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ミトコンドリアは，これまでラグビーボールあるいは葉巻状の形をしたも

ので，外膜とマトリックス内に入りくんだ内膜からなり，また，ある程度大き

くなるとその中程に内膜の隔壁を形成して 2分裂する方式でミトコンドリア数

を増生させると考えられてきた.しかし最近，全てのミトコンドリアが融合し

た網状体が観察されたり，クリステは内膜が単純に入り込んだものでないこと

が明らかにされてきたことから，長く保持されていたこれまでの絵図や説明が

間違っていることが明かとなってきた.つまり，ミトコンドリアの研究は，そ

の概念を改めて考察すべき時期を迎えたといえる.

そこで本研究では，ミトコンドリアの中でも中心的な働きを担っている

ATP合成酵素と，心筋細胞においてミトコンドリアの異常な増殖が確認される

ハlSマウス (JuvenileVisceral Steatosis mouse)に着目し，ミトコンドリアのバイ

オジェネシスの解明を目的として，以下の 2つのテーマから解析を行った.

1. ATP合成酵素の分子構築における分子シンク口ナイゼイション現象の発見

哨乳動物のミトコンドリアの ATP合成酵素は 16種のサブユニットが一定

の化学量論比で構築された世界最小の分子モーターで， ATP合成反応を触媒す

るF，と，エネルギ一変換反応に携わる Fo' そしてこの 2つのセグメントをつ

なぐ stalkで構築されているが，これらを構成するサブユニットの発現制御機

構は，いまだ明らかにされていない.そこで本研究では， ATP合成酵素の核遺

伝子にコードされたサブユニットの転写レベルにおける制御システムを明らか

にすることを目的とし， Fo' stalkに属するサフユニット 7種と F，のssubunit， 

そして活性制御因子である IFl(ATPase inhibitor protein)の全9種について転写

物量の解析を行った.その結果，これら 9種のサブユニットの mRr吋Aは大部



分心臓において最も多く発現しているが，これら mRNAの分子モル比は，脳・

肝臓・心臓・ 腎臓の 4種の臓器において，全く同一の割合で発現されているこ i

とが初めて明かとなった.この発現パタ ーンは，2~ 90週齢ラットにおいても

一定に保持されていることが明らかとなった.これは， ATP合成酵素サブユ

ニットを一定の割合で発現するための 3 転写レベルでの分子シンクロナイゼイ

ションシステム“ジ-ンシンクロナイザ"の存在を強く示唆している.

2.ミトコンドリアの分裂・融合・分配に関わる新規因子の探索

全身性カルニチン欠乏マウスである JVSマウスの心筋細胞では，ミ トコン

ドリア数が細胞質の大部分を占めるほど劇的に増加していることが知られてい

る.この事実は， JVSマウスの心筋細胞では，ミトコンドリア数の増加を引き

起こす制御因子が正常マウスのそれに比し極端に多く発現していることを示し

ている.また，ATP合成酵素サブユニットの転写量および組織特異的発現パタ

ーンを調べたところ， JVSマウスと正常マウスとの聞に違いは認められなかっ

た.このことは ミトコンドリアの増加にその構成成分の増減は伴っていない

ことを示しており ミトコンドリアの増殖にはその構成成分の発現とは独立し

た増殖制御機構が存在することが示唆されてきた.

そこで，ミトコンドリア数の増加を引き起こす制御因子を明らかとするた

め，蛍光 DifferentialDisplay法を用いて JVSマウスと正常マウスで発現してい

るmRNAの差を解析した.その結果，現段階でミトコンドリアの増殖に関与す

る可能性のある新規遺伝子を 6種得ることに成功した.とれらの因子の完全長

cDNAクローニングを行なうとともに，これらの因子がミトコンドリアにどの

ような影響を及ぼすかを調べるために，ミトコンドリア輸送ペプチドを融合さ

せた蛍光タンパク発現ベクターと共にこれらの DNA断片を培養細胞中にトラ

ンスフェクトして，生細胞中におけるミトコンドリアの動態変化をタイムラプ

スデコンボリュ -ション CCD蛍光顕微鏡下で直接観察することを考え，その

実験系を確立させた.

今後，0甫乳動物のミトコンドリアの分裂・融合と娘細胞への分配の分子メ

カニズムが解明されることが期待される.
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第 1章 5者 Eコ

全ての生物は，生命維持に必要なエネルギ-源として， 太陽光・食物等か らのエ

ネルギーを， “エネルギ一変換システム"において ATPという形に変換してrtj!)践

し‘これを必要に応じて加水分解することによりエネルギーを得て生命活動を常ん

でいる.真核生物におけるエネルギ一変換反応は，細胞体積の約 22% (肝細胞で

細胞当たり約 1，700個)を占めるミトコンドリアの酸化的リン酸化反応で行われて

おり，ここでエネルギ-要求量の約 80%以上がまかなわれている.

このミ トコンドリアは 40年前に電子顕微鏡写真が撮られて以来， 1ミクロノ川

後のラグビーボールあるいは葉巻状の形をしたもので，外膜とマトリックス内に入

りくんだ内膜からなると，長い間考えられ教科書として定着していた.また，ミト

コンドリアは，半自己増殖能を持っており，それ自身のゲノムと核のゲノムの支配

のもとに成長し ある程度大きくなると，細菌の場合と同践に，ミトコンドリアの

中程に内膜の隔壁(septum)を生じ，その後， 2分裂するノ7式でミトコンドリア

数を増生させると考えられてきた.しかし，最近，これらの長く保持されていた絵

図や説明が間違っている可能性が示唆されてきた1.2)

ミトコンドリアは 高度に動的なオルガネラで，セルサイクルの G1 -期には~

てのミトコンドリアが融合した cellularmitochondrionともいうべき連続した網状体

(continuous reticulum)として観察され(図 1)，そして S-WIにはより小さな色:状

体に断片化されることが観察されたのである3) そこで，このようなミトコンドリ

アの種々の形態の制御において中心的な役割を担っている“分裂"と“融合'¥そ

して娘細胞への“分配"のイベントが，現在の研究の最も問先なホットスポットと

なっている.

ミトコンドリアの分布と動態は，ランダムではなくチュープリンや中間経フィラ

メント (intermediatefilament)等のサイトスケルトンと，キネシンやダイニンなど

のオルガネラを輸送するモータ -蛋白によってコントロ ールされていることが明カ

となっておりの さらに. RutlerとRizzutoは，ミトコンドリア外膜が， endoplasmic 

reticu 1 u m (ER)と結合しており，細胞内のカルシウムシグナリングにおいてミトコ



ンドリアがカルシウムレベルのレギュレータとして重要な役割を演じていると説明

している5)

図 1• 哨乳動物の線維芽細胞におけるミ

トコンドリア網状ネットワーク3)

COS-7細胞のミトコンドリア(緑)

と微小管(赤)を，蛍光抗体法を用いた

共焦点顕微鏡により観察した.ミトコン

ドリアは ATP合成酵素の日サブユニッ

トに対する抗体とローダミン標識した二

次抗体を用いて蛍光標識された.微小位

はチュープリンに対する抗体とフルオレッ

センを結合した二次抗体を用いて蛍光標

識された.

ミトコンドリアの網状構造体は 細胞内カルシウムのホメオスターシスだけでなく，

エネルギ一代謝においても重要な利点がある.すなわち，膜電位の細胞内ケーブル

として機能することにより，細胞内のある部分でエネルギーを生産し，そととは距

離的に離れた部位で使用されることが可能であろう 6)

また，最近の電子線トモグラフィーの研究から，今までのミトコンドリア内の構

造は単純化しすぎており，外膜と内膜聞に多くの接続点があること，クリステは，

膜が単純に入り込んだものでなく，図 2に示されるように，独自のコンパートメ

ノトを作っていることが明らかにされている7)

-2-

図 2. ニワトリ小脳のミトコンドリアの断

片 3Dトモグラムから作製されたコ

ンビューターモデルη

(左)ミトコンドリア内の全体像.

(右)代表的なクリステの 4つのタイプが

示されている.Quicktimeビデオが次のサ

イトで観察できる.

hrtp://www.sci.sdsu.edu!TFreylMitoMovie.htm 

このように，これまで考えられていた様なミトコンドリアの形態やその動態につ

いての概念は新しく書き換えられる時期を迎え，そしてミトコンドリア自体を改め

て考察する必要が生じてきている.また，ミトコンドリアは，ミトコンドリア病を

はじめ，糖尿病，アルツハイマ-病，老化，アポト-シス 等の様々な疾患や生理

的変化に関与していることでも良く知られており，さらに最近では，癌の診断にも

ミトコンドリア遺伝子が利用されるようになってきていることからも、このミトコ

ンドリアの分裂増殖の制御機構といったような基本的な生理反応を明らかにするこ

とにより，上記疾患を筆頭に様々な疾患の治療に役立つ有用な情報が得られること

が大いに期待できる.

そこで，本研究では，ミトコンドリアの中でも中心的な働きを担っている

H+-ATP合成酵素と，心筋細胞においてミトコンドリアの異常な増殖が確認される

JVSマウス (JuvenileVisceral Steatosis mouse) l))に着目し，ミトコンドリアのバイオジ、工

ネシスの解明を目的として， !FH+-ATP合成酵素の転写レベルにおける発現制御機

構の解明』と!FJVSマウスにおけるミトコンドリア数の増加に関わる新規因子の探

索』の 2つのテーマから実験 ・考察を行った.H+-ATP合成酵素と JVSマウスの詳

細については，各章で述べているので ここでは省略する.

-3-
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このような酸化的リン酸化反応の最終反応を司り 、ミトコンドリア機能の中心的

役割を担っているのが，史上最小の分子モーターともいわれる10)H+-ATP合成酵素

である(図 2-2) . H+-ATP合成酵素は F1とFoと呼ばれる機能的に異なるセグメ

/トとこの 2つをつなぐ stalk部分から構成された超分子複合体である .Fl はミ ト

コンドリアの内膜から突出しているATP合成反応の触媒部位であり， Foはプロ ト

ンを透過させる膜内の通過路で、エネルギ一変換反応に携わるセグメン トである.Fl 

セグメントは， α，s， y， 6， Eと呼ばれる 5つのサブユニッ トからなり ，α，sについ

てはその立体構造も Walkerらのグループにより明らかにされ12)，Walkerは 1997

年度のノーベル化学賞を BoyerとSkauらと共に受賞した.一方 Foセグメント と

酸化能の著しい低下 ・細胞老化の鍵は核に存在すると考えられる.しかし，酸化的

リン酸化の組織特異性やミトコンドリアに起因する脳障害や老化(加齢)といった

生体エネルギー学的原因に基づく疾患の詳細については，ほとんど解明されていな

、、A
'じ
v

そこで， 本研究では H+-ATP合成酵素の核にコードされたサブユニットの.転写

レベルにおける制御システムと，加齢に伴う mRNA量の変化の解明を行うために

λalk部分は，ラット2・7.13-23)においては， subunit a， subunit b， subunit c， su bunit d 

subun1t e， factor 6， OSCP (Oligomycin sensitiviけconferringprotein)， A6Lの 8つのサブユ

ニットから構成されている ことが明らかとなっており，更に，ウシ24.25)については

ubunit f， subunit gの存在が，酵母あ)についてはsubunitfの存在が確認されている.

これらの各サブユニットのストイキオメトリーは，Flセグメン トの α，sヲ y，6， Eが

3:3:1:1:1であり27却) ， Foセグメン トの b，d， e， factor 6， OSCP， A6Lがそれぞ

れ1.80，1.10， 2.00， 2.00， 1.10， 1.00 (mol/mol Fl)である4.29.30ことが決定されている.

このように，H+-ATP合成酵素はある定まったストイキオメトリーで構築されてしミ

るわけであるが，転写レベルではいったいどのようになっているのであろうか.

