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研究成果の概要（和文）：複数の慢性疾患モデルにおいて、運動能力が低下し、骨格筋不全（骨格筋ミトコンド
リア機能障害、骨格筋線維型変移）を呈し、mitoNEET発現の減少とともに、ミトコンドリア鉄容量が増加し、酸
化ストレス産生が増加した。mitoNEET欠損マウスにおいて、ミトコンドリア鉄容量の増加、酸化ストレス亢進お
よびミトコンドリア形態・機能異常と同時に、運動能力が低下した。既知のミトコンドリアの鉄流出入に関わる
タンパクに変化がなかった。タンパク相互作用の検討において、鉄代謝に関わる細胞質タンパク（X）とミトコ
ンドリア内への物質を輸送する可能性があるミトコンドリア内膜タンパク（Y）とmitoNEETが結合した。

研究成果の概要（英文）：In various chronic disease model mice, exercise capacity was reduced, 
skeletal muscle abnormalities such as mitochondrial dysfunction in the skeletal muscle and fiber 
type switch occurred, iron content within mitochondria was increased, and oxidative stress was 
enhanced. In mice deleted mitoNEET, we newly created, iron content within mitochondria was 
increased, oxidative stress was enhanced, and mitochondrial morphology and function was impaired, 
which resulted in the reduced exercise capacity. There were no differences in the known protein 
associated with iron homeostasis in mitochondria. In the analysis by protein interaction, we found 
that mitoNEET combined with cytosolic protein X associated with iron homeostasis and mitochondrial 
inner membrane protein Y associated with transportation of some substances into mitochondria.

研究分野： 運動生理

キーワード： ミトコンドリア　骨格筋不全　鉄代謝
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１．研究開始当初の背景 
（１）本邦において、糖尿病、高血圧などの

慢性疾患が増加している。高齢者や慢性疾患

患者では運動能力低下から日常生活動作

（ADL）低下を来す。このことには骨格筋障

害が極めて重要な役割を果たしている。骨格

筋障害、つまり骨格筋不全はエネルギー代謝

異常、骨格筋線維型変移、骨格筋萎縮などが

知られている。しかしながら、骨格筋不全の

機序は全く明らかにされていない。 

 

（２）我々は、心筋梗塞後心不全マウス、ア

ンジオテンシン II 投与高血圧モデルマウス

や高脂肪食負荷糖尿病モデルマウスの骨格

筋で、活性酸素（ROS）が過剰に産生（酸化

ストレス）され、骨格筋ミトコンドリア機能

障害を来していることを見出した。ミトコン

ドリア機能障害はさらなる酸化ストレスの

亢進を引き起こすことが知られており、骨格

筋不全には骨格筋酸化ストレスを中心とし

た悪循環の形成が重要であると考えられる。

しかしながら、骨格筋酸化ストレスがミトコ

ンドリア機能障害を引き起こす機序につい

ては明らかにされていない。 

 

（３）mitoNEET はミトコンドリア外膜に存

在する膜貫通タンパクであり、mitoNEET 自

身は鉄―硫黄クラスターを含んでいる。酸化

ストレス環境下ではクラスターが放出され、

mitoNEET は不安定化する。一方、チアゾリ

ジン系薬剤のピオグリタゾンは mitoNEET

を安定化させる。さらに、mitoNEET は鉄イ

オンあるいは鉄－硫黄クラスターのミトコ

ンドリア内への取り込みを制御しているこ

とが知られている。すなわち、mitoNEET の

欠如あるいは不安定化によってミトコンド

リア内の鉄過剰状態および酸化ストレス亢

進からミトコンドリア機能障害が引き起こ

される。 

 

