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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア病は、エネルギー産生が出来なくて早期に死亡する難病である。我々はMELA
Sの細胞モデルを利用し、新規バイオマーカー（GDF-15）を発見（Mitochondrion 20:34-42.2014）、特許申請を行った
（特願2014-005391、PCT/JP2015/50833）。このGDF15は、ミトコンドリア病のバイオマーカーとして最も理想的な指標
となる事を示した（Annals of Neurology, 2015;78(5):814-23）。今後、ミトコンドリア病を疑う際の国際的スタンダ
ードとなる（Nature Reviews Disease Primers 2016）。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial disorders, an intractable genetic disease, is the disorders who 
have not produce enough ATP generation. Using rho zero cellular model, we have identified GDF15, which is 
the most useful and reliable mitochondrial biomarker for diagnosis and monitor the clinical progression 
in mitochondrial disorders. We have been developing the testing device of GDF15 and doing the clinical 
trial for application for diagnostic device in Japan.

研究分野：ミトコンドリア病
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリア病の診断に有用なバイオ

マーカーの開発は、世界のミトコンドリア病

研究者の長年にわたる悲願である。我々は、

世界に先駆けて診断のみならず重症度の評

価に有用である新規バイオマーカー（GDF15: 

growth differentiation factor 15）をメタ

ボローム解析により発見（Mitochondrion 

2015;20:34-42）、その臨床的有用性につき

報告した(Ann Neurology 2015;78:814–823)。

しかしながら、GDF15 の有用性を明確にする

ためには、ミトコンドリアの一次的機能不全

（先天性遺伝子異常に起因するミトコンド

リア病）のみならず、重要臓器の二次的なミ

トコンドリア機能不全でどのように変化す

るのか、つまり、GDF15 が細胞外へ分泌され

るメカニズム、および分泌動態に影響する交

絡因子を明らかにしなければならない。申請

者により作成された、MELAS の細胞モデルで

ある ρ⁰サイブリドシステムは、申請者が米

国留学中に確立したシステムで（MCB 1992；

12：480-490）、現在ではミトコンドリア DNA

変異の機能解析を行うツールとして必須の

システムとなっている。我々は、ミトコンド

リアDNAのA3243GおよびA3271C変異量が0％

から 100％までを有する細胞系列を樹立して

おり、この細胞モデルを利用し、GDF15 分泌

に関わるミトコンドリア機能不全の閾値、お

よびミトコンドリア DNAと核 DNAのクロスト

ークの基盤となる分子を確定出来ると考え

る。 

発見した GDF15 の開発は、医学生物学研究

所との共同研究で順調に進み、現在 10 個の

モノクローナル抗体を作出に成功し、ELISA

での血清の同定も完了、病院での汎用品キッ

ト化への開発行っている。平成 27 年度中に

は、PMDA での体外診断薬開発として対面助言

を予定している。 

 
２．研究の目的 
ミトコンドリア病の診断に有用なバイオ

マーカーの開発は、世界のミトコンドリア病

研究者の長年にわたる悲願である。我々は、

世界に先駆けて診断および重症度の評価に

有用であるミトコンドリア病の新規バイオ

マーカー（GDF15: growth differentiation 

factor 15）をメタボローム解析により発見

（Mitochondrion 2015;20:34-42）報告した

(Ann Neurology  2015;78:814–823)。申請者

の開発したρ⁰サイブリドシステムを活用し

て、GDF15 が細胞外へ分泌されるメカニズム、

および分泌動態に影響するミトコンドリア

機能の閾値、および交絡因子を明らかにし、

GDF15 のヒトにおける分泌誘導メカニズムの

分子基盤を明らかにする事が本研究の目的

である。 

 
３．研究の方法 
GDF15 のヒトにおける分泌誘導メカニズム

の分子基盤を明らかにし、且つその分泌動態

に影響を与える交絡因子を検証する目的で、

１）ρ⁰サイブリドシステムを用いた分子生

物学的アプローチによりシグナル伝達のメ

カニズムを解析する。種々のレベルの電子伝

達系酵素活性低下状態において、細胞から分

泌される分子種を決定する目的で、メタボロ

ーム解析、遺伝子チップによる mRNA の発現

解析、RNAi による転写ブロックの解析、ELISA

によるタンパク解析などを実施する。２）臨

床検体の解析を行う。交絡因子を解明する目

的で、久留米学病院を受診する種々の病気・

病態・疾患で GDF15 を測定し、どのような因

子が関与するのかを明らかにする。 

 