細胞内の好気的エネルギ-供給は，短期的には呼吸調節能で，長期的にはミトコ

ノドリア形成によって調節されている.例えば，ホルモンや解糖系の基質であるグ

ルコース等によって，各酵素遺伝子の発現量が転写レベルで変化する ことが確認さ

れており，また.力日齢によっても酸化的リ ン酸化能は著しく 低下するこ とが知られ

ている3ト36) こうしたことからも，呼吸能を担う各酵素のサブユニットが，様々な

件においてどのような転写調節を受けているのかは，大変興味深いものとなって

くる また，加齢によって酸化的リン酸化能が著しく低下することについてはさら

に.若い細胞の核と老化した細胞の細胞質を融合させたサイブリッド(細胞質雑種)

では，老化細胞由来のミトコンドリアの呼吸能が完全に回復し，逆の組み合わせで

は老化の様相を示すという報告がある12.36.37) このことから加齢による酸化的 リン

筆者らの研究室等でクロ-ニングされたラットの subunitb1118)3subunit C212)‘ subunit 

d23)， subunit eI6)， factor 61り初)，oscpZリと Fl-ssubunit38l，そして ATPの浪費的な分解を

防いでいる 1F1(ATPase inhibitor protein)21)の全 9種について，その転写物量の解析

を行った.

図2・2 ミトコンドリア内膜に存在するH+-ATP合成酵素の模式図

本酵素の触媒部位を構築している Fl複合体は，α，s， y， O， Eのストイキオメ

トリーで構築されており，その三次元的構造が決定されている.他方，エネルギ

一変換部位を構築している Fo複合体は， subunit a， b， c， d， e， Factor 6， OSCP， A6 

から構築されている.そして， Fl複合体の日 subunitに結合して活性制御を行っ

ていると考えられる IFlとから成る

-6- -7-



2.2 実験結果
2.2 -2 プ口-ブの作製

2.2-1 mRNAの定量;去の開発

n3り)pT74})SP641)等のパクテリオファージ 由来の DNA依存性 RNApolymeraseに

特異的なプロモーターの下流に組み込んだ目的 cDNAから， In vItro転写システム

を用いて mRNAを合成し，これを段階希釈して内部標準試料とし，目的のサンプ

ルの poly(ArRNAと同時に一枚のメンブランにブロッティングする.これをハイブ

リダイゼ-ションした後，富士フィルムのイメージングアナライザ- CBAS-1500) 

を用いて各シグナル強度を測定し，内部標準試料のシグナル強度を基にした直線回

帰により，組織 ・細胞内に存在する mRNAの量を計算する ことによ り，その

mRNAの絶対量を 100ngの mRNA当たりの量 (pg!100ngpoly(AfRNA)として得る

ことに成功した.この方法の概略を図 2-3に示す.

筆者らの研究室では，これまでラット日+-ATP合成酵素の Foセグメントの核に

コードされた 7つのサブユニットについて cDNAク口一二ングを行っており lM3)，

今回，図 2-4に示すよ うな部位を切り出してフローブの鋳型とした. このうち

ゅunitcについては シグナルペフチドの異なる 2つのアイソフオームがクロ-ニ

ングされているので21)，図 2-4に示すとおり互いに配列の異なるシグナルペプチド

をコードしている部位を用いた.一方 Fl-ssubunitは，配列J!l)の一部をNested

RT-PCR法でク口一二ングすることにより得た 822-1113のフラグメント (291bps)

を用いた.これらは全て，シークエンスを行って塩基配列を確認後，超遠心で精製

したものを実験に用いた.このとき同時に，クロ 一二ングした各サブユニットに含

まれる poly(AftailのA残基の正確な数を明らかにした.得られたフラグメントの

[J2p] による ラベルは，ランダムプライマ一法により行った.各 プローブは 5X

10コcpm/mlとなるようにハイブリ夕、イゼ-ションバッフアーに加えた.

Poly(A) +R NAの準備

ラット組織の摘出ホ

モジナイズ
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バイオ ・イメージングアナライザ一 :MacBAS-1500 (FUJIF1LM)により解析

図2・3 mRNAの絶対量の定量;去の概要

図2-4 H+-ATP合成酵素サブユニットの cDNAマップとプロープ DNAの構成

Fl-s subunitは， Nested-RTPCRによりクローニングした断片を，他のサブユニットは，

cDNAから左に示す部位を切り出してプローブとした. これらの断片に対する放射ラベ

ルは， [α_32p] dCTPを用いてランダムプライマ一法により行った.
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Poly(A) +RNAの精製2.2・4In Vitro転写システムを用いた mRNAの合成2.2 -3 

約 300代の兄妹交配によ個体問のア-ティファクトを減らす目的で，ここでは 3mRNAの絶対量を定量するため Invitro転写システムを用いて BluescriptII KS+に

り個体問の遺伝的差異が少ないとされる近交系 Fischer344系ラ ットを実験動物とこれまで筆者らの研挿入した各 cDNAから mRNAを合成し内部標準試料とした

2， 8， 35， 52， 90週齢の各 3匹の Fischer344系ラットよ り脳 ・肝臓 ・Jしして用いたBluescript II KS+のEcoRV-Not1 siteに究室でクローニングされた全ての cDNAは，

ホ(2週齢ラットは組織量が少ないので，その各々約 1グラム臓 ・腎臓を摘出し，Arnbion社のMAXIscriptjJ) vitro Not 1 siteで切断し，正順位で挿入されているので，

グアニジンチオシアモジナイズの段階で 5匹分を混合してサンプルとした)からBluescript II KS+の T3promoterから転写を行つTranscription Kits (#1318)を用いて

さら得られた totalRNAは，ネート ・CsCl超遠心法により totalRNAを抽出した.フェノール抽出及びエタノール沈殿 (70%エタノール得られた転写産物は，た

2位の炭素の -OHと -Hの差を利用しにタンパク質と DNAの混入を防ぐために，を確実に除去して精製したフリーの NTPを行うことによりによる洗浄 2回)

こ ~Lをた酸性フェノ-ルによる抽出とエタノ-ル沈殿を行うことにより精製した.260nmの吸光度を測定することにより行った.定量は

ribosomal-RNAを高度に除去Oligo( dT)Latex <super >で 2回精製することにより，各 cDNA長と同部をアガロース変性ゲルで電気泳動することにより，反応液の

こうして得られた poly(At RNAは，して高純度な poly(AfRNAを得た(図 2-6)バンドとして泳動されることを確認した(図 2-5) の単

目的のバンド以外への各プローブの結合は認めらノーザンブロッティングの結果，

この方法で精製した poly(At RNAがドットブので，れなかった(data not shown) 

ロッティング法による定量に十分適することが示された.

3 2 
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図 2-6 Poly (Af RNAの精製度の確認

Poly (Ar RNAは， Total RNAより oligo(d乃Latexくsuper>を用いて 2回精製し

た精製度の確認は，吸光度測定と電気泳動により行った. ここには.8週齢ラッ

トの各臓器から精製した RNAの電気泳動の一例を示しである. 1: Total RNA 

1.S時 (kidney) 2: Poly (Af RNA l.Sf-lg (kidney) 3: Poly (A)守 RNA2.0~g (brain) 
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Adenine GL岨I1lrモ 匂1口slne Uracil A<lenine.polyj刈 MW  Le時th

1. cRNA-b 352 288 260 304 352 414260 1204 

2. cRNA-cP1 124 180 178 159 134 22浅沼2 651 

3. cRNA cP2 141 171 196 165 204 252760 736 

4. cRNA-d 195 182 150 134 195 228413 661 

5. cRNA-e 119 108 80 73 192 157263 453 

6 cRNA 陀 168 126 113 131 222 お 4241 592 

7. cRNA F1 163 165 125 108 167 19562 4 565 

8. cRNAαョCP 213 205 200 169 223 274539 797 

9. cRNA - ~ 81 99 98 80 81 117167 358 

一一

図2-5 合成 RNAの泳動像及び分子量

各合成 RNAは，Bluescript II KS+に組み込んだ各 cDNAから jnvitro転写系を用

いて T3RNA polymeraseによ り合成した.この泳動{象は，反応液をホルムアルデヒ

ド変性ゲルにより泳動し，サイバーグリーンで染色したものである 表には，各合

成 RNAの塩基数 ・分子量 ・長さを示しである
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2.2 -5 ドットブロッティング法による mRNAの定量

ブロッティングは BIO-RAD社の Bio-DotSF Apparatus (170-65-42)を用いて行い，

1枚のメンプランにつき，内部標準試料として 8段階 (320 pgヲ 160pg， 80 pg， 40 

pg， 20 pg， 10 pg， 5 pg， 2.5 pg)に希釈した各サブユニットの合成 RNAと，目的のサ

/フ。ルとして各週齢 (2，8， 35， 52， 90) の各種臓器(脳 3 肝，心，腎)から単離精

製した poly(A)ふRNA100 ngずつを同時にブロットした.ハイブリダイゼーションは，

メンブラン 1cm2 当たり 150μlの溶液中で 42
0

C，12時間以上行った.洗浄は， 2X 

SPE/0.1 %SDS中で 4SoC・15分間を 3回、1X SSPE/0.1 %SDS中での。c・30分

間を 1回， 0.25 X SSPE/0.1 %SDS中で 45
0

C. 15分間を1回で行なった.また，プ

ロットは各サブユニットの合成 RNAにつきそれぞれ独立して準備し，ハイブリダ

イゼーションを一枚のメンプラン当たり 1回ずつ行なった.各サブユニットの合成

RNAを ffilXωreとしてブロットし， リプロービングを繰り返す方法もあるが.これ

では問題が生じた.プローブの除去には，例えば，沸騰させた水(あるいは 0.1X 

S C. O. 1 % S DS )の中にメンプランを入れ火を止めて室温まで冷却するといった

ような厳しい洗浄条件が必要となる.このような条件下では， DNA-RNAのハイ

ブリッドの結合力が非常に強いこともあり，合成 RNAや poly(ArRNAが解離して

しまい，リプロ-ビングの反復回数により結果に大きなバラツキが生じた.そこで，

こういった トラブルを避けるために，ここではリプロ -ビングは採用していない

これを富士フィルムのイメージングアナライザ一 CBAS-lS00) を用いて 3 各シ

グナル強度を測定し(図 2-7) ，内部標準試料のシグナル強度を基にした直線回帰

により各サブユニットの量を (pgll00ngpoly(ArRNA)の単位で算出した(図 2-8，

Table 2-1) .これを各サブユニッ トについてそれぞ、れ 3"-'5回行い，モル量の平均

値±標準偏差として各臓器における含量と，各サブユニットの mRNAレベルの化

学量論比をグラフに表した(図 2-9，2-10) 
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4 
合成 RNA Flscher rat 

Poly(A)'RNA 

図 2-7 Fischer (F344/DuCrj) ratの各週齢・各種臓器における

H+-ATP合成酵素各サブユニット mRNAのドットブロット解析

各週齢の Fischerσ344/DuCri) ratの各種臓器から高純度に単離精製した

poJy(AfRNAをそれぞれ 100ngずつ右下図に示したようにブロットし，また各サプ

ユニッ トに対応する合成 RNAを 8段階に希釈して左列にブロットした.各プロ

ーブは，ランダムプライマ一法により [α_32pJ dCTPでラベルした.これは，富士

フィルム社のイメージングフレートに露光し，同社のバイオイメージングアナライ

ザ- (Mac BAS-150Q)により解析した結果である
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恕京考2.3 

様々な生理的条件に応じて変化するミトコンドリアの数や酸化的リン酸化能は

月包海エビ Arlemiafranciscanaでは例えば，数多く報告されている1.4~43)ことが，

ミトコンドリア任期から幼生にかけてミトコンドリアの酵素活性が著し く増加し，

胎児から新生児にかけてubunitにおいては。υ'
F
A
 

たまDNAの量も増加する 1)

出生後の外これはラットで確認されている引 .その転写量が上昇することが，

酸化的リン酸化が始呼吸開始と共にミトコンドリアのバイオジェネシスがおこり，

8-week-old Fischer rat (F344/DuCrj) 
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ヒト線維芽細胞の老化による呼吸活性の調査に逆にまることで説明できる判 .
円oscP IF1 F6 e d c(P2) C(P1) 

。

80歳では胎児の約 15% までに直線的に激シトクロム c酸化酵素活性が，よると，

核遺伝子とミトこのような様々な適応変化には滅することも知られている判.

