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研究成果の概要： 

家族性傍神経腫（パラガングリオーマ）の患者のミトコンドリア内電子伝達系複合体 II のサブ
ユニットであるＳＤＨＣやＳＤＨＤ遺伝子に変異が見つかっている。ＳＤＨＣ遺伝子に変異を
持つ線虫や培養細胞はミトコンドリアから活性酸素を過剰発生させることから、この遺伝子に
点変異を持つ transgenic なマウスを作成し、活性酸素をガンの関係を調べた。その結果、この
マウスにガンの発生は見られなかったものの、多臓器において過剰な細胞死が観察された。 
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１．研究開始当初の背景 
真核細胞に必須の細胞内小器官であるミト
コンドリア内に存在する電子伝達系は、エネ
ルギー産生のみならず、活性酸素の主要な産
生の場として細胞傷害に関係していること
が知られている。さらに、ミトコンドリアが
細胞死にも大きな役割を果たしていること
が明らかになっている。ミトコンドリアから
エネルギー代謝の副産物として生じる活性
酸素がガンや種々の疾患の原因とされなが
らも、それを直接証明する手段が存在しなか
った。そのため、外部から酸化剤で酸化スト

レスを与える、あるいは細胞毒である電子伝
達系阻害剤を用いて強制的に内部から酸化
ストレスを起こさせるなど正常細胞ではあ
りえない条件下での実験がおこなわれてき
た。 
申請者は、線虫の一種である C. elegans
から、電子伝達系の複合体 II のサブユニ
ットであるシトクローム b 大サブユニッ
トの遺伝子（マウスやヒトではＳＤＨＣ遺
伝子）が欠損した mev-1 突然変異体を分離
し、このミトコンドリアから活性酸素が過
剰に産生され、その結果、過剰な細胞死や
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高い頻度で突然変異が引き起こされるこ
とを明らかにした(Nature, 1998; J. Biol. 
Chem, 2001; J. Biol. Chem, 2003, Hartman, 
2004)。さらに、ＳＤＨＣ遺伝子に欠損を
持つ mev-1 マウス培養細胞（NIH3T3 細胞
株）を作成すると、線虫と同様にミトコン
ドリアから活性酸素の発生量が増大し、こ
れが細胞死やガンを引き起こすことを見
出した。これはミトコンドリアから発生す
る活性酸素がガンの原因になることを直
接証明した世界で初めての例である（Can. 
Res., 2005）。すでにＳＤＨＣ遺伝子に変
異を持つ mev-1 マウス個体の構築にも成
功し、生体内部から自然な生体環境に近い
状態で酸化ストレスを負荷することに成
功した。この変異マウスは筋力の低下や視
力の低下といった老人性の疾患が野生型
に比べて早期に認められるようになった。
しかしこのマウスが不妊だったことから、
ミトコンドリアからの活性酸素の発生量
や発生時期をテトラサイクリンにより生
体外部から任意に制御可能なコンディシ
ョナル・トランスジェニックマウス
（Tet-mev-1 マウス）を作製した。 
 
２．研究の目的 
家族性傍神経節腫（パラガングリオーマ）
の患者のＳＤＨＣや複合体 II の他のサブ
ユニットであるＳＤＨＤ遺伝子に変異が
見つかり(Nat. Genet., 2000)、電子伝達
系がガンの発生に強く関与していること
が示唆されたことから、これらの遺伝子が
腫瘍抑制遺伝子として定義された(Nat. 
Rev. Can., 2005)。本研究では、Tet-mev-1
マウスを生化学的あるいは病理学的な手
法で解析することにより、パラガングリオ
ーマを始めとする、ガンの発症メカニズム
を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究は、科学研究費補助金（基盤Ｃ）の
平成１４年度～１６年度「電子伝達系複合
体 II の疾患モデル動物の構築と解析」と
平成１７年度～１８年度「活性酸素を起因
とするガン発症モデルマウスの構築と解
析」を継続したものである。これまで
mev-1 マウス培養細胞の研究において、ミ
トコンドリアから発生する活性酸素が細
胞死や形質転換を引き起こすことを証明
した（Cancer Research, 2005）。さらに生
体内部から自然な生体環境に近い状態で
酸化ストレスが負荷する mev-1 マウス個
体の構築に成功した。この変異マウスは筋
力の低下や視力の低下といった老人性の
疾患が野生型に比べて早期に認められる
ようになったが、残念ながらこのマウスが
不妊であったために、詳細な研究は不可能

であった。そこでミトコンドリアからの活
性酸素の発生量や発生時期をテトラサイ
クリンにより生体外部から任意に制御可
能なコンディショナル・トランスジェニッ
クマウス（Tet-mev-1 マウス）を作製し、
ようやく実験に必要な数のホモ個体を得
られつつある段階に達している。本研究に
おいて、実質的なマウスの生化学的および
病理学的な解析をおこなった。 
 
【平成１９年度】 
Tet-mev-1 マウスが加齢にともないガン
を形成するかどうかを病理的な解析によ
り調べた。 

現在、Tet-mev-1マウスを14系統、1、
500 匹を飼育しているので、それぞれの
系統で臓器ごとにＳＤＨＣ遺伝子とそ
の発現タンパク質の発現量を測定し、多
数の臓器で高い発現を示す系統を選択
した。 
具体的には； 

