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研究成果の概要（和文）：遺伝子異常や加齢に伴うミトコンドリア品質管理の低下はミトコンドリアDNA(mtDNA)
の損傷や変異、変性タンパク質や障害脂質を体細胞に蓄積させ、神経変性疾患や心血管系疾患、糖尿病、癌、免
疫異常などのいわゆるcommon diseaseの発症と進展のみならず個体老化の大きな要因となっている。本研究で
は、細胞、個体レベルでの代謝変化を網羅的、トランスオミックス的に解析することで、肝、心筋症、癌、老化
に加え近年注目されている免疫疾患の病態におけるミトコンドリア機能変化との関連を分子レベルで明らかに
し、さらに動物モデルでの介入によりその関連を確認した。

研究成果の概要（英文）：Genetic abnormalities and age-related deterioration of mitochondrial quality
 control lead to mitochondrial DNA (mtDNA) damage and mutations, accumulation of degenerated 
proteins and impaired lipids in somatic cells, which are not only responsible for the development 
and progression of so-called common diseases such as neurodegenerative diseases, cardiovascular 
diseases, diabetes, cancer and immune disorders, but are also a major factor in individual It is a 
major factor in the ageing process. In the present study, comprehensive and trans-omics analysis of 
metabolic changes at the cellular and individual level revealed the relationship between 
mitochondrial functional changes in the pathogenesis of liver, cardiomyopathy, cancer and ageing, as
 well as immune disorders, which have recently attracted attention, at the molecular level and 
further confirmed this relationship by intervention in animal models.

研究分野： 臨床検査学

キーワード： ミトコンドリア　TFAM　p32　リソソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアは非常に強い酸化障害を受ける環境下にあるため、ミトコンドリア機能障害が加齢に伴って体細
胞に蓄積し、パーキンソン病などの神経変性疾患や心血管系の異常、糖尿病、癌などの疾患の発症と進展、さら
には個体の全般的な老化にも重要との概念が多くの研究者の認めるところとなっている。本研究により血液や細
胞・組織レベルでのエネルギー代謝のみならず広範な代謝変化に焦点を当てることで、疾患別臓器別のミトコン
ドリア病態を詳細に解析できるシステムの構築及び、新規マーカーの同定は社会的意義が非常に高いと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ミトコンドリアは非常に強い酸化障害を受ける環境下にあるため、ミトコンドリア機
能障害が加齢に伴って体細胞に蓄積し、パーキンソン病などの神経変性疾患や心血管系の
異常、糖尿病、癌などのいわゆる common disease の発症と進展、さらには個体の全般的な
老化にも重要と考えられている。ミトコンドリア関連疾患としては、過去には稀な先天性の
ミトコンドリア脳筋症の生殖細胞系列における mtDNA 変異が主な研究対象であったが、
申請者は世界に先駆けて体細胞 mtDNA の維持の重要性に着目し、その維持機構と疾患と
の関連について研究を続けてきた。近年、体細胞のミトコンドリア機能異常の重要性は広く
認められ、国内外の多くの研究者が老化や common disease との関連を示す研究を発表して
いる。ミトコンドリアの分裂融合異常、他のオルガネラとの相互作用、オートファジーを代
表とするミトコンドリア品質管理など最近様々なミトコンドリアの変化と病態との関連が
注目されている。 

申請者はこれまで、酸化損傷 DNA の修復系として塩基除去修復系がミトコンドリアに
存在することを示し、ミトコンドリア内に DNA 損傷修復系が存在することを初めて実証し
た。mtDNA 維持機構の研究過程で、ミトコンドリア転写因子Ａ(TFAM)が、mtDNA を覆
うヒストン様蛋白質として機能していることを見出した。TFAM が癌の進展に関連するこ
とも報告している。このようにミトコンドリアの品質管理の common disease における重要
性を示す中で、ミトコンドリア特異的オートファジー（マイトファジー）がミトコンドリア
品質管理に実際に重要であることを報告し、マイトファジー関連新規因子を 3 つ同定した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、血液や細胞・組織レベルでのエネルギー代謝のみならず広範な代謝変化に
焦点を当てることで、疾患別、臓器別のミトコンドリア病態を詳細に解析できるシステムの
構築を目指す。まず、ミトコンドリア機能障害による組織異常は決して単なる ATP 不足や
活性酸素傷害の結果ではなく、組織によって異なる広範な様々な代謝異常の総体として起
こるものであるはずだということである。そのことのために、メタボローム解析、プロテオ
ミクス解析、そしてそのバイオインフォマティクス解析体制を整備することを目的とする。
臨床検査への応用に向けて、オミックス設備の整備、ミトコンドリア機能維持(品質管理）
機構の基礎研究を進めながら、臓器特異的なミトコンドリア関連遺伝子のノックアウトマ
ウス作製から基礎解析を進めることを目的とする。また、リキッドバイオプシーの中で臨床
検査として最も研究がなされていないマイクロベジクルに注目し分子機構の解明を行うこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）TFAM 過剰発現マウス 
(i) 老化と全身性 TFAM 発現マウス 