(N uclear Respiratory NRF コンドリア遺伝子からの協調的な発現が必要であり，

図2・9 8 week-old Fischer rat (F344/DuCrj)の HT_ATP合成酵素の

各サブユニット別に見た mRNA量の各種臓器における分布

各サブユニッ トの mRNA量は.対照とした合成 RNA量から直線回l帰により 算 出した重量

をモル量に換算して示した.それぞれの値は，各々独立に行った 3"-'5回の実験結果の平均値

±標準偏差である.他の週齢においても同様の結果が得られた.amol (attomol; 10.
1R
mol) PGC-1 (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma CoacUvator Factors )8-10)や ，

lyl)等の因子により協調的に制御されていると考えられていることは諸言でも示し

核遺伝子にコードされた各また，その詳細は明らかではない.たとおりであるが，

共迦染色体の異なる座位にコ ードされていることから，サブユニットについても，

それぞれの相互調節を行っていることが推測される.の転写制御システムが存在し，

Uver 

核にコードされた H+-ATP合成酵素の各サ今回のドットブロットによる解析で

7
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玄
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目
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主
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そのFl-s subunitでは他と比べてとりわけ高かったが，ブユニッ トの mRNA量は，
90 52 35 

勾e(w回)

ubun it c(P2) また，他のサブユニットではほぼ同一 レベルであることがわかった.

心臓>腎臓>脳与肝とIF1を除く 7種のサブユニットの各臓器における転写量は，

各臓器におけこれら 7種のサブユニットの転写量の高低は，臓の順になっていた

同じ個例えば，これはるエネルギ-要求量とパラレルであるものと考えられる.

Kidney 
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数日間電気刺激を加え続けると，他方の筋体の片方の座骨神経に電極を埋め込み

シトクロム c 酸化酵素や H+-ATP 合成酵素の m貯~A 量が著しく 増加し肉と比べて，

臓器特異性を示さず

ubunit cとしての最

subunit c(P1)が組織特異的なエネルギ一要求に応答して遺伝子発現

-17-

Subunit c(P2)の転写量が，

subunit c(P2)カρ上記の 4種の臓器問でほぼ等しかったことは，

たという報告からも支持される 11)

低量を保証し，

図2・10 組織別に見たげ-ATP合成酵素各サブユニットの mRNA量の加齢変化

各サブユニットの mRNA量は，対照とした合成 RNA墨から直線回帰により算出し

た重量をモル世に換算して示した .それぞれの値は，各々独立に行った 3"-'5回の実

験結果の平均値±標準偏差である.どの組織においても，各サブユニットの転写量は

加齢とは関係なく 一定に保持されていた.

-16-



しているためであると推測される.この事実は， c(P 1 )/c(P2)のmRNA比が ATPase

richな組織において高いこと，寒冷条件にさらした褐色脂肪細胞では.subunit 

c(P2)の発現には変化が見られなかったのに対して subunitc(P 1)では変化が見られ

たこと，そして hypothyroidratを thyroidhormone (T3)で処理したときに) subunit 

c(P1)のmRNA量だけが著しく上昇したこと，といったような様々な報告からも支

持されるものと思われる45) IF1の転写量が， 他のサブユニットの臓器特異性とは

著しく異なり，脳与腎臓>心臓>肝臓となっていたことは， 浪費的な ATPの分解

を阻止する IF1の生理的な必要性が臓器によって異なっており，脳や腎臓で特に多

く発現する必要性を示しているものと思われ，興味深いものである.

また，図 2-9に示されるように，ほとん どのサブユニットの発現量は心臓で異常

に高く ，他の組織と比べると 2倍'"'-'3倍も多く発現しているにも関わらず，各組織

における全サブユニッ トの総量を 100%と して，それぞれのサブユニットの値をモ

ル比で表わすと面白いことに，全てのサブユニットがどの組織においても，転写レ

ベルで一定のストイキオメトリーでコンスタントに発現されていることが確認され

た(図 2-11，Table 2-2) . このこと は， これらサブユニットの mRNAを一定の割

合で発現させるための，転写レベルでの分子シンク ロナイゼイション機構の存在を

強く示唆していると考えられる さらに，加齢的見地からみると， 2 '"'-' 90週齢ラッ

トの各臓器での転写量に大きな変化は見られず(図 2-10) ，また，各臓器開での

発現量についても加齢によるパタ ーンの変化はなく 、転写物の量 ・発現パターン共

に見事に一定に保たれていた(図 2-12) .この事実は，ラット個体の生理的状態

を一定に保持するという“ホメオスターシス"が，遺伝子の発現制御レベルで起こっ

ていることを初めて示したものであり 極めて興味深いものである.
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図 2-11 各サブユニットの発現量をモル比として表わした

転写発現パターン

今回解析した全サブユニット (9種)の総量を 100%として，それぞれのサブユ

ニットの値をモル比で表わした.どの組織においても，各サブユニットは転写レ ベ

ルで一定のストイキオメトリーでコンスタントに発現されている.また，この先呪

パターンの加齢による変化も見られなかった

Table 2-2. 各サブユニットの mRNA発現量の Molar0/0 表示

今回解析した全サブユニット (9種)の総量を 100%として，それぞれのサ

ブユニットの値をモル比で表わした

subunit 

c(P1) 

c(P2) 

e 

F6 

IF1 

OSCP 

p 

brain 

4.5:f:::0.8 

4.9:f:::2.2 

8.9:f:::2.7 

6.4土4.2

14.1:f:::2.1 

15.7:f:::5.8 

7.2士2.7

4.4土1.6

34.0:f::: 10.7 

liver 

5.5:f::: 1.1 

5.8:f:::2.6 

7.8:f:::2.5 

7.7:f:::3.9 

14.0土6.0

11.4士4.7

3.9土1.5

5.2:f::: 1.9 

38.9:::10.4 
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heart 

4.3 + 1.7 

7.2土3.0

3.8:1:1.4 

7.3土1.4

14.8:f::: 6.2 

10.6土3.4

2.3 +0.8 

5.7:f:::1.9 

43.8土 17.1

kidney 

5.1 + 1.7 

5.5:f:::2.6 

6.0:1:2.3 

7.8土2.4

14.7:f:::7.2 

11.5:f:::4.6 

6.1 +2.0 

7.7:1:1.8 

35.7+7.1 

P 
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次に， mRNAとタンパク質のストイキオメトリ ーを比較したところ (Table2-3) 、

タンパク質のストイキオメトリーは 3 戸:b : c : d : e : factor 6 : OSCP =3 : 2 : 10 : 

1 : 2 : 2 : 1であるのに対して ，mRNAのストイ キオメトリーは， s : b : 

c(P1)+c(P2) : d : e : factor 6 : OSCP=8.0土2.3: l.0士0.3: [(1.2:t0.5) + (l.3+0.4)J 

1.5:1:0.6 : 2.9土1.1: 2.5士0.9: 1.2士0.4と一致しなかった.例えば， 膜内で 日¥輸

送にかかわる poreを形成するサブユニット cと触媒部位の pサブユニットのタン

パク質のストイキオメトリ は 10: 3であるが， mRNAのストイキオメトリ ーは

subunit cのc(P1)ヲ c(P2)を合わせても， 2.5: 8となっていた これは， H+-ATP合成

酵素をアッセンブルする際に，膜内で poreを形成するサブユニッ トcが過剰に発

現すると，プロトンリ ークが起こり細胞に傷害が生じてしまうことから，その発現

を抑え， ATP合成酵素構築における律速段階となって，キーロ ール的な働きをし

ているとも考えられる

また，仮にその蛋白質の合成速度をアミノ酸一残基を付加する速度が全て等しい

と仮定して， mRNA発現量と prematureな残基数から算出し，比較してみた (Table

2-3) が，これでもやはり大きく異なっていた.これは，これらのサブユニットの

うちのいくつかが H""-ATP合成酵素としてだけではなく，違った働きを持っている

ためであると考えられる.例えば，このうち合成速度が非常に高く算出されるサブ

ユニッ トeは，酵母でミトコンドリア内膜に存在する輸送タンパクの Tjml1と同ー

のものであるという報告“)がある.また，転写後 ・翻訳段階での調節も斉定でき

ない.

さらに，今回実験に用いた H+-ATP合成酵素のサブユニットについて，その全定

伝子配列から，協調的発現に関与すると考えられている先に示したような因子のン

スエレメン トについての解析を genetyxで行った結果を Table2-4に示した.しかし，

全てに共通したものはみられず¥これらだけで簡単に説明できるものではないこと

がわかる.
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図 2-12 モル比として表わした各サブユニット転写発現パターンの加齢変化

2， 8， 35， 52， 90週齢のラッ トの脳 ・肝臓 ・心臓 ・腎11蔵における各サブユニットの転写発

現パターンを示す.今同解析に用いた 9種のサブユニットの総量を 100%として，それぞ

れのサブユニットの値をモル比で表わした.



ト
ド

A
T
P
s
州

問
の

「
刊

A
お

よ
び

タ
ン

パ
ク

レ
ベ

ル
で

の
ス

ト
イ

キ
オ

メ
ト

リ
ー

と
サ

ブ
ユ

ニ
ッ

ト
Z
Z
3
T
P

タ
ン

パ
ク

質
の

合
成

速
度

は
ア

ミ
ノ

酸
一

残
基

を
付

加
す

る
速

度
が

全
て

等
し

い
と

仮
定

し
て

，
m
R
N
A
発

現
量

と
pr
cm

at
ur
c

!o
-'
/)
t，
!l
5.
 

(
 )

は
，

b
=
l.
O
と

し
た

場
合

の
値

で
あ

る

T
a
b
l
e
 2
-3
. 

S
t
o
i
c
h
i
o
m
e
t
r
y
 o
f
 s
ub
un
it
s 

2
 

2.
1 
(1
.
0)
 

2
5
6
・1

1.
0:
!:
0.
3 

b
 

1
0
 

9.
6 
(4
.6
) 

C
 

13
6'

2
 

1.
2:
!:
0.
5 

c(
Pl
) 

14
1'

3
 

1.
3:
!:
0
.4 

c(
P2
) 

1
 

5.
0 
(2
.4
) 

1
6
1
・4

1.
5:
!:
0.
6 

d
 

ト
J

トム
2
 

2
1.
9

 (1
0
.4
) 

7
1'

5
 

2.
9:
!:
1.
1

 
e

 
2
 

1
2
.4 

(5
.9
) 

10
8'

O
 

2.
5:
!:
0.
9 

F
6
 

5.
0 
(2
.4
) 

10
7'
7

 
1.
0:
!:
0
.4 

IF
1 

1
 

3
.0

 (1
.4
) 

2
1
3
'
H

 
1.
2:
!:
0
.4 

O
S
C
P
 

3
 

本
1;
Ts
ur
um
i 

et
 al
. 

Bi
oc
he
fl

l. 
Bi
op
hy
s.
 R

es
.
 C
Ol

/l
l/
l
un
. 
16
9
，
 13
6 
(1
99
0)
 ，本

2;
Hi
gu
ll

GI
Gl
.B
lo
ch
tI
YL
 B
lo
ph
ys
.A
ct
G1
17
2(
3)

，3
11
(1
99
3)

，*
3
iH
ig
ul
i 
cI
GL
 
Bt
oc
hi
m-
Bi
oj
J/
1Y
5A
ct
α1
17
2 

3
4
l
j 目
立
江
口

1
h
シ2:ロ工
2;;:!ff

〉ニ;
以以:
ロ
;r:?j
ヰぷ:
;ロ;
::訟

jぷ;?fゴ;
2::r
:r出山!

山山
ぷニ
(:
ユfニG

f
l

(1
98
8)
 ，

 
本叶
10
;B
ou
l比
eL

eL
 α

 
1. 

s
i
o
c
h
c
m
.
 B
io
ph
ys
. 
I?
es
. 
C
o
m
ll
1
ll1

1
.

 15
9 
11
84
 (
19
89
) 

日
南
乳
動
物

H
+
-
A
T
P
合
成
酵
素
の
サ
ブ
ユ
ニ
ッ

R
E
B
O
X
.
 P
G
C
-
1
の

c
i
s
-
e
l
e
m
e
n
t
s
.

