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　ミトコンドリアは細胞内にある小器官で，われ
われが必要とするエネルギーのほぼすべてを ATP
（アデノシン三リン酸）として産生する．ミトコ
ンドリアは約20億年前に自律的な生命体であるこ
とを捨てて真核細胞と共生したと考えられており，
その名残としてその内部に核 DNAとは別のゲノ

ム情報を今なお保持している．それがミトコンド
リア DNA（mtDNA）である．ほとんどの脊椎動
物の mtDNAは約16,000塩基対ほどの環状 DNA
で37の遺伝子がコードされており，その内訳は2
個のリボソーム RNA，22個のトランスファー
RNA，そして電子伝達系を構成するサブユニッ
トタンパクをコードする遺伝子13個である．そし
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ミトコンドリア DNAの維持機構
―ゲノムワイドスクリーニングによってわかってきたこと―
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The machinery of mitochondrial DNA maintenance
－ Novel components from a genome-wide RNAi screen－

要旨 :　ミトコンドリア DNAの健全な複製，修復そして伝達は生命にとって必要不可欠である．これら
mtDNA維持機構に働く因子の異常は様々な病態と関連しているため，長年興味深い研究対象となっているに
もかかわらず，まだその全貌は明らかになっていない．最近，我々はキイロショウジョウバエ S2細胞を用い
て mtDNAの量的維持に着目したゲノムワイド RNAiスクリーニングを行い約100の陽性遺伝子を抽出するこ
とに成功した．得られた陽性遺伝子群にはミトコンドリア DNAポリメラーゼなどの既知の因子に加えて，こ
れまで mtDNAの維持との関連が予想されていなかった因子も多く得られた．本稿ではスクリーニングで得ら
れた新規因子の役割についてこれまでの mtDNA維持機構研究の成果とともに概説する．

キーワード :　ミトコンドリア DNA，ゲノムワイド RNAiスクリーニング，ミトコンドリア転写終結因子，
ATP合成酵素，ミトコンドリア DNA欠乏

Abstract:　The faithful replication, repair and transmission of mitochondrial DNA （mtDNA） are essential for life. 
The machinery of mtDNA maintenance is only partially characterized despite the wide interest due to its involvement 
in disease, ranging from neurodegenerative disorders such as Parkinson’s disease through to susceptibility to cardiac 
ischemia, and perhaps even aging. To identify novel components of this machinery, we performed a genome-wide RNAi 
screen in 'rosoShila S� cells, assaying for loss of Àuorescence of mt'1$ nucleoids stained Zith the '1$�intercalating 
agent PicoGreen. In addition to previously characterized components of the mtDNA maintenance machineries, positive 
genes included many proteins of the cytosolic proteasome and ribosome. These proteins involved in vesicle transport, 
plus the fact that some other factors involved in mitochondrial biogenesis or nuclear gene expression, > 30 mainly 
uncharacterized proteins and most subunits of ATP synthase. In this review, current understandings of the mtDNA 
maintenance including novel components from the screen were discussed.

Keyword:　mitochondrial DNA， genome-wide RNAi screen， mitochondrial transcription terminator， ATP synthase， 
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て mtDNAの維持や発現のための分子装置を構成
するタンパク質因子は核 DNAのものとは異なる
ミトコンドリア独自のものであるが，これまで知
られているものすべてのタンパク質因子が核の
DNAにコードされている1）．
　mtDNAの健全な複製，修復そして伝達は生命
にとって必要不可欠である．それらの過程の異常
は様々な病態と関連している．例えば，特定疾患
であるミトコンドリア脳筋症は mtDNA上の変異
によって心臓，骨格筋，脳などに異常を生じる．
また，近年では mtDNAの異常と糖尿病などの生
活習慣病や加齢，がんとの関連も注目されている．
こうした背景により mtDNA維持の全貌をつかむ
ことはミトコンドリア機能低下に起因する様々な
疾患の理解と治療法の開発の為に強く求められて
いる2）－6）． 
　核の DNA と mtDNAとの最も大きな違いは前
者が細胞あたり2コピーのみ存在するのに対して
後者は細胞あたり平均数百コピー以上にもなるこ
とである．このため，mtDNAの維持を考える場
合には欠失・点変異などの質的な変化だけでなく
コピー数という量的な変化も考慮しなくてならな
い．我々は最近 mtDNAの量的維持に関わる新規
遺伝子の探索を目的とした機能的遺伝子スクリー
ニング行い，約100の陽性遺伝子を得た．本稿で
はそれら陽性遺伝子産物の解析からわかってきた
mtDNAの量的維持に関するいくつかの新しい知
見について紹介する．