健康寿命伸長に関与する因子の探索のためにすでに手元にある若年と高齢の TFAM 発現
マウスを用いて網羅的解析を行う。 
①血液を用いた代謝産物解析及び一般血液検査 

申請者の研究室では 6 台の LC-MS/MS を用いて約 1000 種類の代謝産物を測定できるプ
ラットフォームを構築している。全身性の代謝変化の指標としてコントロールと TFAM マ
ウスにおいて 8 週齢および 2 歳齢の雌雄それぞれ 5 匹を用いて、血液のメタボローム解析
を行う。さらに栄養状態や各臓器の障害や機能の指標として、一般的な血液生化学、血球検
査項目も測定する。 
②組織のオミックス解析 

代謝や活動性に最も大きな影響があると思われる脳組織、心筋、骨格筋、肝組織を用いて、
メタボローム解析、プロテオーム解析を行う。メタボローム解析に加えて、プロテオーム解
析に関してもノンターゲット網羅的解析及び定量的ターゲット解析のプラットフォームを
構築している。 
④炎症モデル 

軽度の持続性炎症反応が血管や神経組織の加齢の伴う機能低下に関与することが考えら
れていることから、様々な濃度の LPS の腹腔・静脈投与による炎症反応の程度とパターン
の違いを、IL6、IL1、インターフェロンなど多数の炎症性サイトカインを他項目同時に測定
するキットを用いて測定する。 
(ii）ミトコンドリア転写因子 A（TFAM）ホモ接合体トランスジェニック（TgTg）マウス
における褐色脂肪細胞 
① マウスの体重、脂肪細胞を観察し定量する。 
② ミトコンドリア機能評価 Autocrine, paracrine での調節の有無を分離培地を用いて検
討する。 



③ エキソソームが脂肪細胞の分化に関与するのか分離培地で検討する。 
④ 褐色脂肪細胞の分化に関する遺伝子発現を qPCR で確認する 
（２）心筋特異的 KO マウスでは、リソソーム機能に焦点を当て下記事項を計画。 
（i) NAD+合成中間代謝物の定量：NMN、nicotinamide などの主要前駆体に焦点を当て高
精度に LC-MS/MS 系で定量し、また合成経路主要酵素である NAMPT や NMNAT などの
遺伝子発現量を定量的 PCR で測定する。 
（ii) NAD＋の低下の意義：NAD+が低下していることが原因であることを確認するために
ｐ32 ノックアウト MEF 細胞培養系に NAD+や前駆体を加え、細胞内の NAD+の増加を確
認したうえで、リソソームの酸性度を蛍光色素リソトラッカーで測定。また、NAMPT 特異
的阻害剤である FK866 を野生型細胞に添加し同様の実験をする。 
（iii) in vitro 再構成：NAD+低下がリソソーム膜局所での ATP 合成を阻害し V-type ATPase
の活性を低下させているという仮説のもとに、高度に精製した単離リソソームを用いて、解
糖系で NAD+依存性 ATP 合成酵素である GAPDH と PGK のリソソーム膜局在を確認す
る。さらに、可溶性細胞質を含まないこの画分に G3P、NAD+、ADP を加え、リソソーム
の酸性化が起こることを確認する。 
（３）臓器特異的マーカーとしてのマイクロベジクルの活用 
(i)実検査に応用可能なマイクロベジクル調整法の開発 
①各種サイズマーカー粒子(Nanosight tracking analysis)を内部標準にして、血漿から flow 
cytometer ソーティングで マイクロベジクルサイズ画分を直接分離する。 
②マイクロベジクル特異的表面マーカーである CD40 でさらにソーティング。 
(ii)マイクロベジクルの由来細胞同定 
まずはモデル系として各種血球(赤血球、顆粒球、リンパ球、血小板等)の由来を同定。一種
類の血球系につき２種以上の CD 表面マーカーとマイクロベジクル特異的表面マーカー
CD40 を共発現しているベジクルをソーティングする。 
(iii)マイクロベジクル成分の解析 
新規法によるマイクルベジクルで全長 mtDNA 確認するとともに、透過電顕によりミトコ
ンドリアそのものが含まれているかを確認する。 
(iv)ミトコンドリア脳筋症患者でのバリデーション 
骨格筋細胞由来表面マーカーを持つマイクロベジクルを分離し、digital PCR 法で mtDNA
変異のヘテロプラスミーを測定する。現在すでに digital PCR 法で mtDNA 変異 0.1％のヘ
テロプラスミーを有意に検出できる系を確立している。 
(v)癌種特異的血液バイオマーカーになるかの検証 

膀胱癌：尿から同様なマイクロベジクル調整する系を法確立する。直接尿に出てくる尿路
系癌は検出が容易である可能性が高い。CEA や CA１９－９などの腫瘍マーカーと尿路上
皮細胞マーカーを共発現するマイクロベジクルを検出し、尿細胞診と診断能を比較する。 
 
