリア内翻訳因子ｐ32の臓器特異的ノックアウトマウスを作製し、その病態を解析した。
(2)ミトコンドリア病の診断システム：質量分析によるメタボローム、プロテオーム解析系を立ち上げた。ミトコンド
リア病患者血漿のメタボローム解析を行い新規のバイオマーカー候補を見出し、ミトコンドリア病モデルマウスでも確
認した。マイトファジー制御経路と新規のミトコンドリア病の原因遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：(1)Basic research for mitochondria: We show that 7SDNA is involved in asymmetric 
mode of mitochondrial DNA replication, mitochondrial protease ClPXP regulates mitochondrial mRNA through 
LRPPRC1 degradation, and new pathways for mitophagy regulation.
(2) Analysis of mitochondrial diseases: The metabolome and proteome analysis systems with LC/MS have been 
set up. Then, we performed metabolome analysis of plasma of 20 patients with mitochondrial disease, 
MELAS. We identified several metabolites as new candidate biomarkers for MELAS. These metabolites were 
also found in a mouse mitochondrial disease model. A new gene causing mitochondrial disease of a human 
patient is identified through an extensive genomic DNA survey by next generation DNA sequencing.
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１．研究開始当初の背景 
＜はじめに＞ 

ミトコンドリア DNA は非常に強い酸化
障害を受ける環境下にあるため、ミトコンド
リア DNA 障害（あるいは変異）が加齢に伴
って体細胞に蓄積し、パーキンソン病などの
神経変性疾患や心血管系の異常、糖尿病、癌
などのいわゆる common disease の発症と進
展、さらには個体の全般的な老化にも重要と
の概念が認められつつある。これまで、稀な
先天性のミトコンドリア脳筋症の原因とし
て生殖細胞系列におけるミトコンドリア
DNA の変異が研究対象なっていたが、申請
者は世界に先駆けて体細胞ミトコンドリア
DNA の維持の重要性に着目し、その維持機
構と疾患との関連について研究を続けてき
た。 
＜経緯＞ 

申請者は、酸化障害 DNA の修復系とし
て塩基除去修復系がミトコンドリアに存在
することを遺伝子、蛋白質、活性の全ての面
から初めて証明し、その神経疾患、心疾患、
癌との病態との関連についても報告してき
た。ミトコンドリア DNA 維持機構の研究過
程で、ミトコンドリア転写因子Ａ（TFAM）
が、ミトコンドリア DNA を覆うヒストン様
蛋白質として機能していることを見出した。
このことから、TFAM がミトコンドリア
DNA のヌクレオソーム様の高次構造（ヌク
レオイド）を形成しているとの新概念を提唱
している。このヌクレオイド構造はミトコン
ドリア DNA 維持に決定的に重要であること
も RNAi を用いた実験で明らかにした。
TFAM 過剰発現トランスジェーニックマウ
スを作製したところ、心筋梗塞 4 週後死亡率
が野生型の 35％に対して、TFAM マウスは
死亡率が 0％と強い抵抗性を示した。さらに、
このマウスでは外観、運動能力、学習能力、
神経組織の酸化障害などの自然老化による
変化が著明に抑制されていた。 

疾患と老化の予防において体細胞ミト
コンドリア DNA を守ることの重要性をはっ
きり示すこれら一連の研究成果から、今後ミ
トコンドリア DNA とその維持に関わる検査
は、幅広く一般疾患にも重要になると考える
ようになった。 
 
２．研究の目的 

基本プロジェクトを組織し,それを有機
的につなげるシステムを作り上げることを
目指している。基本プロジェクトとは以下の
二つである。（1）ミトコンドリア維持機構の
基礎研究、（2）ミトコンドリア DNA 検査診断
システム。本研究計画では、これらのデータ
の蓄積を踏まえ、ゲノミクス、プロテオミク
スに加えメタボロミクスを統合したシステ
ムの構築を通じて、ミトコンドリア検査をミ
トコンドリア遺伝子診断から、広範囲な臓器
特異的ミトコンドリア機能評価へと発展さ
せることを目指している。 