1.ϛτίϯドϦΞ%/"のྔ的ҡ࣋૷ஔ
1）mtDNAの複製装置
　多コピーの環状 DNAといえばすぐに思い浮か
ぶのは大腸菌の F因子のような，染色体（ある

いは核様体）とは別に自律的複製を行うプラスミ
ド DNAであろう．実際，その類似性から mtDNA
の伝統的複製モデルはおもに ColE1プラスミド
DNAの複製モデルを参考にして構築，提唱され
た7）．このモデルは mtDNA2本鎖の合成が非協調
的に起こり，その複製過程では長い1本鎖 DNA
領域を形成するという特殊な複製様式であったが，
近年になり，一般的な DNAの複製過程で見られ
るようなリーディング鎖とラギング鎖が協調的に
合成されている複製中間体が検出され，現在では
いくつかの複製モデルが並存している1）．一方，
F因子のようなプラスミド DNA複製を試験管内
再構成するためには21種類のタンパク質が必要で
あるのに対して8），mtDNAの複製に必須のタン
パク質は未だ8種類の同定にとどまっている（表1）．
不足している構成要素が mtDNAの複製装置おい
ては未だ同定されていないだけなのか，あるいは
そもそも“単純”な構成であるのか興味がもたれ
る．特に複製途中の mtDNAにおいて一般的な岡
崎フラグメントが検出されないのと相まって確実
なミトコンドリア DNAプライマーゼが未だ同定
されていないことは mtDNAの複製装置に関する
大きな謎のひとつである．最近，この“単純”な
複製装置で mtDNAの複製機構を説明するモデル
が提唱されている．“the bootlace mechanism of 
mtDNA replication” と名付けられたこのモデルは
ミトコンドリア RNAポリメラーゼ（POLRMT）
によって合成された転写産物の一部がラギング鎖
のプライマーとしての機能を果たすというもので
ある9）10）．我々が見出した POLRMTの鋳型 DNA
構造に依存した RNA合成活性11）はこのモデルと
も矛盾しないが，今後の研究の進展によりこのモ
デルの真偽が明らかになっていくであろう．

表1.NU%/"ෳ੡૷ஔͱͯ͠ಉఆ͞Ε͍ͯΔλϯύΫ࣭ͱその໾ׂ

タンパク質 役割 参考文献
POLG1 複製，修復 64），65）
POLG2 複製，修復 64），65）
Twinkle DNA helicase 複製 66）
mtSSB 複製 67）
RNaseH1 複製 68）
POLRMT 転写，複製 7），69）
TFAM 転写，複製，mtDNAのパッケージング 14），15），16）
TFB2M 転写，複製 70）
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2）ミトコンドリア転写因子（TFAM）と mtDNA
の分解
　mtDNAのコピー数の維持はその合成と分解と
のバランスによって調整されていると考えられて
いる．これまでに EndoGヌクレアーゼなどがそ
の局在と機能から mtDNA維持への関与を示唆さ
れているが，mtDNA分解の分子メカニズムの詳
細についてはまだよくわかっていない12）13）． し
かしながら，これまでの TFAMに関する研究か
らは mtDNAの分解と維持についての多くの知見
が得られている14）15）．TFAMは mtDNAの転写因
子として最初に精製・クローニングされた16）．そ
の後，ヒト培養細胞などでは TFAMは mtDNA1
分子あたり約1000分子存在しており，そのほとん
どすべてが mtDNAに結合して，いわゆるヌクレ
オイド（nucleoid）と呼ばれる高次構造にパッケー
ジされていることがわかってきた17）．そして
TFAMと mtDNAとの間には化学量的相関関係が
あることも明らかになっている18）．TFAMが結合
していない mtDNA，あるいは mtDNAに結合し
ていない TFAMはそれぞれ迅速に分解されるこ
とにより，mtDNAの量的維持が行われている．
その為，今日では mtDNAは従来考えられてきた
ように裸で存在するのではなくTFAMによるパッ
ケージングによって折りたたまれ，保護されてい
るとの考えが広く受け入れられてきている．実際，
ヌクレオイド構造の主要構成タンパク質である
TFAMの mtDNAに対する保護的な役割は心機能
やがん，そして老化などにおいて個体レベルでも
重要であることが明らかになっている19）－21）．最
近になって TFAMがミトコンドリアプロテアー
ゼ Lonの分解ターゲットであることが明らかに
なり，TFAMの分解を介した mtDNAの量的制御
の仕組みがあることも明らかになってきている22）．

