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研究成果の概要（和文）：カルジオリピン（CL）はミトコンドリアの内膜特異的に存在し、ミトコンドリアの機能や構
造の維持に必須なリン脂質であると考えられている。CL合成酵素を欠損した線虫C. elegansでは、生殖細胞のミトコン
ドリアに異常を来たし不妊になるにも関わらず、体細胞のミトコンドリアは正常に保たれることを研究代表者は明らか
にしている。本研究では、体細胞のミトコンドリアがカルジオリピンの減少という危機的状況をどのように回避するの
か、その分子基盤を明らかにすることを目的とし、未知のCL合成経路の順遺伝学的スクリーニングを行い、CL含量が減
少した新規遺伝子変異線虫の作成に成功した。

研究成果の概要（英文）：Cardiolipin (CL) is an acidic phospholipid specifically localized in 
mitochondrial inner membrane. By interacting with various mitochondrial proteins, CL contributes to the 
maintenance of the structure and function of those mitochondrial proteins. We have demonstrated that 
deletion of CL synthase (crls-1) selectively caused abnormal mitochondrial function and morphology in 
germ cells but not in somatic cells. In this study, by a forward genetic screening, we isolated a gene 
deletion mutant that shows synthetic lethal phenotype in combination with the crls-1 deletion mutant 
allele. This is the first study to suggest the existence of a novel CL synthetic pathway or a 
phospholipid that compensate the function of CL in C. elegans.

研究分野：医歯薬学

キーワード： カルジオリピン　ミトコンドリア　脂質　線虫　生殖細胞　体細胞

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 カルジオリピン（CL）はミトコンドリアの
内膜に局在する微量リン脂質である（下図参
照）。これまでの酵母や培養細胞を用いた研
究から、CL がミトコンドリア内エネルギー産
生に関わる種々の機能タンパク質と相互作
用し活性発現を促進すること、ミトコンドリ
アからのチトクロム cの放出を抑制すること
でアポトーシスを調節すること、CL のミトコ
ンドリア外膜へ露出がミトコンドリア選択
的オートファジーの起点となることなどが
明らかになっており、単なる膜リン脂質にと
どまらない機能性リン脂質として注目され
ている。しかし、CL 合成酵素のノックアウト
マウスは作成されておらず、個体レベルでの
充分な機能解析は行われていなかった。 
 そこで研究代表者は、遺伝学的解析が容易
な線虫 C. elegans を用い、カルジオリピン
の個体レベルにおける生理機能を明らかに
することを試みた。その結果、CL 合成酵素
（cls-1）の遺伝子欠損線虫は生殖細胞のミ
トコンドリアに機能低下や構造異常を来た
し、生殖細胞の増殖不全により不妊となるこ
とを明らかにした。 

 
２．研究の目的 
 CL 合成酵素（cls-1）の遺伝子欠損線虫は
生殖細胞の増殖不全により不妊となったも
のの、非常に興味深いことに cls-1 欠損線虫
は筋肉細胞や上皮細胞などの体細胞系列に
は異常を示さず、体細胞のミトコンドリア機
能や構造、細胞増殖能は正常であることも明
らかとなった（Sakamoto et al, JBC, 2012）。
また、cls-1 欠損線虫は活性中心がゲノムか
ら欠失しているにも関わらず、CL は野生型に
比べ 40%残存していた。この結果は cls-1 に
対する RNAi 処理でも再現された。また、線
虫以外の解析例として、HeLa 細胞で CL 合成
酵素遺伝子に対する RNAi を行っても CL が
40%程度残存することが報告されている。こ
れらの結果から、研究代表者は以下の２つの
仮説を立てた。 
 ① 線虫には既存の CL 合成酵素（cls-1）
を介さない未知の CL 合成経路が存在する。 
 ② 体細胞のミトコンドリアでは生命維持
のために他のリン脂質が CL の機能を代替す
る。 
 本研究の目的は、この仮説を検証すること
により、CL を中心とした線虫の体細胞の生存
に関わる必須リン脂質、および CL の機能を

相補する新たな代謝経路（新規 CL 合成酵素
を含む）を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
（1）未知の CL 合成経路の順遺伝学的スクリ
ーニング 
 順遺伝学的スクリーニングにより、未知の
CL 合成経路に関わる分子（便宜的に cls-2 と
呼ぶ）を同定する。cls-1 ヘテロ線虫
（cls-1(+/-)）からは、cls-1 欠損線虫
（cls-1(-/-)）が 25％の確率で産まれる。
cls-1(+/-)に対しエタンメタンスルホン酸
処理を行いランダムに点変異を導入し、変異
導入により cls-1(-/-)の出現率が 25％を大
きく下回る cls-1(+/-);cls-2(-/-)をスクリ
ーニングした（下図参照）。 