 
３．研究の方法 
(１)ミトコンドリアDNAとミトコンドリア機
能の基礎研究  
(i)ミトコンドリアDNAヌクレオイドの機能

的役割：TFAM 過剰発現マウスの解析。 
(ii) ミトコンドリア蛋白質翻訳機構解

析：ｐ32 ノックアウトマウスの解析。 
(iii)新規マイトファジー制御因子の探

索：ヒト細胞でスクリーニングする。 
(２)血液を用いたミトコンドリア機能評価
検査診断システムの構築  
(i)メタボローム解析：臓器別ミトコンドリ

アマウスの代謝変化を解析。 
(ii) プ ロ テ オ ミ ク ス 解 析 ： Multiple 

Reaction Monitoring（MRM）法によるプ
ロテオミクス解析系の確立。 

 
４．研究成果 
(１)ミトコンドリアDNAとミトコンドリア機
能の基礎研究 
(i)ミトコンドリア DNA 複製と維持機構： 

ミトコンドリア DNA は D-loop 領域に 7S 
DNA と呼ばれる１本鎖 DNA を含む 3 本鎖構造
をとる分子が多数存在する。その存在は 40
年以上前から知られているが、その生理的な
意義は不明である。ミトコンドリア DNA の両
ストランドは L鎖と H鎖と呼ばれている。ミ
トコンドリアでは、複製において H鎖の複製
が先行する核DNAと違う非対称的複製モード
と、核 DNA と同じく両ストランドの複製が同
時に進む対称的複製モードの2種類が存在す
る（図１）。両モードを 2 次元電気泳動によ
る複製中間体の解析により区別した結果、7S 

DNA は非対称的複
製モードが抑制さ
れたときに減少す
ることを見出し、
7S DNA が非対称的
複製モードに関与

することを見出した（原著１）。 
DNA のメチル化によるエピゲノミック制

御は核DNAの発現制御において非常に重要な
役割を担っている。ミトコンドリア DNA では
DNA のメチル化の存在そのものが長い議論の
対象になっている。公開されている網羅的な
ゲノムメチル化データベースではミトコン
ドリア DNAでは L鎖にメチル化が偏在すると
いう、通常の DNA メチル化反応とは矛盾する
報告が多数存在する。我々は極めて高純度に
精製したミトコンドリアDNAを用いて質量分
析で解析した結果、有意な量のメチル化シト
シンは検出できなかった。一方でその高純度
のミトコンドリア DNA を用い、通常行われる
脱アミノ化反応によるシトシンのウラシル
化後のPCRシークエンスによるメチル化の検
出を試みた結果、確かに高度に L鎖のメチル
化が検出できた。メチル化がないはずの PCR
で増幅したミトコンドリアDNAでも同様の結
果が得られた。そこで脱アミノ化反応の条件



を検討したところ、ミトコンドリア DNA の H
鎖は、通常行われている脱アミノ化反応時間
で十分に脱アミノ化されるが、L 鎖はほとん
ど脱アミノ化されないことが分かった。脱ア
ミノ化反応時間を充分にとると、これまで観
察されたL鎖の見かけ上のメチル化は消失し
た。これらのことより、ミトコンドリア DNA
がメチル化されているとのこれまでの報告
は脱アミノ化条件が不十分であることが原
因であることを明らかにし、ミトコンドリア
DNA にメチル化がないことを最終的に証明で
きたと考えている（投稿中）。 

ミトコンドリアのDNAヘリカーゼである
Twinkle の過剰発現マウスを用いて、複製の
亢進によるミトコンドリア DNA の増加が、
TFAM の過剰発現マウスと同様に心筋の保護
作用があることを見出し、改めて組織や臓器
の機能維持にミトコンドリアDNAの維持が重
要であることを示した（原著 10）。 
(ii) ミトコンドリア DNA 翻訳機構の解析： 