 

各
ci
s-
el
er
ne
nt
s
と

8
0
%
以

上
の

ホ
モ

ロ
ジ

ー
を

示
す

配
列

を
カ

ウ
ン

ト
し

た
P
G
C
-
1
に
つ

い
て

は
c
is
-e
l
er
n
e
n
 ts

が

知
ら

れ
て

い
な

い
の

で
，

発
現

が
P
G
C
-
l
に

よ
り

制
御

さ
れ

る
か

ど
う

か
を

示
し

た
.

卜
遺

伝
子

上
に

み
ら

れ
る

N
R
F
-
1
，
N
R
F
-
2
，

 
Y
Y
1
，

 U
S
F
2
，

 
O
X
B
O
X
，

 
T
a
b
l
e
 2
-4
. 

c
i
s
-
e
l
e
m
e
n
t
 (
>
8
0
%
)

 

Y
Y
1
 

U
S
F
2
 

O
X
B
O
X
 

P
G
C
-
l
 

R
E
B
O
X
 

N
R
F
-
2
 

Ge
ne
s 
of
 H

+
 -
A
T
P
 

sy
nt
ha
se
 s
ub
un
it
 

(h
ps
) 

N
R
F
-
l
 

u
n
k
n
o

、~
n

(C
GG
GT

八
T八

)
'
11 

(G
GC
T口

‘八
AG
A
GG
)'
l
l

(C
AC
GT
G)
'1

1l 
(C
CA
TN

竹
川

(C
II
TC
CG
GT
)'
H 

(Y
GC
GC
A 
YG
CG
CR
)
・7

u
n
k
n
o
w
n
 

。
G
 

1
3
 

1
0
 

4
 

。
re
gu
la
te
d'

12
 

u
n
k
n
o
w
n
 

u
n
k
n
o
w
n
 

u
n
k
n
o
w
n
 

u
n
k
n
o
w
n
 

u
n
k
n
o
w
n
 

(*
R
:
A
G
，
 Y
:
C
T
，H
:
A
C
T
，
 N
:
A
C
G
T
)
 

α
(
1
8
，0
04
)"
 

s
 

(1
0，
18
6)
' 

y
 (1
0
，
 

t
 13
)
'J 

b
 (2
，1
01
)

・4

c
(
P
l
)
 (
9
，4
57
)

宅

c
(
P
2
)
 (
15

，01
6)
β 

e
 (4
，5
08
)'
6 

1
 

2 1 1 0 0  

本
1;
Ak
iy
am
a 
el
 a
l.
 
B
i
o
ch
i
ll
1.
 
Bi
o
ph
)'
s. 
A
c
t
G
 1
21
9
，
12
9 
(1
99
4)

，
 *2
;
N
ec
ke
lm
an
n 
e
t
 al
. 

G
e
n
o
/l
l
ic
s 
5，
82
9 
(1
98
9)

，ワ
;D
yc
r
ct
α
1. 
Bi
o
c
h
e
ll
1
Is
tr
y
 28
，
 36
70
 (
19
89
) 
，
 *4
; 

un
pu
b
1i
sh
ed
 d
al
a 
by
 M

or
im
ol
o
，K
. 
an
d 
11
ig
ul
i 
ct
 
al
.
，
 *5
;M
ar
k 
el
 
al
. 
Bi
oc
he
m.
J.
 
29
3
，5
1

 (1
99
3)

，
 *6
; 
un
pu
b1
is
he
d 
da
la
 b
y 
KO
lo
，Y
. 
an
d 
Hi
gu
ti 
et
 
al
.
，
η;
Ev
an
s 
ct
 
al
.
 G
c
n
c
s
 

D
e
v.

4
、1
02
3
(

 
1

 
99
0)
 ，
句
;V
ir
b
as
iu
s
et
 a

l. 
Pr
oc
.N
al
l.
A
c
a
d
.
S
c
i. 
U
S
A
.
 9
1
，
 13
09
 (
19
94
)
、本
9;
Ya
ng

cl
 
al.
 
P
ro
c
.
N
a
i/
.A
c
a
d.
Sc
i.

 
U
ル1
.
93
，
 12
84
5 
(1
99
6)

，什
O;
Br
ee
n
et
 

(1
1. 

fJ
io
ch
ul
l
.
 

Bi
o ρ

hy
s.
 
!l
ct
a 
14
28
，
 16
9 
(1
99
9)
 ，
勺

1;
K
ag
aw
a 
cl
 
al
. 
Bi
os
ci
cn
c
c
 Re
po
rl
s 
17
，
 11
5

 (1
99
7)
 ，

 *
 

12;
W
u
 e
t
 al
. 
C
c
ll 
98
，
 11
5 
(1
99
9)
 in
 
H
+
-
A
T
P
 s
y
n
t
h
a
s
e
 

R
el
at
iv
e 
ra
te
 o
f
 

pr
ot
ei
n 
sy
nt
he
si
s 

8
.0
 
(3

.8
) 

5
3
5

・リ
，
'1

8
.0
:!
:2
.3
 

p
 

3
 

ハ U ハ U 1 i n U ハ U

L
e
n
g
t
h
 o
f
 p
r
e
m
a
t
u
r
e
 、、 、E ， ノF O  

戸 U
U  

A U  

- - E A  

F δ  
e  

γ i  

〆 ' E E ‘ 、、

P U  

A U  

.， E A  

4 E L  
n y  

ρ u  
n y  

v v J  

--za--
o  
p A  

S
t
o
i
c
h
i
o
m
e
t
r
y
 

o
f
m
R
N
A
 

S
u
b
u
n
i
t
 o
f
 

H
+
 -
A
T
P
 s
y
n
t
h
a
s
c
 

6
 

勺 f 司、U 戸、J n V J 丹、u

5
 

8 5 4 ロ 7

2
 

ペ ノ 』 ハ u n u z d バ 斗

。 1 i ハ U ハ U ζ J ハ U

ト
J

υ
A
 



以上のように， H+-ATP合成酵素の発現を転写レベルでシンクロナイズさせる機

構が存在していることを今回初めて示すことができたが，そのメカニズムの解明ま

でには至らなかった.今後 3 今回示した結果を基に，さらなる転写調節因子の探索

や mRNAの stability を含む転写後調節，そして翻訳段階での調節等を踏まえての

解析を行うことにより， H+-ATP合成酵素の分子シンクロナイゼイション機構が明

らかとなることが期待される.そして，ホメオスターシスを維持する基本転写 レベ

ルの測定が， エネルギ一代謝疾患等のさまざまな疾患の診断に応用されることが期

待される.

なお，この章の研究は以下の論文をまとめたものである.

。日imcda，T.， Morokami， K.， Arakaki， N.， Shibata， H. and Higuti， T. (2000) 

Synchronized Transcriptional Gene Expression of H+ -ATP synthase Subunils in 

Different Tissues of Fischer 344 Rats of Different Ages・

Eur.よsIochem. 267， 6938-6942 

o Sangawa， H.， Himeda， T.， Shibata， H. and Higutiヲ T. (1997) 

Gene expression of subunit c(Pl)， subunit c(P2)， and oligomycin sensitivity-∞nferring 

protein may play a key role in biogenesis of H+ -ATP synthase in various rat tissues 

J. BIol. Chem. 272， 6034-6037 
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2.4 実験方法

2.4-1 実験動物

使用動物としては，個体差等のアーティファクトを減少させる目的で，約 300代

の兄姉交配により個体聞の遺伝的差異が少ないとされる近交系 Fischer344ラット

(F344!DuCrj) を用いた.今回使用した 2， 8 ， 35 ， 52週齢の Fischer344系ラ ッ ト

(オス)は， 日本チャールズリバー社より購入した.90週齢のラットは 70週齢の

時点で日本チャ ールズリバー社よ り購入し， 引き続き本学医学部附属動物実験施設

の SPF(SpecificPathogen Free)ラット飼育室にて飼育した.餌は日本チャ ールズリノ刊

一社と同じものを与えた.

2. 4-2 In Vitro転写系による RNAの合成

CsCl超遠心で精製した 目的 DNAを含む プラス ミドを制限酵素 人TotIで直鎖状に

し，電気泳動により完全に直鎖状になったことを確認した(ここで環状のプラスミ

ドが残っていると，転写反応に支障が出る) これを， Proteinase K (100 '""'-' 

200μg/ml)で45
0

C， 30min処理し，フェノ -ル抽出，エタノール沈殿を行なって精製

した.こうして得られた DNAを鋳型として， MAXIscriopt In Vitro Transcripuon KilS 

(Ambion#1318)によ りRNA合成反応を行なった.合成した RNAは，アガロース/

ホルムアルデヒドゲル電気泳動により確認した.

2.4-3 組織からの mRNAの精製

ラットを断頭脱血し，各臓器を摘出して液体窒素で凍結後，木づちで素早く粉砕

して，各臓器 19ずつを 1% となるように 2-メルカ プトエタノールを加えたグアニ

ジンチオシアネ-トバッファ-中に懸濁しホモジネ-卜した.これを， 5.7M CsCl 

溶液に重層し，超遠心機 BECKMANL8M-SW-28で 20
0

C)26，000rpm ， 20~ 24時間

遠心して totalRNAのぺレッテイングを行った.さらに，酸性フェノールによる抽

出とエタノ -ル沈殿で精製した後， Oligo (dT) Latex <super> (日本合成ゴム，日

本ロッシュ)で 2回精製して，高度に rRNAの除去された高純度の mRNAを得た.
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2.4-4 ドットブロッティング

BIO-RAD社の Bio-DotSF Apparatus (170-65-42)を用いて行った.メ ンプランは，

ポジティブチャージナイロンメンプランである Hybond-N+を用いた.

変性させた(変性バッファー;脱イオンホルムアミド=3.75ml，37%ホルムアル

デヒド =1.215ml，10 X MOPS buffer=0.75ml)合成 RNA (320 pg， 160 pg， 80 pg， 40 

pg， 20 pg， 10 pg， 5 pg， 2.5 pg)と poly(ArRNA (100 ng)をそれぞれ一定量ずつ各ウエ

ルにアプライし，ウエルが乾燥しないように注意しながら均等に吸引させた.続い

て， 0.05N NaOHに浸したWhatman九仏11paper上に RNA結合面を上にして5分間

置き， 2XSSPEでリンスして余分な水分を Whatmanpaper上で除 いた. その後，

Oocで 1時間ベーキングし， UVクロス リンカーにて紫外線照射を行って固定させ

た

2.4-5 ハイブリダイゼーション

メンプランをポリシ-ラ-バッグに入れ， 150μlIcm
2 となるようにハイブリダイ

ゼーション液 (5X SSPE， 50 %脱イオン化ホルムアミド， 5 X Denhaldt溶液，0.50/0 

DS‘200μg/ml ssDNA (ssDNAは熱変性してから用いる) ) を入れて充分泡を抜い

てからシールし 420Cで5時間以上インキュベー卜してプレハイブリ夕、イゼーショ

/した.その後，メンブランを新しいポリシーラ ーバッグに入れ， 150μVcm
2 とな

るようにハイブリダイゼーション液を入れ，ランダムプライマ一法で標識したフロ

ーブ DNAを5X 105cpm/mlとなるように加えて泡を抜きシールし.42
0

Cで 12時間

以上インキュベ-卜してハイブリダイゼーションした.プローブは，図 2-4に示し

た酵素でプラスミドから切出したものを，ランダムプライマ一法でラベルして用い

た.ハイブリ後の洗浄は， 2 XSSPE/0.1 %SDS中 45
0

Cで 15分間 (3回) ， 1 >< 

PE/0.1%SDS中 45Lで 30分間 (1回) ， 0.25 X SSPE/0.1 %SDS中 45
0

Cで 15

分間(1回)で行なった.こうして得られたメンプランをラップフィルムで包み，

イメ ージングプレートにはさんで室温で 6時間露光した後， Mac-BAS 1500により

解析した.
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第 3章 ミトコンドリアが異常増殖した JVSマウス心筋からの

ミトコンドリアの分裂・融合と娘細胞への分配に関わる

新規因子の探索

3. 1 ~者日

ミトコンドリアは， “分裂けや“融合"といったイベントの巧妙なバランスの維

持によって，細胞分裂に伴ったミトコンドリアの分裂増殖と 2個の娘細胞へのその

分配を行なっていると考えられているが，その詳しい機構とそこに関わる因子は未

だ不明のままである 1)

大腸菌や葉緑体では， FtsZと呼ばれる因子がその分裂増殖の essentialfactorの 1

つであることが知られている2) FtsZはチュープリン様のもので， GTPase活性を

有し invitroで重合することができ，細胞の分裂部位で重合してリング構造を作り

細胞を分裂させることが明らかになっている2) この FtsZは， 全ゲノムが明かとなっ

ているC.eJegansや S.cerevisiaeのゲノム上では発見できない.しかし最近，藻類

のMaJJomonasspJendensのミトコンドリアの分裂に関与している因子が FtsZホモロ

グであるがことが示された3) そして‘ FtsZの発見できなか った S.cerevisiacでは

Dnrn1p 4)， C. elegansや Humanでは D中15.6)とよばれる のnamin-related protcinが，ミ

トコンドリアの分裂に関わる因子として示され，それぞれの欠損株を用いた実験で，

分裂していない少数の大きいミトコンドリアが観察されている.