（４）ミトコンドリア電子伝達系複合体 I-III

やクエン酸回路のアコニターゼなどのミト

コンドリア機能に重要な酵素には鉄－硫黄

クラスターが含まれている。したがって、ミ

トコンドリア機能維持には鉄代謝が極めて

重要な役割を果していると考えられるが、ミ

トコンドリア鉄代謝機構については不明な

点が多い。ミトコンドリア内膜に存在し、鉄

－硫黄クラスターの合成に関わる重要なタ

ンパクである frataxin の欠損はミトコンド

リア鉄輸送系の過剰発現を導き、ミトコンド

リア鉄過剰、呼吸能障害、鉄－硫黄を含む酵

素活性の低下および酸化ストレス亢進をも

たらした。さらに、ミトコンドリア内膜に存

在し、鉄の取り込みに関わるトランスポータ

ーmitoferrin 1 や 2 の欠損ではミトコンドリ

ア内の鉄減少、鉄－硫黄クラスター合成の減

少があった。ミトコンドリア内における鉄の

過剰および減少はいずれもミトコンドリア

機能障害と密接に関連している点は、ミトコ

ンドリア外の環境に適応し、ミトコンドリア

内の鉄代謝を精緻に調節しているタンパク

の存在を示唆している。さらに、鉄代謝と酸

化ストレスの密接な関連を考えると、

mitoNEET によるミトコンドリア機能制御

には、ミトコンドリア鉄代謝および酸化スト

レスが重要な役割を果している可能性があ

る。これらの知見をもとに、「mitoNEET は

ミトコンドリア内鉄代謝制御を介して、ミト

コンドリア機能制御および骨格筋不全、運動

能力に重要な役割を果たしている」という本

研究の仮説を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
骨格筋ミトコンドリア機能障害および骨格

筋不全における mitoNEET の役割を解明す

るとともに、mitoNEET によるミトコンドリ

ア鉄代謝およびミトコンドリア酸化ストレ

ス制御という概念に基づく新たな骨格筋不

全、運動能力障害の発症機序を明らかにする

こと。 



具体的には以下の点を明らかにした。 

（１）骨格筋不全に陥った骨格筋ミトコンド

リアにおいて鉄代謝異常や酸化ストレス亢

進を介したミトコンドリア機能障害が起こ

っているか？mitoNEET 蛋白は減少してい

るか？ 

 

（２）mitoNEET はミトコンドリア鉄代謝制

御および酸化ストレス制御を介して、骨格筋

不全に関与しているか？ 
 
３．研究の方法 
（１）骨格筋不全モデル動物を用いたミトコ

ンドリア機能・鉄代謝・酸化ストレスの解析 

①骨格筋不全モデルの作成 

高脂肪食負荷糖尿病モデル（高脂肪食で 8 週

間飼育）、アンジオテンシン II 投与高血圧モ

デ ル （ 浸 透 圧 ポ ン プ を 植 え 込 み

1000ng/kg/min で 2 週間投与）、心筋梗塞後

心不全モデル（冠動脈結紮により心筋梗塞作

成後 4 週間飼育） 

②運動能力評価 

持久的運動能力ⅰ）最大仕事量、ⅱ）最大酸

素摂取量（小動物用トレッドミルと呼気ガス

分析） 

③骨格筋組織学的評価およびミトコンドリ

ア機能評価 

下肢骨格筋組織を用いて、ミトコンドリア呼

吸能（state 3、state 4、RCI）、TCA サイク

ル酵素活性（クエン酸合成酵素）、骨格筋線

維型（SDH 染色） 

④ミトコンドリア鉄代謝および酸化ストレ

ス評価 

ミトコンドリア内鉄容量（ELISA 法）、ミト

コ ン ド リ ア 鉄 代 謝 関 連 タ ン パ ク

mitochondrial ferritin 、 frataxin 、

mitofferin2、ATP-binding cassette protein 

B7/8、（ウエスタンブロット法）、活性酸素

（Amplex red 法） 

⑤mitoNEET 発現 

下肢骨格筋組織における mitoNEET タンパ

ク量をウエスタンブロット法で測定する。 

 

（２）骨格筋不全に対する mitoNEET の役

割：mitoNEET 欠損マウスを用いた解析 

mitoNEET 欠損マウス用いて、１）②③④⑤

と同様に実験を行った。 

 

（３）mitoNEET のミトコンドリア鉄代謝に

おける役割 

HEK293 細胞に FLAG 付き mitoNEET タン

パクを過剰発現させ、タンパクを抽出し、

FLAG に対する抗体を用いて免疫沈降を行

った。免疫沈降で得られたタンパクを電気泳

動し、ゲルの銀染色を行った。銀染色された

バンドをゲルから抽出し、質量分析法で、

mitoNEET 結合タンパクが解析された。 

 

４．研究成果 

（１）糖尿病モデル、高血圧モデル、心不全

モデルのいずれにおいても持久的運動能力

が低下していた。さらに、下肢骨格筋の評価

では、ミトコンドリア呼吸能およびクエン酸

合成酵素が障害されていた。また、骨格筋線

維型が持久性の高い遅筋の割合が減少し、相

対的に速筋の割合が増加した。 

（２）ミトコンドリアを単離し、ミトコンド

リア内鉄容量を測定したところ慢性疾患モ

デルにおいて有意に増加した。また、活性酸

素種産生も増加した。mitoNEET タンパク発

現を調べたところ、有意に減少した。 

（３）mitoNEET 欠損マウスを作成したとこ

ろ、外観は変化がなかった。3 か月齢では、

月齢を調整した野生型と比較して運動能量

に変化がなかったが、12 か月齢では有意に運

動能力が低下した。12 か月齢の mitoNEET

欠損マウスのミトコンドリア呼吸能は低下

し、活性酸素種産生は増加した。 

（４）mitoNEET 欠損マウスのミトコンドリ

ア内鉄容量は約 2 倍まで増加した。それに一

致して、mitochondrial ferritin のタンパク発



現は増加した。一方、ミトコンドリアの鉄流

入、流出、代謝に関わる既知のタンパク

（mitofferin2、ABCB 7、8、frataxin）はい

ずれも変化がなかった。 

（５）質量分析法の解析では、mitoNEET と

結合するタンパクとして、鉄代謝に関わる細

胞質タンパク（X）とミトコンドリア内へ物

質を輸送する可能性があるミトコンドリア

内膜タンパク（Y）が抽出された。内因性に

も mitoNEET と X および Y が結合すること

が明らかとなった。また、Y を抑制すること

によって、ミトコンドリア内の鉄が減少する

ことが明らかとなった。 
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