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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアDNAを欠失し、ミトコンドリアが障害を受けたρ0細胞を用い、その性
質と酸化ストレスを制御する因子について検討した。その結果、ρ0細胞は、酸化ストレスの一つである過酸化
水素に対して感受性を示した。このことから、ミトコンドリア機能が酸化ストレスに対する感受性に重要である
ことが示唆された。また、酸化ストレスに対する感受性は細胞膜状態の変化が重要で、その細胞膜状態を規定し
ているのは、細胞内の抗酸化酵素の減少よりもむしろ、細胞内酸化酵素の亢進であるという知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the factor that regulate oxidative stress using ρ0 cells, 
which lack mitochondrial DNA (mtDNA). As a result,  ρ0 cells show sensitivity against hydrogen 
peroxide. 
ρ0 cells also show higher plasma membrane lipid peroxidation than that of its parental cells.  
Furthermore, this plasma membrane status is mainly due to the lipid oxidative enzyme activity such 
as ALOX, but not anti-oxidative enzyme activity. Our results show that the mitochondria is important
 for the sensitivity to oxidative stress. Moreover, the plasma membrane state was defined by the 
enhancement of intracellular oxidative enzymes rather than the decrease of intracellular antioxidant
 enzymes.

研究分野： 薬理学

キーワード： ミトコンドリア　酸化ストレス　遺伝子発現変化　細胞膜状態
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、酸化ストレスに感受性のミトコンドリアDNAを欠失したρ0細胞において、親株に比べて遺伝子発現
だけではなく細胞と外界を隔てる細胞膜の状態が変化していることを明らかにした。このことは、細胞膜状態を
制御することによりがん細胞をよりストレスに感受性な状態にできる可能性を示す結果であり、今後、細胞膜状
態を変化させる薬剤を用いてより効果的ながん治療を行う際に重要な知見を提供すると考えられ、社会的意義は
大きい。また、これまでは抗酸化能を高めるということに主眼が置かれがちであったが、細胞内酸化酵素(リポ
キシゲナーゼ等)の関与も示唆され、治療に対して抗酸化以外のアプローチも提示できた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
  ミトコンドリアはエネルギー代謝を主要な役割とする細胞内小器官と理解されてきたが、最
近になって、老化、アポトーシス、細胞分化等に関与し、生命にとってきわめて重要な役割を
果たしていることが明らかとなってきている。また、ミトコンドリアは動物細胞において核以
外で唯一 DNA が存在する器官であり、この DNA (mtDNA) に変異が起こると、パーキンソン病や
糖尿病をはじめとするさまざまな病気が発症するという報告がある (Wallace, Ann Rev Pathol. 
2010.)。さらに、老化に伴い、mtDNA 量自体は増加するものの mtRNA の発現が減少することに
より、mtRNA/mtDNA の比率が減少することもわかっている(Barientos et al, Mol Brain Res. 
1997)。現在までに、mtDNA を欠失した細胞株 (ρ0 細胞)が樹立されているが、differential 
display 法により、ρ0 細胞では親株細胞に比べ、グルコース代謝やアポトーシス関連遺伝子
の活性化が起きているという報告 (Biswas et. al., Gene 2005.)、143B 由来のρ0 細胞に他
の正常細胞由来の mtDNA を戻すと、腫瘍形成が押さえられるという報告がなされている
(Kaipparettu et. al., PLOS ONE 2013.)。 
 
２．研究の目的 
  mtDNA 傷害細胞におけるミトコンドリア由来活性酸素量と遺伝子発現・解糖系・電子伝達系
活性の変化を検討し、さらに、活性酸素の量をコントロールすることで、それらの発現がどの
ように変化するかを調べ、mtDNA 傷害による酸化ストレス応答の機序を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
・ρ0 細胞における遺伝子発現およびタンパク質発現変化の検討 
 骨肉腫由来細胞株のρ0 細胞と親株細胞から RNA を抽出し、予備的な DNA アレイ実験で発現
変化が認められた遺伝子群のプライマーを用いてSYBR Greenを用いた定量PCRを行った。また、
子宮頸がん由来細胞株 HeLa および 舌がん由来細胞株 SAS についてもその ρ0細胞と親株につ
いて RNA を抽出し、SYBR Green を用いた定量 PCR 法にて抗酸化酵素、酸化酵素等の遺伝子発現
を SYBR Green を用いた定量 PCR にて解析を行った。 
・ρ0 細胞と親株における細胞内活性酸素量の検討 
HeLa および SAS 細胞におけるミトコンドリア由来活性酸素を mitoSOX、 内在性の過酸化水
素量を HYDROP、細胞内ヒドロキシラジカルの量を HPF にて検出した。 

・ρ0 細胞と親株における脂質過酸化度合いの検討 
 細胞膜脂質過酸化について、各細胞を固定後 4-HNE 抗体を用いて免疫染色を行い、脂質の過
酸化を半定量解析した。過酸化水素処理後の細胞膜脂質過酸化についても同様に検討を行った。 
 
４．研究成果 
 骨肉腫由来細胞株のρ0 細胞と親株における遺伝子発現については、ミトコンドリア関連遺
伝子のみならず、分子シャペロンや抗酸化酵素群の遺伝子発現が変化していることが明らかと
なった。ミトコンドリア関連遺伝子については、ミトコンドリアに局在し、活性酸素を消去す
る酵素である MnSOD、ミトコンドリア膜の物質輸送に関わる TOM22 の遺伝子発現が亢進してい
た。分子シャペロンにおいては、HSP90a, HSP72, HSP70 等の発現が有意に亢進していた。ρ0 細
胞におけるこれらの遺伝子発現の亢進は、細胞内で活性酸素量が上昇し、それにより細胞内構
成要素が親株に比べてよりダメージを受け、そのダメージを修復させようとしているのではな
いかと考察された。 
 また、HeLa および SAS のρ0 細胞においては、酸化ストレスの一つである過酸化水素に感受
性を示すことが明らかとなったが、過酸化水素を分解するカタラーゼの酵素活性は亢進してお
らず(図 1)、他の抗酸化酵素のタンパク質発現も概ね亢進していないことが明らかとなった。
ミトコンドリア由来活性酸素量はρ0 細胞で減少(図 2)、内在性の過
酸化水素量は、過酸化水素処理を行うと親株に比べ、その増大のタ
イミングが早まっていること、細胞内ヒドロキシラジカルの量はρ0 
細胞で亢進していることが明らかとなった(図 3)。脂質の過酸化につ
いては、HeLa および SAS の ρ0 細胞では親株に比べ HNE の量が亢進
しており(図 4)、過酸化水素処理後の脂質過酸化のタイミングが親株
と比べ早くなっていることが明らかとなった(図 5)。さらにこの酸化
を制御する因子の項補としてリポキシゲナーゼの関与が示唆された。 
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