（1）ρ⁰サイブリドシステムを用いた分子生

物学的アプローチ 

MELAS の原因遺伝子である A3243G を

0-100％まで種々の変異率を有する ρ⁰サイ

ブリド細胞株を用い、好気的条件下での培養

により（酸化ストレス状態）で、血清中に分

泌される GDF15 を測定、一方で酸素消費量や

電子伝達系酵素活性の残存酵素活性を測定



する。A3243G の変異率が変化する事で、電子

伝達系機能障害を来す事が判明している（閾

値 効 果 を 約 90 ％ と 想 定 PNA 

1992;89:4221-4225）が、GDF15 の分泌促進の

ピークを確認する。この GDF15 の分泌促進前

後での変異率を持つ細胞株で、どのような分

子種の変化が確認されるのかを、細胞由来の

ホモジネートを用い、メタボローム解析、遺

伝子チップによる mRNA の発現解析で確認す

る。細胞外への分泌型（GDF15）ではない、

核内物質もしくは細胞内物質を中心に解析

する。 

 

（2）臨床検体の解析 

ミトコンドリア関連病型、先天性ミオパチー、

もしくは急性炎症性疾患、危急新生児疾患、

慢性変性疾患、心疾患、腎疾患、肝疾患、有

機酸血症、カルニチン代謝異常症、ライソゾ

ーム病などありとあらゆる病気、病態におけ

る GDF15 の変動因子を解明し、交絡因子を同

定する。また、ミトコンドリア病の筋生検検

体を用いて、変異率と GDF15 のタンパクレベ

ルの発現の関係を single fiber PCR 法で同

定 し 相 関 を 検 討 す る （ Koga Y Acta 

Neuropathol 2000;99:186-190）。この場合、

市販品のポリクローナル抗体および医学生

物学研究所との共同研究で我々が独自に開

発したモノクローナル抗体を用いて、ミトコ

ンドリア病の患者筋病理を用いた解析を行

う。具体的には、筋生検の横断切片、縦断切

片において、H&E、mGT、COX、NADH、SDH の各

染色を連続切片で行い、筋線維を正常染色、

中間型、RRF に分類、さらにそれらを COX 染

色により正常と活性欠損線維に分類し、そこ

の A3243G 変異量と GDF15 の免疫組織染色と

重ね合わせて、変異含量、COX 活性、RRF、GDF15

免疫染色による分子種の増加との相関を検

証する。 

 
４．研究成果 

ミトコンドリア病の新規バイオマーカー

（GDF15）は、国内・および国際特許を申請

した（特願 2014-005391、PCT/JP2015/50833）。

また、体外診断薬の開発では、医学生物学研

究所と共同で汎用品開発を行っている。すで

に既存の ELISA 試薬(R&D 社、DGD150)と同等

の性能をもつ SwELISA 用抗体 16 クローンを

取得、単一抗体で健常人血清に対して非特異

凝集を起こさない 6クローンを選択し、モノ

クローナル抗体作成。その後、サンドイッチ

ELISA 試作品を開発、このキットを用いて臨

床検体を測定し、今までの製品と同程度の測

定値を示す良好な成績が得られた。また、新

たに開発したラテックス試薬でもラテック

ス試薬での測定値とSwELISA測定値の相関を

確認し、良好な臨床性能試験結果を得ている。

GDF15 の臨床的有用性は、NIH common date 

element のミトコンドリア病部門でもすでに

記載され、近年発刊される Nature Review 

Primer の初版のミトコンドリア病総説論文

（申請者が共著者）にも診断アルゴリズムの

トップに記載されている。PMDA の体外診断薬

開発として戦略相談を平成 28 年 6 月に予定

している。 
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