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 新新規規ミミトトココンンドドリリアア・・小小胞胞体体連連関関維維持持機機構構のの解解析析  渡渡邊邊  征征爾爾  

 
【【目目的的】】ミトコンドリアと小胞体の膜同士が近接した領域（mitochondria-associated membrane：MAM）は、細胞の

機能維持に重要なマイクロドメインとして、近年、ATP合成やオートファジーの制御など、様々な機能が明らかにされ

ていた。著者は、これまでのMAMの機能的・構造的な破綻が筋萎縮性側索硬化症（ALS）で広く共通した病態である

という知見をもとに、新規のMAMの維持機構について分子レベルで明らかにすることを目指した。 
【【方方法法】】本研究では、まずMAM特異的タンパク質でMAMの維持に必須であるσ1受容体（Sig1R）と相互作用する

タンパク質としてミトコンドリア膜タンパク質 ATAD3A を同定した。次に、ATAD3A の部分欠損変異体を作製し、 

共免疫沈降法によって Sig1R との相互作用に必須の分子内ドメインを同定した。また、独自に開発したMAM の定量

評価系であるMAMtracker-Luc（Sakai et al., FASEB J in press）と作製したATAD3A 部分欠損変異体を用いて、 

細胞内のMAM量に影響を与える領域についても同定した。さらに、生体内でのATAD3AとSig1Rの相互作用の破綻

が及ぼす影響をSig1R欠損マウスおよびALSモデルマウスである変異SOD1マウスで検討を行った。 
【【結結果果】】ATAD3AとSig1Rの相互作用は、ATAD3AのN末端側に存在する二つのCoiled-Coilドメイン（CC1、CC2）
に依存していた。これは N 末端側がミトコンドリア外膜側に局在するとする先行研究と一致していた。興味深いこと

に、ATAD3Aの野生型は非常に強くMAMの形成を誘導した一方、CC1、CC2、AAA ATPaseドメイン（AAA）のい

ずれを欠損してもMAMの誘導はされなくなった。そこで、各部分欠損変異体をHEK293細胞に発現させて細胞内に

おける局在を観察した結果、野生型と CC1 または CC2 の欠損変異体はミトコンドリアに局在した一方、AAA 欠損  

変異体は小胞体に局在することが明らかとなった。また、野生型マウス脊髄とSig1R欠損マウス脊髄またALSモデル

マウスである変異SOD1マウスで比較したところ、意外なことにATAD3Aの発現量や局在に大きな変化は見られなか

った。しかし、ハンチントン病モデルで報告があった ATDA3A のオリゴマー化について、先行研究と同様の方法で  

検討を行った結果、これらのマウス脊髄においてはATAD3A のオリゴマー化が有意に促進されていることが明らかと

なった。以上の結果、まず、1．ATAD3A は N 末端側の Coild-Coil ドメインを介して小胞体膜タンパク質と相互作用

することによって、MAMの増強に寄与していることが判明した。また、2．Sig1RはATAD3Aの異常なオリゴマー化

の抑制に重要であり、MAM の破綻は ATAD3A の異常なオリゴマー化の促進を介しても神経細胞に対して毒性的に 

作用する可能性が示唆された。 
 
 

本研究により明らかとなったATAD3AとSig1Rの相互作用の概念図 
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緒緒  言言  

 
筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis：ALS）は、運動神経細胞が選択的に傷害される神経変性疾患で

ある。著者は、これまでにALSモデルマウスである変異SOD1マウスを用いた研究から、ミトコンドリアと小胞体の

近接部位（mitochondria-associated membranes：MAM）の機能的・構造的な破綻がALSにおいて重要な病理的変化

であることを明らかにしてきた［1］。近年、MAMの異常化はアルツハイマー病やハンチントン病など、様々な神経変

性疾患と関連していることが明らかにされており、MAM の生理機能もオートファジーの隔離膜形成からインスリン 

抵抗性など、多岐に渡ることが明らかとなってきた［2］。しかし、MAMの破綻が様々な疾患で指摘される一方、その

機序については必ずしも明らかでない。 
本研究では、MAM の維持に必須であるσ1 受容体（Sig1R）と相互作用する分子としてミトコンドリア膜タンパク

質であるATAD3A（ATPase AAA domain-containing protein 3A）を同定したことから、Sig1RとATAD3Aの相互 

作用を解析することによって、新規のMAM維持機構を分子レベルで明らかにすることを目指した。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
マウス神経芽腫細胞株 Neuro2a（N2a）にHAタグを付加したヒトATAD3AとFLAGタグを付加したSig1Rを発

現させ、抗 FLAG 抗体により共免疫沈降を行ったところ、ATAD3A が Sig1R と相互作用することを確認できた   

（図1A）。また、これと同様の方法により、ATAD3Aの機能的ドメインとされるProline-Richドメイン（PR）、Coiled-
Coil ドメイン 1（CC1）、Coiled-Coil ドメイン 2（CC2）、および AAA ATPase ドメイン（AAA）の各ドメインを   

欠損した変異体（図1B、C）で検討したところ、CC1、CC2欠損変異体では共沈せず、N末端側のCoiled-Coilドメイ

ンが両者の相互作用に必須であることが明らかになった（図1D）。 
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図1．ATAD3AはN末端側のCC1/CC2ドメインを介してSig1Rと相互作用する 
A） Sig1R-FLAG による ATAD3A-HA との共免疫沈降。N2a 細胞にそれぞれの発現用  

プラスミドをトランスフェクションし、抗FLAG抗体で沈降させた。 
B、C）作製したATAD3Aのドメイン欠損変異体（B）。各変異体はイムノブロットで目的長に

正しく発現することを確認した（C）。PR：Proline-rich、CC1/2：Coiled-Coil 1/2、mito：
mitochondria import signal、AAA：AAA ATPase。 