また，ミトコンドリアの融合も，ミトコンドリアのダイナミクスを考える上でキ

ーとなる重要な現象である.ミトコンドリアは，その形態を変えたり細胞分裂した

りする際に，網状のミトコンドリアネットワークにおいて，個々のミトコンドリア

あるいは別々のミトコ ンドリアの管状構造体が，より大きくより高度に枝分かれし

た構造体に融合する.最近 このミトコンドリアの融合に関与する因子の一つが，

ショウジョウパエの精子形成の欠損変異体で同定された乃.ショウジョウパ工の精

子形成過程で，ミトコンドリアは凝集し二つの巨大な構造体に融合し，形成中の精

細胞 (spermatid) の中片部 (midpiece) に取り込まれ，後に鞭毛運動を行うための

ATPを産生する. ところが，この変異体では， ミトコンドリアは凝集するが融合



ミトコンドリアは巨骨格筋では心臓と異なり委縮がみられ，

加齢に伴った進行はみられない15)

たま

大化 して増殖し，

られない17)この変異体では，酵母菌でも同様の因子 Fzolp8.¥))があり，また，が起こらない.

ミトコンドリアの融合が起こらなかった.ミトコンドリア管状体の断片化が起こり，
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と考えられる.(fusogen 融合因子)フュ-ソジェンこの因子は.このことから

ミトコンドリアの外膜に結合しておFzolpには保存された GTP結合部位があり，

フュ ーソジェンの機能を持りその大部分を細胞質側に露出されていることからも，

どのような機構でミトコンドリアの融合が行われるしかし，っと考えられている.

~こ
とりわけ，外膜と内膜の二重膜からできていることを考のかは全く解っていなし .

'‘ 
えると特別の融合装置があるものと推測される.

ミトコンドリアの“分裂けや“融合"そして娘細胞への“分配"とこのように，

日甫乳動物のミトその増殖機織に関する研究は現在活発に行われているが，いった，

、

t，."k 、ピ心内"""lr..‘

t一./ ピt"日恥乙4傘主主

分裂に関わるDrplとよばれる dynamin -related proteinが，コンドリアについては，

二z 夕、1

・・個岡田・

分裂増殖機構を説明するだけの十分な材料は集困下として報告されているのみで，

{. 
そのほとんどが不明のままである.まっておらず，

の心筋ミトコンドリア

JVSマウスでは，ミトコンドリアが細胞質の大部分を占めていることがわかる

M:ミトコンドリア，矢印 :脂肪滴，矢頭 :電子密度の高いリソゾーム様の頼粒

(右)とJVSマウス(左)正常マウス図 3-1

この日甫乳動物ミトコンドリアの分裂増殖機構を明かとするた

心筋細胞でミト コンドリアの異常な増殖が確認される JVSマウ

貯者らは，

めの材料として，

そこで

JVSマウスについてここで，(Juvenile Visceral Steatosls mouse) ]0)に着目した .ス

説明したい.
江主主このような JVSマウスの心筋細胞におけるミトコンドリアの劇的な増殖は，1988年に金沢大学の小泉らによって常染色体劣性の遺伝形式によマウスは，JV 

『ミ トコンドリアのバイオジェネシスの解明』のための最適な実者らの目的とするり脂 肪肝 ・心肥大 ・低血糖症 ・高アンモニア血症など様々な臨床所見を呈する

本研究を開始した.験材料になりうると考えられたことから後に JVSマウスと呼ばれるようになっC3H-H20系のマウスとして最初に報告され

そのエネミトコンドリアは酸化的リン酸化系によりエネルギーを産生しており、腎臓でのカルニチン再吸収障害11)が原因とさマウスは，たマウスである1D) JV 

JVSマウスでは全組織でカルニルギ-源は各種臓器により主とするものは異なる.全身性浮れる全身性カルニチン欠乏マウスで，生後 3~ 4 ヶ月で心肥大が合併 し，

血中の脂肪酸の大部分を占める長鎖脂肪酸はマトリックチンが欠乏しているため，現在，寿命は非常に短いとされている.腫等により突然死することがあるため12)

(図 3・2). 脂肪酸代謝障害を起こしていると考えられている ]8引 )ス内に移行されず，2週心臓に関して様々な病態解析が進んでおり山6)，組織学的分析14-]ω によると，

筋肉などの脂肪酸を主なIL，ij蔵，また，肝臓から糖の放出が冗進していることから，8週齢では齢の心筋細胞においてミトコンドリアが増殖していることが確認され，

エネルギ-源としている臓器で，糖の取り込みが充進しているのではなし功ヨと考えこの現ミトコンドリアが細胞質の大部分を占めるほど増殖しており(図 3-1) 

当研究室の末永らにより l JVSマウスのミトコンド

の減少に起因した酸化的リン酸化能(呼

さらに最近，

リアは，呼吸鎖複合体(cytochrome含量)

られている辺)
このようなミトコンドリアの増殖は，

腎臓などの臓器には見骨格筋 |型繊維にも見られるが，脳，肝臓

象は加齢に伴って進行すると考えられている.

Jし、筋細胞の他



実験結果3. 2 の低下を引き起こしていることが明らかとされた引 .

このような原因によるエネルギ-不足を補うためにミトコンドリ

吸活性 ・ATP-Pj交換活性)

H+-ATP合成酵素の各サブユニ ッ ト遺伝子の転写発現量の定量3.2-1 JVSマウスでは，

アが増殖しているとも考えられる.

(ATPase inhibitor protcin) について，そしてIFle， c(P2)， subunit c(Pl)， 今回は，

そのJVSマウスにおけるその転写物量の解析を行なった.第 2章に示した方法で，Long Chain Fatty Acid 

Aの希釈列から検量線合成 Rこれより，図 3-3に示した.ドットブロット像を，
mitochondrial 

outer me mbrane Acyl CoA Synthase 
の単位で算出し，(pg!100ng po]y(ArRNA) 各サブユニットの転写量をを作成し，

/ 
各臓器における含量と各サブユニットの mRNAレベルの

化学量論比をグラフに表した(図 3-4)

subunit e 

ぃ一
一一

subunit c(Pl) 

f3 subunit 

一一一一一一世一
知轍一一一ミ トコンドリア数の増加を引きJVSマウスの心筋細胞では，これらのことから，

正常マウスのそれに比べ特異的に極端に多く発現していること起こす制御因子が，

c(P2)， 日+-ATP合成酵素サブユニット (subunitc(Pl)， ずまそこでが予測された

転写レベルでどのよ2章と同様に mRNA絶対量を定量し，IFl)についてP e， 

正常マウス・ JVSマウスの各種臓器における

ザーATP合成酵素各サブユニット mRNAのドットプロット解析

正常マウス ・JVSマウスの各種臓器から高度に精製した poJy(A/RNAを 50ngず

つ右列に，合成 RNAを 8段階に希釈して左列にブロットした.各プローブは，ラ

ンダムプライマ一法により [α_32pJdCTPでラベルした.これは，富士フィルム社

のイメージングフレートに露光し，同社のバイオイメージングアナライザ- (Mac 

BAS-1500)により解析した結果である.

更にモル量に換算して，
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図 3-3蛍光 DifferentialDisplay法を用 いて，

ミトコンドリアの分裂増殖に関わる新規因子を探索した.

脂肪酸代謝系におけるカルニチンの役割図 3-2

そしてさらに，うに変化するのかを調べた.
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図3-4 正常マウス .JVSマウスの各種臓器における

H+-ATP合成酵素各サブユニットの mRNA発現量

各サブユニットの各臓器における mRNA量を， 各々独立に行った実験結果の

平均値土標準偏差で示してた(c(Pl)， c(P2) : n = 3， e， IF1， s: n = 6 ) 

その結果，各サブ、ユニットの各臓器における転写量，臓器特異的転写パターンは，

正常マウスと JVSマウスの聞に相違はなくほぼ等しかった.また，転写パターン

は第 2章で示したラットの結果と良く一致していた このことは， H+-ATP合成酵

素サブユニット遺伝子の発現調節が，カルニチン欠乏状態においても正常に機能し

ていることを示しており 加齢やカルニチン欠乏といった影響を受けない，ホメオ

スターシスを維持するための，転写レベルでの分子シンク ロナイゼイ ション機構

(第 2章)の存在をますます強く示唆するものであった.また，ウエスタンブロッ

ティングによるタンパクレベルでの解析でも，正常マウスと JVSマウスの聞に相

違はみられなかったお) このように，ミ トコ ンドリアの増加にその構成成分

(H+-ATP合成酵素 ・cytochrorne含量2J))の増加は伴っていない ことが明かとなっ

た.これらの結果は，ミトコンドリアの増殖にはその構成成分の発現とは独立した

制御機構が存在している可能性を示唆していると考えられる.つまり， JVSマウス

の心筋細胞では ミトコンドリア数の増加を引き起こす制御因子が正常マウスのそ

れに比べ極端に多く発現していることが予測され， Differential Display法でのミト コ

ノドリアの分裂増殖に関わる新規因子探索が可能であると考えられた.
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3.2-2 JVSマウスの心臓における特異的発現遺伝子の検出

BECKMAN COULTER社および宝酒造株式会社の協力の下 JVSマウスと正常ワ

ウスにおける mRNA発現量の違いを蛍光 DifferentialDisplay (DD)法により検出し

た.従来， DD 1.去による検出には， total RNAが用いられてきたが， total RNAの場

合，多量に含まれる ribosomalRN Aにより，プライマーのミスアニーリングが起こ

りやすくなるため，得られたデータの信頼性が欠けるという問題が生じる.そこで

今回は，より正確なデータを得るために，第 2章の方法に準じて 正常マウスと

JVSマウスの心臓から， ribosomal-RNAを高度に除去した poly(ArRNAを精製し、

鋳型とした そして，以下に示す蛍光ラベルされたプライマーをそれぞれ組み合わ

せ， JVSマウスと正常マウスにおける mRNA発現量の違いを検出した.その泳動

像の一部を図 3-5に示す.その結果， JVSマウスで発現量が増加 ・減少している断

片がいくつか検出された.