 
（2）リン脂質組成の解析 
 (1) の ス ク リ ー ニ ン グ で 得 ら れ る
cls-1(+/-);cls-2(-/-)候補線虫に対して、
リン脂質組成がどのように変動しているの
か、Bligh and Dyer 法による脂質抽出と
Rouser 法によるリン定量により検討した。 
 
（3）PHGPx 欠損線虫の表現型解析 
 CL の過酸化を抑制する抗酸化酵素である
PHGPx の遺伝子欠損線虫を作成し、寿命に関
する表現型を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）未知の CL 合成経路の順遺伝学的スクリ
ーニング 
 約1000匹のP0世代cls-1(+/-)に対しエタ
ンメタンスルホン酸処理を行いランダムに
点変異を導入した。次亜塩素酸処理により F1
世代を取り出し、32,000 匹を 40 本のフリー
ズ ス ト ッ ク と し て 分 け て 保 存 し た 。
cls-1(-/-)線虫は生殖細胞の増殖異常によ



り不妊となる。まず、全てのフリーズストッ
クの F2 世代に対して目視により不妊という
表現型を示す F3 世代が生まれていないもの
をスクリーニングした。その結果、92 ライン
の cls-1(+/-);cls-2(-/-)候補線虫が得られ
た。次いで目視よりも正確性を増すための二
次スクリーニングを行った。一次スクリーニ
ングで得られた 92 ラインの cls-1(+/-); 
cls-2(-/-)候補線虫に対して、PCR により
cls-1 の遺伝子型を確認し、cls-1(-/-)の出
現率が 1％以下に低下するラインを 4 ライン
得た（下表参照）。 

 
（2）リン脂質組成の解析 
 スクリーニングによって得られた 4ライン
の cls-1(+/-);cls-2(-/-)候補線虫に対して
CL を含む各種リン脂質の定量を行った。その
結果、4ライン中２ラインで若干 CL が減少し
ていたが、他の２ラインについては CL 量の
変動は見られなかった。また、ホスファチジ
ルコリンやホスファチジルエタノールアミ
ンといった他のリン脂質含量に変動は見ら
れなかった。研究代表者は cls-1 欠損線虫に
対してホスファチジルセリン（PS）合成酵素
の RNAi を行うと成長停止が起きることを明
らかにしているが、スクリーニングによって
得られた 4 ラインの cls-1(+/-);cls-2(-/-)
候補線虫では PS の含量に変動は見られず、
これらの 4 ラインは PS 合成とは無関係に体
細胞に異常が現れているものと考えられた
（下図参照）。 

 
（3）PHGPx 欠損線虫における寿命短縮表現型
に関する解析 
 リン脂質ヒドロペルオキシドグルタチオ
ンペルオキシダーゼ（PHGPx）は活性中心に
セレノシステインを有するセレンタンパク

質で、生体膜に生じたリン脂質ヒドロペルオ
キシドを直接消去できる細胞内唯一の抗酸
化酵素である。研究代表者らはこれまでに、
PHGPxがミトコンドリアに局在するCLの過酸
化を抑制することにより、抗アポトーシス作
用を示すことを明らかにしている。そこで、
PHGPx 欠損線虫を作成し寿命を解析したとこ
ろ、野生型線虫に比べ数日寿命が短くなるこ
とが明らかになった。また、脂溶性の抗酸化
ビタミンであるαトコフェロールを PHGPx欠
損線虫に与えることにより、寿命が野生型と
同レベルに回復することを明らかにした。ミ
トコンドリアにおいてどの程度 CL の過酸化
が亢進しているかは未検討であるが、CL の過
酸化が個体の寿命を制御することを示唆す
るものと研究代表者は考えている（下図参
照）。 

 
 本研究では、線虫の体細胞における新たな
CL 合成経路に関わる分子（cls-2）を単離す
ることを目的とし、その順遺伝学的スクリー
ニングを行った。その結果、cls-2 に変異が
導入されている可能性のある変異線虫が 4ラ
イン得られた。今後、どの遺伝子に変異が導
入されているかを同定することにより、体細
胞のミトコンドリアが CL の減少という危機
的状況をどのように回避するのか、その分子
基盤が明らかになることが期待される。また、
線虫で見出した新たな CL の相補システムが
ヒトにおいても存在するのか解析すること
で、ヒトへの応用も可能になると考えられる。
CL の代謝異常に起因する遺伝性疾患として
Barth 症候群が知られており、本症候群患者
ではミトコンドリアの機能低下が誘発され
る。本研究において、新規の CL 合成経路や
CL の機能を代替するリン脂質が明らかにな
れば、Barth 症候群患者に対して、既存の CL
合成経路をバイパスして CL量を回復させる、
あるいは CL 以外のリン脂質によりミトコン
ドリアを再活性化する、という新しい治療モ
デルを提供することが可能となり、その社会
的意義は大きいと研究代表者は考える。 
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