3）その他の mtDNAの維持関連因子
　その他にも，mtDNAの維持に関わると考えら
れているものには第2のミトコンドリア DNAポ
リメラーゼとして発見された PrimPol23），DNA結
合 AAAタンパク質 ATAD3A24）などをはじめ，細
胞骨格25）やミトコンドリアのダイナミクス26）－29），
タンパク質や核酸の安定性に関わるタンパク質因
子30）－32）などが報告されている．しかしながら，

これらの因子が mtDNAの健全な量的維持におい
てどのように協調して働いているかはまだよくわ
かっていない． 

�.ήϊϜワΠド3/"J εΫϦーχϯά
　これまで述べたように mtDNAは TFAMを主要
構成因子とするヌクレオイド構造をとっている．
そのため，mtDNAの維持機構を理解するために
これまで世界中の多くのグループがプロテオミク
ス的手法を用いたヌクレオイドの構成タンパク質
の網羅的な同定を試みてきた．しかしながら，
mtDNAヌクレオイドの全体像についての統一的
理解には至っていない33）．そのような背景から
我々は全く新しい手法で mtDNA（またはヌクレ
オイド）の量的維持に関わる遺伝子の同定をおこ
なった．
　ショウジョウバエの Schneider 2細胞（S2細胞）
は RNA干渉実験（RNA interference: RNAi）に適
しており，ゲノムワイドの遺伝子スクリーニング
に広く使われている細胞である34）35）．さらに，先
行研究からショウジョウバエにおいて mtDNA維
持の基本機構はヒトをはじめとする哺乳動物のそ
れと非常に類似していることがわかっている5）．
ゲノムワイド RNAiスクリーニングは近年動物細
胞にも応用され始めているが36），S2細胞は呼吸鎖
複合体の欠損でも致死性を示さないため今回のス
クリーニングには最適と考えた．一方，mtDNA
を特異的に染色する方法としては2本鎖 DNAイ
ンターカレーターの蛍光試薬である PicoGreenを
用いて染色する方法が確立されていた37）．そこで
我々は mtDNAの特異的蛍光染色と RNAiを組み
合わせた機能的なゲノムスクリーニング法を開発
し，mtDNAの量的維持に関わる新規遺伝子の探
索を行った．S2細胞の mtDNAを生細胞内で特異
的に染色する手法はこれまでに試みられたことが
なく，予備実験では細胞質の非特異的なシグナル
の高さから，mtDNAシグナルの検出を自動化す
ることは困難であった．TFAMは mtDNAに結合
することで2本鎖 DNAに負の超らせんを導入す
る能力を持つことが以前から知られており38），
mtDNA に超らせんが導入されると PicoGreenの
インターカレーションが阻害され，蛍光が減少す
ることが報告されている24）．これらのことより
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TFAMの発現を RNAiで抑制して mtDNAを弛緩
させることで PicoGreenの mtDNAへの導入効率
をあげる事が出来るのではないかと考えた．スク
リーニングターゲットに対する RNAiと短時間の
TFAMに対する RNAiとを組み合わせることで，
予想通り mtDNAの蛍光シグナルを特異的に増幅
させることに成功した（図1A）．
　この検出系を用いてショウジョウバエ全遺伝子
についてそれぞれの RNAi（16，019遺伝子領域に
対する dsRNA処理）条件化での mtDNAシグナ
ルを蛍光顕微鏡で観察した．その結果，mtDNA
シグナルが著しく減少する，つまり mtDNAある
いはヌクレオイドの量的減少を示す105の1次スク
リーニング陽性遺伝子を得た．その後，スクリー
ニングの再試行などを経て97の最終陽性遺伝子を
抽出した39）（図1B）．