プライマーセッ トI

U pstream primer (5'→3') 

ARP 3 : GACCAITGCA 

ARP 4 : GCTAGCAGAC 

プライマ-セッ トII

Upstream pomer (5'→3') 

No. 2 : CTGCITGATG 

No. 3 : GATCCAGTAC 

No. 4 : GATCGCAITG 

NO.13 : TGGAl寸GGTC

NO.17 : GATCTGACTG 

NO.19 : TACAACGAGG 

NO.20 : GATCAAGTCC 
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Downstream primer (5'→3') 

AP 1: T11'11'11'11'11'fGA 

AP 2 : 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 GC 

Downstream primer (5'→ 3') 

AC: 1 11'1111'11'111 AC 

CG : 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 CG 
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対照とのバンド量の差を発現に差の見られた DNA断片をゲル片から熱抽出 し、
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図 3-6 H.A.-Yellow含有アガロースゲルによる2ndPCR産物の泳動

N:正常マウス， J: JVSマウス.対照との発現量の差を保持したまま増幅す

るために， 15・20サイクルで 2ndPCRを行い， H.A.-Yellowを含む 3%アガロ

ースゲルで泳動して 各バンドをシングjレバンドへと分離した. これはその一部

を示したものである.DDでの泳動像と合わせて，バンド量の差が保持されてい

るものだけを回収した (0).各サンプル名は本文中に示したプライマーの組み

合わせを表わす また同一のプライマーセットから複数のバンドが得られたもの

については，長いものから順に番号を付け( )に示した.
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一部について

さらにバンドが分離

発現量の差を保持したままの DNA断片を，

このうち，

は 3rdPCR後の H.A-Yellow含有アガロースゲルでの泳動で，

したものがあった.

異的発現遺伝子として最終的に 9種回収した(図 3-7) . 
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こうして分離した DNA断片中，

図 3-5 蛍光 DifferentialDisplay法による遺伝子発現量の解析

正常マウス (N) とJVSマウス(J)における mRNAの発現量を比較したもの

の一部を示した.各サンプルは本文中に示したプライマーの組み合わせで名前を

付けた.例えば AC・2は、プライマーセット 日の Downstreamprimer ACと

0.2の組み合わせを表わす.
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Upstream primcr 
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図 3-7 正常マウスと JVSマウスの間で

発現量に差のみられた断片

N:正常マウス， J : JVSマウス. 対照との発現量の差が確認されたものを示

した 1 ~ VIIは， DD法での泳動像， VIIl， IXは H.A.-Yellow含有アガロースに

よる 2回目の泳動像で‘ある

AP 1 -ARP 3 JVSマウスで発現量増加

11. AP 1 -ARP 3 (2) JVSマウスで発現量増加

III. AP 1 -ARP 4 JVSマウスで発現量減少

IV. AC-13 JVSマウスで発現量増加

V. CG-13(1) JVSマウスで発現量増加

VI. CG -13 (2) JVSマウスで発現量減少

VII. CG -13 (3) JVSマウスで発現量増加

VIII. CG-19(1) JVSマウスで発現量増加

IX. CG -19 (2) JVSマウスで発現量増加

また，一部については，抽出した DNAをプローブとした Northern blot法により，

発現量に差のあることを再確認した (datanot shown) . 

3.2-4 単離した特異的発現遺伝子断片のシークエンス決定

3.2-3で行なった 2ndPCRは3 正確に断片を増幅させるために.高 い fidelityを

持つ PyrobestDNA Polymerase (宝酒造)を用いて行なっているので.その末端は平

滑になっている.そこで， pBluescript II KS+をEcoRVで平滑化して，各断片を組込

みサブクロ-ニングした反応は， DNA ligation Kit Ver.l (宝酒造)を使って行なっ

た.これをCompetentCell JM109 (宝酒造)にトランスフェクトして. IPTGヲ X-gal

を含む培地でカラーセレクションして，インサ-トの入ったプラスミドを確認した.

こうして得た各 DNA断片を含むプラスミドから，蛍光ラベルを用いたジデオキシ

法による AutoRead Sequence法(ファルマシア)で，各 DNAの配列を決定した

(図 3-8) .得られたシークエンスデータは，IDEAS (bttp://www.genome.ad.j刊 に

より GenBank，EST data baseの登録データを用いて，ホモロジーサーチを行なった

(Table 3-1) .その結果， 3つの遺伝子断片については既知の因子であり，その他

の 6種の遺伝子については，相向性を示すものは無くもしくは配列のみが登録され

たものであり，新規の因子であるととが明らかとなったこれら新規の因子の中に，

ミトコンドリアの分裂 ・融合 ・増殖 ・分配に重要な役割を果たす因子が含まれてい

る可能性が十分考えられる.そこで，これらの因子の完全長 cDNAクロ -ニングを

行なうとともに，これらの因子がミトコンドリアにどのような影響を及ぼすかを調

べるために， ミトコンドリア輸送ペフチドを融合させた蛍光タンパク発現ベクタ

ーと共に，これらの DNA断片を培養細胞中にトランスフェクトして，生細胞中に

おけるミトコンドリアの動態変化をタイムラプスデコンボリュ ーション CCD蛍光

顕微鏡下で直接観察することを考えた.



1. CGACTCCAAGGTTGGCCTTGGCCGCTGTCCAGGACACCACGTTCCAGCAAAGCTGTCAGGGA 

ACTGTTCAGTTGTCCCATGTTTTCTGGAATGTGAGGTGTGGTCAATAAACCAGTGCTCACTT 

GGCCACCACGGCCATTTTTGTCTCCAGGGTCTCAGGCCCCCTTGCTGGCCCTTTAGGAACTC 

TTAGTTGCTTTTCATGCAAAGTTTCTTCTAGGGAGCTGCTGGCCCTGCTAGGGTGCGCCTTC 

CTCAGAGGCTGGACATCTTGGGGCACTGGTAACAGTAGCAGCACTGGACTAAGTTCCGGGTC 

TCTCTACCCTCCGCCCAGTGTAGAGGAGGCCGGTGTAGAGTTGGACTGACCTGACTATAGAC 

ACGGATTACCCACCAGCACTTCTGGCTTCACTAGGCCTGGAGAAGAGTGAGGCAAAACCAGT 

CAGGTTTCTGGGAACTGTGGGCTTCTGAACATTGAGCAAAGCCTGTCAAGCATCCAGACCAC 

AGGGGCAGGAATTCAGCCAAGAAGCAGCTTAAGTTATGGTCAGTGACCAAGTCAAGCTGCTT 

TTGGAGCTTCTTTCAGGCCAACAGGAGCCAGAGAATTGGAATTGGACTGCATTTTGCCCCAG 

GTCTTAGGATTCBTTCACCACTATAGTTACTGTTAGAGGTCCTTTCATTCTTGCATTATTAA 

A TC TC AGTTC T AGCCAAAAAAAAAAAA. . . (697 b p) 

11. CGA C T C CAAG T T CGAA G C A TTCAG C AA G T G G T GG C AAGG CA G A GCC A CC A G AA GA G G G C A C C 

TAGTTTCCATGACAMATATGGGAATGCTATATTAGCAGGTGGAGCCATCTTCTGTGTTTCTA 

CATGGACATATACAGCCACACAAATTGGAATAGAATGGAACATGTCCCCTGTTGGCAGAGTC 

ACCCCAAAGGAATGGAGAGATCAGTAGTCGTGCCAGCTGGTACAATAATCAAGGAATTGTTT 

AAAACCAACTTATAAGTGAATGCCAAGTCAAAGAATCATGTACTCATTATACTATGGCAGAT 

TGAAGAACAAATAAAGAAATAAAGTACCTTAACCTCCAAAAAAAAAAAA... (347bp) 

111. GCTAGCATGGAGAAGAGAACTTAGCTCTTTACATTGGATTCCTTTTTGGAAATATGCTTGGT 

TTAGAAGACTTTGAATGTTCTMGGGAGGTCTCTGATGCCTCACGTACCTGTACAGATTCCGG 

CACAAGCTTAAGGAATCCACCGAACTGTCTCTGTGTTGAGGGGAACCGGGTGCTCATGCTTT 

TCAGTAGCGTACATTCTTCTTTTTGGGTGACACACTTTGACAACAGCTTCTGAGCGCTCTTC 

CTTCGGTGATCGCTGGAGAAAACATGGGGAGCATGATGTACGTGTGGTGAAGCTGAGGGACA 

AGACAAGCCTGCTGTATTCTACTACTGTTTCCTGAGCCCCTGCTTTGTGAAAATCATCTGAC 

TCTAGAGTTCCTACCATACACATGTGCAaCGAGGGgAATTATGTCTATTTATATATAATTTA 

T AAACCC TGC T AGC T TCG TCA TGCAAAA T AAGACAAAACAAACACCAAAAAA. . . (480 b p) 

IV. TGGATTGGTCCACACTTGGAAAGGAAGAAGCTATGATATCGGCGCTGCCACCGTCTCTGGAA 

GATGGATGGGAAGCCTGCTGAACTAAGGCCAGCCTGGCCTCAGGCACAGAACTGAGACCAGA 

GAGGACGGAGAGCCAGGCAGGACATGGTGCTTGGGCTTGCAGAACAGGCTGAAGTCTCTGGG 

AGCTGGGCTCACCCTTCCGGGCCCAGCCACCGAGGGTGACCAGCTTCCTGTGGGTTCCTGGG 

TTCTTTTAGTCTGTTTTTCCTCTCTAAACCCTCNCACCTATCCCTTCTGTGCCAAAGTTCAT 

TTTCCTTAAMTTAANAAMMGGMWTCAMGGGTAAAAAAAAAA， . . (351 bps) 

V. TGGATTGGTCGACAGGCATTTGCAGAACATGAAGTATTTTTCTGGTGGGATGTCTGGATCCT 
GGGTGCCCAGGCAGCTGCTGGGTTTGGAGCCAGCTCAAGACAGCTTCCTCTGTAATATGTAA 

AAGCTCCCGTGGGCTCTGCCACCTCCAGCTGTGGTGTGCCCCTCCCTCCATGGCATGGGGGC 

CAGAGGCAGGTGCAGGAACTCTGGTCATTTCCAGGATTAGCGGTAGAGGCCTGTGGGGTATT 

TTATCTTGCATTAGTACTGCTTTGTGTTCTAGAGAGTTCTGGGGAAAGAGTCCCTCATTCTG 

TACCTGGTCTCCAAGCTGACCTTTTAAATCTCCGCTTCCAGCTAAAGCTGATCCCAGGTCCC 

TGAAACCCTCAGACACCCCTACCTTAGCAGTGGCGAGCATCCTATGGGCTTTGTTCCCCTTG 

GGCTAGGGACGGATGCAGCTGATACCTCCTTTGCCTACCACCTACCTTACCTGCTTTCTTCT 

TTCTTTCTTGTTTGTTTGTTTTGGTTTTTCGAGACAGAGTTTCTCTGTATAGCCCCGGCTGC 

CCTGAAACTCACTTTGTAGACCAGGCTGGCCTTAAACTCAGAAATCTGCCTGCCTCTGCCTC 

CCGAGTGCTGGGATTAAAGGTGAGCGCCACCGAAAAAAAAAAA. . . (663bps) 

VI・ TGGATTGGTCACTGAGAAAGACCTGGAGCTCCGCAGACTTGTCAGCCAGGTGGTAGAACTTT

CCTCCCAGGCCAGTAAAGAAGCAGCTTTGATGAACCAGGAAGTCTGGGAAGAGGCAGAGGGT 

GCCCTCACCAGCAGCCAGTGGTACTTCAGTCCAGATGCCTGCAGGGATGATAGTCCCTCTTA 

GGACAGGATGAATTACAGCAGGCCTGACCCTTGATTGCCTCAGGCAGCCTGTCCTACCTGAG 

TATTTCCTAGCTGGCCTTTCTGCWCATTTATGTTTCCTCATGCCTCCTCCTTGTGGACCGAA 

GAAGTTTGGTGGTCCAGTATTCTGAAAGCTTGTACACTTTGGTTTTGGTTTGCTTTGGTTTT 

tGTCTTGAGGTGGGAAGAAACACCAGTCTTGGCCACACCATCTGCTGGGTTTNGgTCTAAAC 

HGAGTAAG... (442bps) 

VII. TGGATTGGTCCCTGATAGAAGAGTGACGGGAGAAGCTGATGTTGAGtTTGCTACTCATGAAG 

AAGCAGTGGCAGCTATGTCCAAGGACAGGGCCAACATGCAGCACAGATACATAGAACTCTTC 

CTGAATTCAACAACAGGGGCTAGCAATGGGGCTTATAGCAGCCAGGTGATGCAGGGCATGGG 

CGTGTCAGCTGCCCAGGCAACTTACAGTGGCCTGGAGAGCCAGTCAGTGAGTGGCTGTTACG 

GGGCCGGCTACAGCGGTCAGAACAGCATGGGCGGATATGATTAGTATTGTAGGAACATTTGA 

GTTATTTCAATCAGAAAATTTCACAGGCAGCCAATAAGCAGTCAAGAGCAGTTTATAACTCT 

AGAGGAAGCTgGGGGACCCACTTTGCACCATGAGTTTGTGAAATCTGGATTAAAAAATTACC 

TC TTC AGTGTT TC TCA TGCG AAAAAAAA AAAA. . . (466 b p s) 