D） ATAD3Aのドメイン欠損変異体とSig1R-FLAGとの共免疫沈降。CC1またはCC2を

欠損した ATAD3A は Sig1R と共沈せず、Sig1R との相互作用には CC1／CC2 の   

ドメインが必要であると判明した。 
 
次に、Sig1RとATAD3Aの相互作用がMAMの形成に与える影響を検証するため、著者らが独自に開発したMAM

のレポーターMAMtracker-Luc（図2A）をN2a細胞に発現させて、MAMの定量的評価を行った。MAMtracker-Luc
は、分割型ルシフェラーゼであるNano-Bit®（Promega）を構成するLgBitとSmBitを各々小胞体膜上とミトコンド

リア膜上に発現させるシステムであり、可逆的にMAMの増減を定量評価できる（図2B）。このMAMtracker-Lucを
用いた検討の結果、野生型 ATAD3A は非常に強く MAM の形成を誘導した一方、予想に反して、ATAD3A を強制発

現させた N2a 細胞では、siRNA によって Sig1R をノックダウンしても MAM の量にはほとんど影響しなかった   

（図 2C）。これは ATAD3A が Sig1R のみならず、小胞体膜上の別のタンパク質とも結合して MAM を維持している

可能性を示唆している。また、CC1、CC2 もしくは A3 のドメインを欠損した変異体では MAM の誘導が全く生じな

かった（図2D）。このときの細胞内におけるATAD3A変異体の局在を免疫染色によって確認したところ、CC1または

CC2の欠損変異体はミトコンドリアに、AAA欠損変異体は小胞体にそれぞれ局在した（図3）。以上の結果は、ATAD3A
の N 末端側が小胞体膜上のタンパク質と相互作用し、C 末端側はミトコンドリア膜に埋め込まれることで、ATAD3A
がリンカーとして両オルガネラをつないでいることを示唆している。さらに、変異SOD1 マウスとSig1R 欠損マウス

で ATAD3A の異常化が見られるか検討を行ったところ、それぞれのマウスの脳では ATAD3A の二量体化が促進され

ていることが判明した。このことから、Sig1RはATAD3Aの単量体化の維持に貢献している可能性が考えられた。 
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図2．ATAD3AはMAMの形成を顕著に促進する  

A） MAM の定量評価に用いた MAMtracker-Luc。小胞体（ER）側の LgBit とミトコンドリア

側のSmBitが会合する（Kd＝190 mM）とルシフェラーゼが再構成され発光する。 
B） 会合時の解離定数が大きいため、MAMtracker-Lucは可逆的にMAMをモニターできる。 
C） MAMtracker-LucによるATAD3AまたはSig1Rの有無がMAMに与える影響の評価。Sig1R

と比較しても、ATAD3A は顕著に MAM の量を増加させた。siSig1R で ATAD3A による

MAM 増加を相殺できなかった一方、siAtad3a では Sig1R による MAM 増加を相殺できた

ので、Sig1R による MAM の増加は ATAD3A によるが ATAD3A の相互作用相手は Sig1R
に限らないと推測される。 

D） ATAD3Aのドメイン欠損変異体が細胞内のMAM量に与える影響。Sig1Rとの結合に重要な

CC1/2 の欠損のみならず、酵素活性に重要なAAA ドメインの欠損でもMAM の増加は抑制

された。 
一元配置分散分析（ANOVA）の実施後、Tukeyの方法により多重比較を行った（*p＜0.05、
****p＜0.0001、ns：p＜0.05）（C、D）。 
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図3．ATAD3Aドメイン欠損変異体の細胞内局在  

HEK293細胞に各変異体を発現させ、免疫染色を行った。∆AAA変異体のみ、ミトコンドリア

と全く局在が一致しなかった。このことから、ミトコンドリア膜への挿入には AAA ATPase 
活性が必要であり、∆AAA変異体でMAMが増加しないのは変異体がミトコンドリアに局在で

きないためと考えられた（スケールバー：10μm）。 
 

考考  察察  

 
本研究では、ATAD3A が小胞体膜上の分子である Sig1R と N 末端側 Coiled‐Coil ドメインを介して結合すること

を初めて示した。ATAD3Aの強制発現がMAMを大きく増強したことを併せて考えると、ATAD3Aが小胞体とミトコ

ンドリアを直接的に結びつける、MAM のリンカー分子であることが明らかとなった。ATAD3A はSig1R と相互作用

する一方で Sig1R の抑制によってはMAM の増強作用が失われなかったことから、別の結合相手も小胞体膜上に存在

すると考えられた。Coiled‐Coil ドメインは同じ Coiled‐Coil ドメイン同士でヘテロ二量体を形成する傾向が強く、

MAM でも MFN2 が Coiled‐Coil ドメインによるリンカー分子として機能することが知られている［3］。従って、

ATAD3A と結合する Coiled‐Coil ドメインをもった小胞体タンパク質が Sig1R とは別に存在すると考えられる。  

一方、Sig1R欠損マウスやALSモデルマウスである変異SOD1マウスでは、ATAD3Aの二量体化が促進されていた。

ATAD3A の二量体化はハンチントン病においてミトコンドリア機能異常の原因となることが指摘されており［4］、
Sig1R はATAD3Aを単量体状態に維持することによってミトコンドリアの機能維持に貢献しているものと考えられた。

ALSにおけるATAD3Aの多量体化制御の詳細を解明することが、今後、MAMを標的とした治療戦略を開発する上で

重要になると考えられた。 
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