（１） マウスのホモ化と、実験に必要な
個体の大量増殖。 

（２） テトラサイクリンによる遺伝子発
現 の 誘 導 の 有 無 と 発 現 量 を
Northern 解析法により調べる。 

（３） 一部のマウスを解剖し、病理学的
（各臓器の形態および組織観察）
を解析をおこなった。 

（４） 高齢期での個体観察のため次年度
までマウスの飼育を継続した。 

【平成２０年度】 
Tet-mev-1 マウスの中で、ＳＤＨＣを多数
の臓器で高い発現を示す系統のマウスを
一定期間ごとに解剖して生化学的な解析
をおこない、腫瘍発生の有無を病理的解析
から明らかにした。 
具体的には 
（１） 一定期間ごとにマウスを解剖し、
病理学的解析をおこなった。特に酸化ス
トレスが顕著に現れると思われる目に関
して詳細な研究をおこなった。 

 
４．研究成果 
条件付変異遺伝子組換えTet-mev-1マウス 
（１）SDHC タンパク質の発現量 
間脳、心臓、肺、肝臓、腎臓、脾臓、膵臓、
胃、性巣、筋肉における発現量を調べたとこ
ろ、No.37 系統のマウス(Tg/-)ではドキシサ
イクリンを摂取させたグループで、すべての
臓器・器官で発現量の増加が確認された。し
かし、No.48 系統マウス(Tg/-)では変化は確
認されなかった。 
 
（２）酸化タンパク質の蓄積量 
生後２～３ヶ月齢のマウスの間脳、心臓、肺、
肝臓、腎臓、脾臓、膵臓、胃、小腸、卵巣、



 

 

筋肉、新生児個体で測定した。蓄積量は臓
器・器官で異なり、ドキシサイクリンを摂取
させなかった対象でも、肺、脾臓、卵巣で蓄
積量が増加していた。 
No.37 系統マウス(Tg/Tg)では肺と卵巣、筋肉
のみで蓄積が観察されたが、No.48 ではすべ
ての臓器・器官で差は確認されなかった。 
 
（３）活性酸素発生量 
活性酸素量も臓器・器官で異なり、脳、肝臓、
胃で少なく、心臓と小腸で増加していた。 
 No.37 のマウス(Tg/Tg)では、ドキシサイク
リンを摂取により、脳、肺、肝臓、腎臓、脾
臓、膵臓、卵巣で増加が確認された。 
 
（４）受胎数 
No.37 系統マウス(Tg/Tg)の母親を交配前か
らドキシサイクリンを摂取させると、3.83±
3.93 匹の子を作り、妊娠後の摂取では野生株
マウスと同じ、5.33±1.15 匹であった。一方、
No.37 系統マウス(Tg/Tg)では交配前の摂取
では子は産まれず、妊娠後の摂取であっても
2.13±2.1 匹と減少した。 
 
（５）卵巣の詳細解析 
変異 SDDHC遺伝子を常時発現させたマウスは
不妊であり、その原因が卵胞の成熟不全が疑
われた。ドキシサイクリンを摂取させた
No.37 系統マウス(Tg/Tg)の卵巣ではミトコ
ンドリアからの活性酸素の発生量、酸化タン
パク質の蓄積ともに上昇していた。卵胞の成
熟不全も観察され、卵胞外細胞ではアポトー
シスも観察された（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ Tet-mev-1Tg/Tg マウスにおける卵巣
の形態形成不全と卵巣外細胞のアポトーシ
ス 
 
また、子宮卵管脛部に多数のアポトーシス、
caspase 3 の活性が観察された〔図２８〕。 
 
（６）成長率 
ドキシサイクリンを摂取させた No.37系統マ
ウスは、ヘテロマウス(Tg/-)では野生株と同

じように成長する。しかし、ホモマウス
(Tg/Tg)は成長が遅れ、離乳期で一番顕著で
あった（図２）。この遅れは生後１２週間で
野生株と同じ大きさまで回復した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 生後 6週間の体のサイズ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 加齢による体重変化 
 
（７）新生児における詳細解析 
妊娠確認後に母親にドキシサイクリンを摂
取させた No.37 系統マウスの Tg/Tg 新生児は、
体が小さく体重の減少が見られた。興味ある
ことに、尾の先端で多数のアポトーシスが観
察された。 
変異 SDHC の発現が上昇し、酸化タンパク質
の増加も確認された。終脳、脳、肺、皮膚、
筋肉・脂肪細胞、肝臓、腎臓、直腸、副鼻腔
粘膜で多数のアポトーシスが観察された。
Caspse 3 の活性を肺で調べたところ、上昇し
ていることが確認された。 
 
（８）６ヶ月齢マウスの組織病理学的解析 
６ヶ月齢マウス(Tg/-)の組織病理学的解析
をおこなったが、特に異常を見出すことがで
きなかった。本研究の結果から、加齢ととも
に野生型マウスでは目と腎臓に大きな酸化
ストレスがかかることが明らかになった。 
そこで１年６ヶ月の mev-1マウスの目を調べ
た。網膜に異常は見られないものの、角膜の
表面の細胞が野生株に比べて強く脆弱化し
ている組織像が観察された（図４）。DNA の酸
化ストレスマーカーである 8-OHdG の蓄積の
増加も観察された（図５）。 
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図４ 角膜の厚さ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 角膜中の 8-OH-dG の蓄積 
 
結論 
mev-1 マウスにおいてガンの発生は見られな
かったが、多臓器においてアポトーシスの増
加が観察された。成熟前には体のサイズが野
生型に比べて小さいが、成熟までに野生型の
大きさまで復帰した。これは成熟期の細胞数
の増加がアポトーシスによる細胞減少を補
償した結果と推測できる。これがガン発生を
増加させない一因になっている可能性が示
唆された。 
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