４．研究成果 
（１）代謝と疾患 
(i)TFAM 過剰発現マウスと老化 
全身性 TFAM 過剰発現がマウスの加齢に伴う認知機能の低下を抑
制することをすでに報告したが、更に興味深いことに、このマウス
は 2 歳齢においても野生型よりも明らかに高い活動性を示し、体脂
肪の蓄積も著明に抑制され(図参照)、30％以上の寿命延伸を認めた。
これまでの長寿命動物モデルは活動性の低下を伴うのが一般的であ
り、申請者が知る限り野生型より高い活動性を維持しつつ寿命が伸
長する唯一の動物モデルである。まさに理想的な健康寿命伸長動物
モデルと言える。なぜ、TFAM の発現が体脂肪の蓄積を抑制し、長
寿命となるのかを全身の臓器と血漿のメタボローム的解析を通じ
て、どの臓器のどの代謝変化が重要なのかを見つけ出しつつあり責
任分子を明らかにしていきたい。 
 
(ii)ミトコンドリア転写因子 A（TFAM）ホモ接合体トランス
ジェニック（TgTg）マウスは、褐色脂肪細胞が高度に活性化
し、酸化的リン酸化の発現が増加し、肥満に対する抵抗性を
示すことを明らかにした。TFAM を発現する褐色脂肪細胞の
移植モデルは、TFAM TgTg マウスの表現型を模倣すること
ができ、その抗肥満効果を証明することができた。褐色脂肪
細胞は、オートクラインおよびパラクライン的に自己活性化
を可能にするエクソソームを分泌することを発見した。
TFAM TgTg 褐色脂肪細胞では分泌が促進され、その結果、
活性化が促進されることを見出した。（図参照） 
 
（２）心筋症とオートファジー 



p32 ノックアウトマウスのミトコンドリア翻訳不全心臓は、リポフスチンを含むリソソー
ムの肥大化を認め、リソソームおよびオートリソソームの機能低下を示唆した。また、これ
らのマウスは、損傷ミトコンドリア周辺に p62 の蓄積や LC3 の局在といったオートファジ
ッーの異常も示した。ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NAD+）生合成酵素-Nmnat3
および Nampt をコードする遺伝子の発現と NAD+量が減少したことから、NAD+はリソソ
ームの酸性化の維持に必須であることを見出した。逆に、ニコチンアミドモノヌクレオチド
（NMN）投与や Nmnat3 の過剰発現は、リソソーム
の酸性化を回復させた。Nmnat3 遺伝子の発現は、ミ
トコンドリアの翻訳機能障害によって安定化する転
写因子 HIF1α によって抑制されることから、
HIF1α-Nmnat3 を介した NAD+産生がリソソーム機
能に重要であると考えられた。また、解糖系酵素であ
る GAPDH と PGK1 がリソソーム小胞に関連してい
ることが確認され、リソソーム小胞周辺の ATP 生産
には NAD+が必要であることがわかった。したがっ
て、ミトコンドリアの機能障害によって影響を受け
る NAD+の含有量は、リソソームの維持に必須であ
ると結論づけられた。(図参照) 

 
（３）NTA 解析により、遠心分離により尿から抽出された EV のサイズは、ほとんどが
400nm 以下であることがわかった。EV のショットガン解析により、膀胱がん UCB に特徴
的な複数のタンパク質を検出し、CEACAM タンパク質が患者において増加していることを
確認した。フローサイトメトリー解析により、
EV 表面の CEACAM1、5、6 抗原の発現の程度
は患者によって異なることがわかった。。
CEACAM1、5、6 タンパク質を発現する EV 数
（CEACAMs+EVs）は、フローサイトメトリー
により、膀胱がん UCB（Mean9.5%±SD14%）、
非膀胱がん（0.69±0.46）、健常者（0.37±0.31）
で 有 意 に 増 加 し た 。 ROC 解 析 の 結 果 、
AUC=0.929 の良 好なスコ アが得 られた 。
CEACAMs+EVs の暫定的なカットオフ%は、
感度 83%、特異度 98%で設定された。ここで、
尿細胞診陰性（クラス 2）9 例中 7 例が陽性と
判定された。我々は、これらの抗原を特異的に
発現する EV を発見し、有用な診断能を得た。
尿中の CEACAM タンパク質を発現する EV
は、膀胱癌患者の新たなリキッドバイオプシー
としてのターゲットとして期待される。(図参
照) 
 
（４）我々はミトコンドリア機能障害が、骨髄中の CD45- Ter119- CD31- triple-negative 
cell（TNC）のうち、新たに同定された赤血球/B リンパ球
系前駆細胞の終末分化に影響を与えることを見出した。
p32/C1qbp の造血細胞特異的遺伝子欠損（p32cKO）マウ
スは、造血幹細胞/前駆細胞を減少させずに貧血と B リン
パ球減少を引き起こしました。また、p32cKO マウスは造
血ストレスに弱く、貧血からの回復が遅れた。p32/C1qbp
欠損 CD51-TNC はミトコンドリアの酸化が阻害され、そ
の結果、赤血球生成に必須な mTORC1 シグナルが不活性
化された。これらの結果は、特に赤血球造血中の TNC の段
階におけるミトコンドリアの重要性を明らかにし、ミトコ
ンドリアタンパク質合成の調節不全が、病態不明の貧血や
B リンパ球減少の原因であることを示唆している。(図参照) 
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