VIII. TACAACGAGGGGGCCAACTACACCTTGCGCTATGTGTGCTCCACAGACCCGCTCTGAGTCCG 

GGAACTTCGGAACTTGGAAAGAGGTTGACCAGCTAGCAAGGGCTCCCCGGGGATCCTTAGCT 

GAGCAACGCATTGACAGAGCGTGGAGCGAWTAGGAGTAAAATGTTAAACCATACACTCTCAG 

CGCAGATTCACGGCAAGCTCTGGCAGTGTTCTCAGTGTTTTTCTCATCACTTCCACTGACCT 

TTCTACTCGCTTCTTAGAATTCTCAGCCTGCATCCAAATAAGGAACATCCTCGTTTCCCAGG 

GAGAGGCTCTCTCCAAGAAAGGGGCTCTGGGACCCTGAACCTTGGGGATTTGTTTCTAACTT 

GAGACTTGGTCcTTACACCTTGATGAAAACCTGCAGGAGAAAGACATGGCAGCCCACCTCCA 

CGTGGGAGAAGAAGGCCTTCACACGTGGAAGCTTCACAGCCAGGCTTGATTTTCAGAAGGCT 

AGGAGGGCGTCAGCTTGTCCTTTTAACTGGGCTCTGGAAACACCTCCCCAGATTCGATGTAT 

TTTCTTCCGTGATTGGATACAAATGTCTTTTAAGAAAGTAAAGGCCGCGTGAACATGCGAAA 

AAAAAAAAAA. . (630bps) 

IX， TACAACGAGGGGAAACTGTGGAAACATATAAAGCACAAGTATGAGAACAAGGAGTAACACCC 

TGCCCCTGTGGGACCCGAAGGAACAGTCGCCGGTCAGCTGTTTGCCTGGAGTTGGGGCCTCA 

GCCTAAGGATGAGTTTCARAGTTGCCGTTCACCGACCGCCAGTGTGTGGGCAAGCTATGGCT 

CCACTGTACAAACAGACTCACTTCTGCTGTGTTTGAGTACAGCTGTCAGCAAATAAATGCAA 

AGTGCTCACGAAAAAAAAAAAA. . . (270bps) 

図 3-8 蛍光 DifferentialDisplay法より得られた遺伝子断片の塩基配列



Table 3-1. IDEASによる SequenceSimilarity Search 

IDEASによる SimilaritySearchの結果を示 した.それぞれの断片のサイ

ズと相向性を示す因子の名称を示した.未知のものは unknownとした

sequence bps similarity search 

697 unknown 

11. 347 cytochrome c oxIdase polypeptide VIIB precursor 

lII. 480 unknown 

IV. 351 unknown 

V. 663 unknown 

VI. 442 unknown 

YII. 466 ribonucleoprotein F 

VIlI. 630 unknown 

IX. 270 ubiquinol-cytochrome c reductase subunit X 

逆転写反応の際に RNA鋳型の末端まで達すると，その部分の 1ststrand cDNA末端

に数塩基の (dC) を付加する.この性質を利用して， 3'末端にオリゴ (G)配列を

持つ SMARTオリゴヌクレオチドを同反応系に加えておくと，この cDNA末端部に

付加された (dC) 部分とオリゴヌクレオチドが塩基対を形成し，逆転写酵素の鋳

型 (RNA) が延長 した状態になる. Power-scrIpt reverse transcriptaseは，この追加さ

ポリ A+RNA

5L~ぺJもUVl九.)pO~' A J' 

f一GGG I ~ 
SMARTフ「リゴヌクレオチド | 改交情オ リゴ μT)プライマー

I 1以ストランドイT成および
W RTによる (dC)テール{・IJJlllxル

れた SMARTオリゴヌクレオチドに鋳型を切換えて，オリゴ、ヌクレオチド末端ま T 、

複製を続ける. SMARTの由来は，この RNA鋳型 5'末端での切換機構 Switch

MechanismAt the 5' end of RNA主emplateよりきている.得られた一本鎖 cDNAには.

mRNA鋳型の完全な 5'末端と SMARTアンカーと呼ばれる SMARTオリゴヌクレ

オチドが含まれているので，このアンカーと 3'末端の改変型オリゴ (dT) 配列で

の長距離 (LD) PCRによりライブラ リーの作製が可能となる.こうして得られた

完全長 dscDNAを入TriplEx2ファージの SfjIサイト に組込み， 正常マウス:3.0X 

10
9 
pfu / ml， JVSマウス:3.6X109pfu/mlのタイターの cDNAライブラリーを完成

させた.この cDNAライブラリーの挿入断片サイズは，形成されたプラ ークを適当

にピックアップして， PCRでチェ ックした(図 3-10). 

3. 2・5 JVSマウス・正常マウスの心筋細胞由来 cDNAライブラリーの作製

各種断片を発現ベクターに組込んで細

胞内で発現させるためには，その full

length cDNAが必要である. DD法で単離

した遺伝子は， 3'末端のみであるので，

その fulllcngth cDNAを単離精製するた

めに， lYSマウスと正常マウスそれぞれ

の心筋細胞から， cDNAライブラリ ーを

作製した.この cDNAライブラリー作製

には‘CLONTECH社のSMART法を用

いた(図 3-9). SMART ~去の cDNA 合

成では、まず最初に改変型オリゴ (dT)

フライマ ーを用いて，逆転写酵素

Power-script reverse transcriptascにより，

1st strand 合成反応を行なうが，

Power-script reverse transcriptaseは、その
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図 3-10 PCRによるインサートサイズの確認

サンプルは形成されたプラークから適 当にピックアップして選んだ.プライマ

ーはファージ DNAのクローニングサイトを挟むようにデザインしたものを用いた.

図3・9 SMART法による

cDNAライブラリー作製の原理
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3.2-6 タイムラプスデコンボリューション CCD蛍光顕微鏡を用いた

ミトコンドリア観察系の確立

蛍光 DifferentialDisplay法により検出した因子がミトコンドリアに及ぼす影響を

調べるために，これら因子を組込んだ発現ベクターと，ミトコンドリアで蛍光タン

パク質を特異的に発現するベクターを共にトランスフエクションし，蛍光顕微鏡下

でミトコンドリアの変化を直接観察する系を考えた.この実験系を確立させるため

に まず，蛍光タンパク質発現ベクターのみをトランスフエクションして蛍光顕微

鏡で観察した .蛍光タンパク質発現ベクターとしては， CLONTECH社 の

pDsRed1-Mitoを用いた. これは， DsRed (Dβcosoma sp. red f]uorecent protein)加)と

呼ばれるイソギンチャク由来の赤色蛍光タンパク質(励起極大 558nm，蛍光極大

583 nm) にシトクロム cオキシダ-ゼサブユニット 8のミトコンドリア輸送シグナ

ルを融合させたタンパク質を発現するベクターである.このベクターを，今回は，

筋芽細胞である C2C12細胞にトランスフェクションした.検討の結果， C2C12培

養細胞の最大 70%の細胞中のミトコンドリアを選択的に蛍光ラベルすることに成

功した これをタイムラプスデコンボリュ-ション CCD蛍光顕微鏡を用いて，極

めて鮮明に生細胞中の全てのミトコンドリアを観察し解析することが可能となった

(図 3-11).また，このトランスフェクションした細胞をタイムラプスデコンボ

リューション CCD蛍光顕微鏡下で培養しながら，時間経過を取り，細胞の分裂を

とらえることにも成功した(図 3-12). 

図3-11 DsRed発現により蛍光を発色するミトコンドリア

ミトコンドリア輸送シグナルと融合した赤色蛍光色素である DsRedを発現した C2C12

細胞.ミトコンドリアで特異的に発現していることが分かる 短く断片化したミトコン

ドリア(上)と，比較的長い網状構造をとるミトコンドリア(下)が確認できる



図 3・12 DsRedを発現した C2C12細胞の分裂の様子

pDsRedl-Mitoをトランスフェク卜した C2C12細胞を顕微鏡下で培養

した.写真は左上から右下に向かつて 15分毎の様子を表わしている

核が無くなり細胞が分裂していく様子がよくわかる
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3.3 考 察

ミトコンドリアの増殖を支配する“分裂・融合・娘細胞への分配"のイベントに

ついての研究は，ミトコンドリアのバイオジ、エネシスを考える上で欠かすことの出

来ない重要なポイントである.現段階では，原核生物の分裂増殖のキーを担うとさ

れる FtsZ
2
) という因子をもとに様々な研究が進められている.そして最近，藻類

のMalJomo刀asspJendensのミトコンドリアの分裂に関与している因子が FtsZホモロ

グであることが示され3)，また， FtsZとは異なるものであるが，より高等な真核生

物の， S. cerevisiaeでは 日lm1p4)，C. eJegansや Humanでは DrpI5.o) とよばれる

dynamin-related protejnが，ミトコンドリアの分裂に関わる因子として示された.こ

れらの因子は，その局在に大きな違いが見られる.原核生物の分裂を支配すると考

えられる FtsZは、細胞の内側に分裂リングと呼ばれるリング状のチュープリン様

物質を形成してその分裂を制御し3m，高等な真核生物のミトコンドリアの分裂を

支配すると考えられるのnamm関連因子は，ミトコンドリアの外側に同様の分裂リ

ングを形成してその分裂を制御している。) この違いは，進化の過程でミトコ/

ドリア遺伝子の一部が核に譲渡され，核にコードされたタンパクがミトコンドリ ア

を凶getbackして機能を完成させる様になった仕組みを反映しているものであると

考えられる3，4.25，26) しかし，ミトコンドリアの分裂増殖は，融合と分裂がバランス

よく起こって初めて完成するものである4)ととから，高等動物のミトコンドリアの

分裂増殖機構を現在わかっていることだけで説明するのは不可能である

今回行なったドットブロットでの 日+-ATP合成酵素サブユニットの転写発現室の

解析では， JVSマウスと正常マウスでの転写物の絶対量，転写パターンは共に見事

に一致しており変化はみられなかった.これより， H+-ATP合成酵素サブユニット

遺伝子の発現調節がカルニチン欠乏状態においても正常に機能していることが明り

かとなり ，加齢やカルニチン欠乏といった影響を受けない，ホメオスターシスを維

持するための，転写レベルでの分子シンクロナイゼイション機構(第 2章)の存在

がますます強く示唆されてきた.このように，ミトコンドリアの増加にその繕成成

分 (H+-ATP合成酵素 ・cytochrome含量お))の増加は伴っていないことが明らかと
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なり，ミトコンドリアの増殖にはその構成成分の発現とは独立した制御機構が存在

している可能性が示唆されてきた.つまり， JVSマウスの心筋細胞で正常マウスの

それに比べ極端に多く発現していることが予測されるミトコンドリア数の増加を引

き起こす制御因子は， Differential Display法での探索が可能であると考えられた.

そこで，続いてミトコンドリアが異常に増殖している JVSマウスの心臓を材料

としての蛍光 DifferentialDisplay法を行なったところ， ミトコンドリアの分裂増殖

に関与する可能性のある未知の遺伝子が 6種発見された. これらの因子についての

詳細を解析するまでには至らなかったが，単離精製するための cDNAライブラリ

ーの作製は済んでいる.また，これらの因子がミトコンドリアにどのような影響を

及ぼすかを調べる方法として，蛍光顕微鏡下でミトコンドリアの変化を直接観察す

るための pDsRed1-MUoを用いた培養細胞での発現系も，ほぼ確立させた.ただし，

今回用いた細胞 (C2C12) では，ミトコンドリアが多すぎて，その挙動を追うのは

難な可能性もあるので，癌細胞などのミトコンドリアの少ない他の細胞について

も検討すべきである.