�.৽ͨʹൃ͞ݟΕͨNU%/" のྔ的ҡ࣋ؔ࿈Ҩ
఻ࢠ

1）スクリーニングの概要
　スクリーニング陽性遺伝子として抽出された遺
伝子にはDNA polymerase gammaや Twinkle helicase，
mtSSBなどのこれまで mtDNAの複製や維持に関
わると報告されているタンパク質因子をコードす
る遺伝子のほとんどが含まれていた．陽性遺伝子
を分類すると以下のようなカテゴリーに分類され
た．① mtDNAの複製・維持に関わるもの，②細

胞質翻訳に関わるもの，③プロテアソームに関す
るもの，④ ATP合成酵素サブユニット，⑤ミト
コンドリアの生合成・ダイナミズムに関与するも
の，⑥核の遺伝子発現に関与するもの，⑦その他
（機能未知のものを含む）．（図2）
　一方，陽性遺伝子の全てにおいてその発現をそ
れぞれ単独に RNAiによってノックダウンした細
胞を用いた定量的 PCRを行ったところ，mtDNA
のコピー数が著しく減少するこれまで報告のな
かった8遺伝子が抽出された39）．それ以外の多く
の陽性遺伝子の RNAiでも mtDNAの量的減少は
観察されたが，比較的軽微であった．今回実施し
たスクリーニングで得られた陽性遺伝子の多くは
mtDNAのトポロジーや mtDNAヌクレオイドの
構造に関与しているのかもしれない．
　mtDNAのコピー数の減少が顕著に見られる新
しい8遺伝子のうち，2つはカテゴリー①に属する
ミトコンドリア転写終結因子MTERFファミリー
に属するタンパク質をコードし，3つはカテゴリー
④の呼吸鎖複合体Ⅴ（ATP合成酵素）のサブユニッ
トをコードする遺伝子であった．

2）ミトコンドリア転写終結因子MTERFファミ
リー

　MTERF （mitochondrial transcription termination 
factor）タンパク質はMTERFモチーフと呼ばれ
るロイシンジッパー様の保存されたアミノ酸配列
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を持つ一群のタンパク質で，ほとんどの多細胞生
物に保存されている40）41）．多くの生物種で
MTERF1からMTERF4までの4つのサブファミリー
を構成しており，mtDNAの転写42）－44），複製45）46），
翻訳47）－49）の制御に関与することが報告されてい
る．ヒトではミトコンドリア脳筋症の原因となる
mtDNA上の tRNA変異（3243G変異）がMTERF1
結合領域と重なり，MTERF1の過剰発現ではその
近傍での複製フォーク停止が亢進することが分
かっている45）．一方，ショウジョウバエゲノムに
おいても4つのMTERFタンパク質が同定されて
いる41）．そのうち mTTFタンパク質はショウジョ
ウバエのMTERFファミリーでもっとも良く研究
されている分子であり， mtDNA 上の2か所の結合
サイトにおいて転写装置を停止させることが in  
v iv oおよび in  v it roで証明されている50）－52）．今回
のスクリーニングでは mTTFのほかに mTerf5が
陽性遺伝子として抽出されたが，mTerf5は最近
mTTFと協調して転写終結に働くことが報告され
た53）．我々は mTTFおよび mTerf5の発現を細胞
レベル，あるいは個体レベルで抑制して mtDNA
の複製中間体を詳細に解析し，ショウジョウバエ
mtDNA の複製フォークが mTTF 結合領域で一時
停止すること，mTTFのノックダウンにより複製
フォークの部位特異的停止が阻害され，非特異的
な複製フォークの停止の増大やラギング鎖合成が
阻害されることを見出した54）55）．また長時間の発
現抑制によって mtDNAコピー数は約20% まで減