これまでにp32/gC1qRが RNAシャペロン
としてミトコンドリアDNAの翻訳を制御して
いることを、p32 遺伝子ノックアウトマウス
の MEF 細胞を用いて明らかにした。全身性の
p32 遺伝子ノックアウトマウスは胎生致死で
あったので、本期間に心筋、神経、マクロフ
ァージ特異的ノックアウトマウスの解析を
行った。それぞれ、拡張性心筋症、白質脳症、
抗原提示能低下を引き起こした。特に神経特
異的ノックアウトでは、神経細胞死ではなく
ミエリン細胞の細胞死による軸索変性が強
く出現し、ミトコンドリアでの翻訳低下の神
経細胞種間の感受性の違いが明らかにでき
た（心筋、神経は投稿中、マクロファージは
投稿準備中）。 

ミトコンドリアに存在するプロテアー
ゼはミトコンドリアタンパク質の品質管理
に重要な役割を果たしている。mRNA の安定性
に関わるLRPPRC1がミトコンドリアに存在す
るプロテアーゼ ClPx の特異的基質であるこ
と、ClPx が LRPPRC1 分解を通してミトコンド
リアの翻訳を制御しているのみならず、mRNA
のプロセッシングも制御していることを示
した（投稿中）。 
(iii)新規マイトファジー制御因子の探索： 

ヒト細胞でのミトコンドリア特異的オ
ートファジー（マイトファジー）を蛍光タン
パク質で検出する新しい系を作り上げ、網羅
的 RNAi ライブラリーでスクリーニングした
結果、MAPK1、 MAPK14 経路がマイトファジー
誘導シグナル経路であることを見出した。さ
ら に マ イ ト フ ァ ジ ー は 、 alternative 
autophagy の様式で基本的に起こることを明
らかにした（原著 12）。 

ATG32 は酵母でのマイトファジーの必須
アダプター因子である。酵母Pichia pastoris
での ATG32 の発現が Sin3-Rpd3 複合体でコン
トロールされていた（原著 17） 

ATG32 の活性化にはリン酸化が必要であ
ることを見出し、そのキナーゼが Casein 

kinase 2 であることを同定した（原著 31） 
 

(２)血液を用いたミトコンドリア機能評価
検査診断システムの構築  
(i)メタボローム、プロテオーム解析： 

まず、血漿に含まれる多種多様な低分子
代謝物をできるだけ網羅的に測定できるよ

う、分画法等を
最適化し、複数
の質量分析装置
や分離モードを
組み合わせた独
自の全方位的代
謝 物 測 定 技 術
（メタボローム

解析）を基本的に確立した（図 2）。現在、血
漿から約 1000 種の代謝産物が解析できる。
Multiple Reaction Monitoring（MRM）法に
よるプロテオーム解析系も立ち上げ、タンパ
ク質研究において重要なリン酸化タンパク
質の同定系も稼働している。代謝、タンパク
質解析で現在多くの研究室と共同研究が進
行中であり、代謝解析の共同研究の一例は原
著 18。 

臓器別のミトコンドリア機能障害モデ
ルとして、臓器特異的ｐ32 ノックアウトマウ
ス血漿のメタボローム解析を行い、有用な臓
器特異的な低分子代謝物・脂質の複合診断マ

ーカーを絞り込んでい
る（図 3、特許と今後の
研究の関係から、低解像
度にしている）。今後そ
れらの有用性の検証を

行っていく予定。 
(ii)ミトコンドリア病患者血漿の解析： 

ミトコンドリア病の MELAS 患者 20 名と
対照群 20 名の血漿を用いて代謝物解析を行
い、これまで知られていなかった共通した化
学特性を持つ一群の代謝産物を同定した。そ
れらはミトコンドリア病モデルマウスにお
いても確認された。現在、それらの疾患の病
態における意義を解析中。 
(iii)新規ミトコンドリア病遺伝子の探索 

原因遺伝子未知のミトコンドリア病患
者の次世代シークエンサーを用いた解析の
結果、ECHS1 を原因遺伝子として同定した（原
著 16）。 
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