このように，ほぼ準備は整ってきたことから，これらを用いてその fulllength

cDNAの単離・発現，そして，タイムラプスデコンボリュ-ション CCD蛍光顕微

鏡を用いた時間経過をとっての観察を行なうことにより，ミト コンドリアの分裂・

融合・分配機構とそこに関わる制御因子の解明が飛躍的に発展することが期待され

る.
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3. 4 実験方法

3.4-1 蛍光 DifferentialDisplay 法

JVSマウスと正常マウスの心臓から，第 2章と同様の方法でそれぞれの mRNA

を単離・精製した.これを，逆転写反応 (AMVRTaseXL (宝酒造)司および

Superscript II (GIBCO BRL) )後， 1stPCRとして，各種プライマ ー (本文中に示

した)により， (94 oC -2min， 40
0

C -5min， 720C -5min) x 1サイクル守 (940C -

30sec， 40
0

C -2min， 72
0

C -1min) X 34サイクル， 720C -5min X 1サイクルで反応さ

せた.その後， 90
0

Cで2min変性 (95%ホルムアミド -20mMEDTAと 1: 1で混合)

させ， 7 M U rea -4 % polyacry lamide (1 X TBE)で， 40W約 3時間泳動した. これを

FMBIO II (宝酒造)および genomyxLRS (BECKMAN)で読み取り解析した.

3. 4-2 2nd PCRおよび H.A.-Yellowによる分離

Differential Display法よ り得られた目的のバンドと対照バンドをゲルから切出し，

滅菌水 50μlを加え， 30分室温放置した後， 10分間ボイルして抽出した.これを

1st PCRで用 いたフライマーと同ーのプライマーで(94 oC -2min) X 1サイクル，

(94
0

C -30sec， 40
0

C -2min， 72
0

C -lmin) X 15 or 20サイクルで反応させたそして

1 U / ml H. A -Yellow添加アガロース ゲルで各サンプルを対照と並べて泳動して，シ

ングルバンドに分離すると同時に差の保持されているバンドを決定し抽出した.ま

た， Upstream primerには ACAATTTCACACAGGAを， Downstream primerには

ACGACTCACTATAGGGCをそれぞれ 5'側に付加したものを作り，これ以降の増幅

には， この配列を利用して行なった.

3.4-3 シークエンス反応

3. 5-2で得られた DNA断片を pBluescriptII KS+の EcoRVサイトに平滑末端で組

込み， Auto Read Seguencing Kit (Pharmacia)を用いてジデオキシ反応させて，

A.L.F. DNA Seguencer (Pharmacia)で読み取り解析した
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3.4-4 cDNAライブラリ ーの作製

CLONTECH社のSMART法を用いて cDNAライブラリーの作製を行なった.

SMART法の原理は，本文中に示したとおりである .Power-script reverse transcnptase 

による逆転写反応，続いて Long-DistancsPCRを行なった後，Proteinase K処理， フエ

ノール抽出，エタノール沈殿， Sfi 1消化を行い， CHROMA SPIN-400で濃縮分画

した . この cDNAを入TriplEx2Vectorにライゲーションし ，Gigapack III Gold 

Packaging Extract (STRATAGENE)でパッケージングしてフアージとした.得ら れ

たファージは， E.coJiXL1-Blueによりタイターチェックを行った.また挿入断片は，

λTriplEx LD-Insert Screening Amplimer Sets (CLONTECH)により， PCRで確5忍した.

SMARTオリゴヌクレオチド

5'-AAGCAGTGGT A TCAACGCAGAGTGGCCA TT ACGGCCGGG-3' 

改変型オリゴ (dT)プライ マー (N 二 Aヲ G，C， or T; N_J = AフG，or C) 

5'-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30 N.1N-3' 

λTriplEx LD-Insert Screening Amplimer 

5' primer 5'-CTCGGGAAGCGCGCCATTGTGTTGGT-3' 

3' primer 5'-ATACGACTCACTATAGGGCGAAτTGGCC-3' 

3.4-5 pDsRed1-Mito vectorの C2Ci2細胞へのトランスフェクション

トランスフェクションは，非リ ポソ-ム系の真核細胞用トラ ンスフ ェクション試

薬である FuGENE6 (ロッシ ュ)を用いて行なった.この効率は， FuGENE 6/ 

DNA比や，細胞の状態によ り大きく影響を受けるが，今回，細胞濃度 (3.3X 10
4 

cells / ml) ) Dl¥伍M (91μ1) ， FuGENE 6 (9μ1) ， pDsRed1-Mito vector (1.5μg) ， 

50mmガラスボ トムカルチャーディッシュ(ポリリジンコート;YSI) の条件で最

約 70%のトランスフェクション効率を得る ことに成功した 観察および角写析は，

タイムラプスデコンボリューション CCD蛍光顕微鏡(口一パー・オ リンパス) と

MetaMorph (日本ロ-パ-)により行なった.
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第 4章 総括

真核生物におけるエネルギー供給は，ミトコンドリアにおける酸化的リン酸化反

応によりその大部分がまかなわれている. このミトコンドリアは，これまで. 1ミ

クロン前後のラグビーボールあるいは葉巻状の形をしたもので、外膜とマトリック

ス内に入りくんだ内膜からなり，また， ミトコンドリアは，ある程度大きくなると

細菌の場合と同様に，ミトコンドリアの中程に内膜の隔膜を形成して 2分裂する方

式でミトコンドリア数を増生させると考えられてきた. しかし最近，全てのミトコ

ンドリアが融合した網状体が観察されたり，クリステは内膜が単純に入り込んだも

のでなく，独自のコンパートメントを作っていることが明らかにされてきたことか

ら，長く保持されていたこれまでの絵図や説明が間違っていることが明らかになっ

てきた つまり，ミトコンドリアの研究は，その形態とバイオジェネシス(形態形

成)と娘細胞への分配の分子機作のコンセプトを改めて考察すべき時期を迎えたと

いえる.そこで，本研究では， このミトコンドリアのバイオジェネシスや娘細胞へ

の分配といった極めて重要な生命現象を明らかにすることを本プロジ、エクトの最終

目標として以下の 2つの方向の解析を行なった.

1. H+-ATP合成酵素の分子構築における分子シンク口ナイゼイション現象の発見

まず，第 1章で，ミトコンドリアの中で最も主要な構成成分の lつである

H+-ATP合成酵素の各サブユニットの転写レベルの絶対量を測定したその結果，

核にコードされた H+-ATP合成酵素のサブユニットの mRNA量は 心臓>腎臓>

脳与肝臓という臓器特異性を持っており，さらに，全てのサブユニットの mRNA

量は調べたこれら 4種の組織， 2 ""' 90週齢のどの週齢においても 一定のストイ

キオメトリーでシンクロナイズして発現されていることが初めて明かとなった.

このことは.H+-ATP合成酵素の各サブユニットの m即-.iA量を一定の化学量論比で

発現させる特別のジ-ンシンクロナイザーともいうべき装置があることを推測させ

る.さらにこの事実は，生理的状態を一定に保持するという“ホメオスターシス"

が，遺伝子の発現制御レベルで起こっていることを初めて示したものであり，極め
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て興味深い しかし，これはタンパクレベルのストイキオメトリーとは一致しなかっ

たことや，これまでに報告されている転写因子では説明しきれなかったことから，

さらなる転写調節因子の探索や mRNAの stabibtyを含む転写後調節，そして翻訳

段階での調節等を踏まえての解析を行うことにより， H+-ATP合成酵素の分子シン

クロナイゼイション機構を明らかとする必要がある.また‘ミトコ ンドリアの異常

な増殖が認められる JVSマウスでは，その H+-ATP合成酵素サブユニットの転写発

現量 ・転写パターンが，正常マウスのそれらとは変化が無く一定に保持されていた

ことから，ホメオスターシスを維持するための，転写レベルでのジ-ンシンクロナ

イザーの存在がますます強く示唆されてきた.

2. ミトコンドリアの分裂・融合・分配に関わる新規因子の探索

ミトコンドリアの増殖を支配する“分裂 ・融合 ・分配"のイベントについての研

究は，ミトコンドリアのバイオジエネシスを考える上で欠かすことの出来ない重要

なポイントである.現段階では，原核生物の分裂増殖のキーとしての役割を担うと

される FtsZをもとに様々な研究が進められ，そして最近 3 第 2章に示したように

数種の関連因子が報告されている.しかし、高等動物のミトコンドリアの分裂増殖

機構を現在わかっていることだけで説明するのは不可能である.

JVSマウスにおいて増殖したミトコンドリアは， これまでに呼吸鎖蛋白質の発現

量低下に起因した酸化的リン酸化能の低下を引き起こしていることが当研究室で明

らかにされ，このような活性低下およびエネルギ-不足を補うためにミ トコンドリ

アは増殖していると考えられた.また，今回行なったドットブロットでの H+-ATP

ム成酵素サブ、ユニッ トの転写発現量の解析では， JVSマウスと正常マウスでの転写

物の絶対量，転2ヲ:パターンは共に見事に一致しており変化はみられず， H七ATP合

成酵素各サブユニット遺伝子の発現が，転写レベルでのジーンシンクロナイザーに

より調節されていることがますます強く示唆されてきた.このように，ミトコンド

リアの増加にその構成成分 (H+-ATP合成酵素量や cytochrome含量等)の増加は伴っ

ていないことが明らかとなり，ミトコンドリアの増殖にはその構成成分の発現とは

独立した制御機構が存在している可能性が示唆され，ミトコンドリアを分裂増殖さ
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せる特異的な因子の存在が予測された.そこで，この制御因子を明かとするため，

JVSマウスおよび正常マウスの心臓から単離精製した mRNAを材料としての蛍光

Differential Display法により，このミトコンドリアの“分裂 ・融合 ・分配"に関与す

る可能性のある未知の新規遺伝子を 6種発見した 今回これらの因子についての詳

細を解析するまでには至らなかったが， cDNAライブラリ ーの作製， pDsRedl-Mito 

を用いた培養細胞での発現系の確立も，ほぼ準備が整ってきたことから，これらを

用いて，ミトコンドリアの分裂 ・融合・分配に関する分子機作とそこに関わる制御

因子が解明でき，ミトコンドリア病をはじめ，糖尿病，アルツハイマー病，老化，

アポト ーシス等の様々な病態、の解析や治療に役立つ有用な情報を提供することが大

いに期待されよう.
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H甫乳動物ミトコンドリアのバイオジェネシスに関する基礎研究

審査結果の要旨

本論文では，ミトコンド リアのバイオジェネシスの解明を目的として以下の 2つの方

向から解析を行っている.

1. ATP合成酵素の分子構築における分子シンク口ナイゼイション現象の発見

哨乳動物のミトコンドリアの ATP合成酵素は 16種のサブユニットが一定の化学量論

比で構築されているが とれらを構成するサブユニットの発現制御機構は，いまだ明ら

かにされていない.そこで本研究では， ATP合成酵素の核遺伝子にコ ードされた 9種の

サブユニットのmぼ~A の絶対量を定量した.その結果， これらのサブユニットの

mRNAは大部分心臓において最も多く発現しているが，これら mRNAの分子モル比は，

似 ・肝臓・心臓・腎臓の 4種の臓器において，全く同ーの割合で発現されていることが

初めて明かとなった.この発現パターンは， 2 ~ 90週齢ラットにおいても一定に保持さ

れていることが明らかとなった.これは， ATP合成酵素サブユニットを一定の割合で発

現するための，転写レベルでの分子シンクロナイゼイションシステム“ジ-ンシンクロ

ナイザー"の存在を強く示唆している.

2.ミトコンドリアの分裂・融合・分配に関わる新規因子の発見

ミトコンドリアの分裂 ・融合 ・分配に関わる制御因子を明らかとするため，蛍光

Differential Display Y:去を用いて ]VSマウス心筋(ミトコンドリアが劇的に増加) と正常マ

ウスで発現している mRNAの差を解析し，ミトコンドリアの増殖に関与する可能性の

ある新規遺伝子を 6種得ることに成功している.

本研究における上記の優れた発見は，博士論文として妥当であると判定する.
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