少することを明らかにした．一方，mTerf5のノッ
クダウンでは mTTF 結合領域での複製フォーク
の停止が増大した．これらの結果から我々は
mTTFと mTerf5とが mtDNA上の mTTF結合領域
において転写装置と複製フォークとの衝突を回避
するためのいわゆる「複製フォークバリア
（replication fork barrier: RFB）」として協調的に機
能するというモデルを提唱している55）．mTTFや
mTerf5の発現量が十分でないと複製フォークが転
写装置と衝突することで崩壊し，mtDNAコピー
数減少を引き起こすと考えられる．また，mTTF
の発現抑制では mtDNAのラギング鎖合成が阻害
されていることから，mTTF/mTerf5が複製フォー
クへのプライマー供給にも関与することが示唆さ
れている．
3）ATP合成酵素と mtDNA
　ミトコンドリアの呼吸鎖複合体は電子伝達系と
も呼ばれ，電子の流れに伴ってミトコンドリアマ
トリクスと膜間スペースとの間に発生するプロト
ン（H+ ）の密度勾配を利用して細胞の活動に必
要な ATPを産生する．呼吸鎖複合体Ⅴはミトコ
ンドリア内膜に存在する F1FoATP合成酵素であ
る．ショウジョウバエの ATP合成酵素を構成す
るサブユニットをコードする遺伝子は2つが
mtDNAにコードされ，14遺伝子が核にコードさ
れている．今回のスクリーニングでは核にコード
されている14遺伝子のうち9つが陽性遺伝子とし
て抽出された39）．9遺伝子のそれぞれの遺伝子の
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発現抑制を行うと mtDNAのコピー数の減少が観
察され，そのうち3遺伝子では特に顕著であった．
これまで酵母やトリパノソーマなどの原虫におい
ては mtDNAの健全な量的維持に ATP合成酵素が
必要であることがいくつも報告されているが56）－ 63），
今回の結果からは多細胞生物においても普遍な制
御機構があることが予想できる．
　mtDNAのコピー数の減少が比較的穏やかな
ATP合成酵素サブユニットの発現抑制においても
ミトコンドリア膜電位の低下が観察され，呼吸鎖
複合体Ⅰ及びⅣからの活性酸素種（Reactive 
Oxygen Species: ROS）の産生が増大した．ROS
の産生増大と mtDNAのコピー数の減少は ATP合
成酵素の阻害剤であるオリゴマイシンの添加に
よっても再現されたが，mtDNAのコピー数の減
少を ROSによる mtDNA損傷だけで説明するこ
とは難しかった．スクリーニング陽性遺伝子とし
ては核にコードされる遺伝子の発現制御やタンパ
ク質分解にかかわる遺伝子が多数同定されており，
ミトコンドリアの生合成の低下や分解の亢進その
ものが mtDNAのコピー数の減少を引き起こして
いるのかも知れない．実際，ATP合成酵素サブユ
ニットの発現抑制下では細胞内成分の分解に関わ
るリソソームが増大し，リソソームとミトコンド
リアとが共局在することが観察されている39）．

͓ΘΓʹ
　我々の行ったスクリーニングでは新たにいくつ
もの mtDNAの量的維持関連遺伝子が見出されて
いるが，それらの分子レベルでの作用機序につい
ては今後の研究課題である．mTTFと mTerf5との
間には物理的相互作用があるのか，もし RFB複
合体を形成するのならばどのように転写装置や複
製フォークを制御しているのか．また，ラギング
鎖の合成へどのように関わっているのか．これら
を明らかにすることは mtDNAの健全な維持のメ
カニズムの一端を明らかにし，ミトコンドリア病
の病態発症メカニズムの理解を深めることに大き
く貢献することが期待できる．一方，mtDNA の
量的維持は細胞内の状態に応答して調節されてい
ると考えられるが，ATP合成酵素はそのセンサー
として機能するのであろうか．スクリーニング陽
性遺伝子群のなかでは，mtDNA上で直接働いて

いるものを除けば，ATP 合成酵素の抑制は
mtDNA のコピー数減少をもっとも強く引き起こ
していた．ATP合成酵素は mtDNA の量的調節に
対してこれまで考えられてきた以上に重要な役割
を担っているのかも知れない．
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