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研究成果の概要： 
インスリン抵抗性被検者ではミトコンドリア密度の低下があるにもかかわらず PGC-1 とその

下流分子の mRNA 発現には低下を認めなかった。PGC-1 以外の因子によってミトコンドリア

密度が調節されている可能性が示唆された事から、DNA micro array を行い PGC-1 以外のミ

トコンドリア関連遺伝子を検討し 252 遺伝子に有意な差を確認した。これらの遺伝子多くが機

能未知である事から、培養細胞を用いて 252 遺伝子に対する siRNA を行いミトコンドリアバ

イオジェネシスに関与する遺伝子をスクリーニングし４つの新規遺伝子を同定した。これら 4
遺伝子中でも特に候補遺伝子 A が我々の被検者の骨格筋においても mRNA のみならず蛋白発

現も約５０％に低下しており、骨格筋培養細胞において候補遺伝子 A を RNAi でノックダウン

する事によりミトコンドリア密度の低下、ミトコンドリア蛋白の低下、ミトコンドリア機能の

低下をきたす事が明らかとなった。これらの現象が in vivo でも再現されるかどうかを検討す

るために骨格筋特異的ノックアウトマウスを用いた検討を試み、ノックアウトマウスでは電子

顕微鏡で観察したミトコンドリア密度が低下していることから、候補遺伝子 A が in vivo でも

ミトコンドリアを調節している可能性が想定される。 
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病発症において、極めて重要な役割を果
たすと考えられるインスリン抵抗性は「イン
スリン標的臓器において生理的インスリン
濃度による反応性の低下した状態」で定義さ
れる。骨格筋におけるインスリン抵抗性の発
症機構として、骨格筋細胞内に蓄積した脂肪
代謝物によるセリン・スレオニンリン酸化の
亢進を介したインスリン受容体情報伝達経
路の抑制が提唱されている。細胞内脂肪代謝
物の蓄積は高脂肪食や運動不足といった環
境因子に起因することは以前より知られて
いたが、近年ミトコンドリアによる酸化的リ
ン酸化の低下によって細胞内に脂肪が蓄積
している可能性が示唆され、その分子機構解
明が hot topic となっている (Petersen et al. 
Science 2003)。 
２型糖尿病の家族歴を有する症例では核磁
気共鳴スペクトロスコピー（MRS）を用いて
測定した ATP 合成速度は約 30%低下してい
た(下図左: Petersen et al NEJM 2004)。そこ
で我々はミトコンドリア密度の低下がどの
様な機構により生じているかを明らかにす
るために、大腿四頭筋から筋生検を行い詳細
な検討を行った。２型糖尿病の家族歴を有す
る若年非肥満インスリン抵抗性患者は約
37%ミトコンドリア密度が低いこと(下図右)、
約 50%ミトコンドリア蛋白の発現が低下し
ている事を発見した  (Morino et al JCI 
2005)。 
PPARγ coactivator-1(PGC-1)は寒冷により
褐色脂肪細胞でミトコンドリアを増やす因
子として発見され、他の転写因子と共同して
Nuclear respiratory factor (NRF-1) 、
mitochondrial transcription factor A 
(mtTFA)等の転写を促進するミトコンドリア
バイオジェネシスの key player と考えられ
ている。近年、PGC-1 とその下流分子の遺伝
子発現の異常が糖尿病患者や糖尿病を家族
歴に持つ被検者で低下している事が報告さ
れており、MRS で得たミトコンドリア機能
異常とインスリン抵抗性の関連を支持する
結果といえる(Patti, PNAS 2003, Mootha, 
Nature Genetics 2003)。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ミトコンドリア機能・密度
低下の分子機構に着目し、インスリン抵抗性
の新たな予防・治療法を探求する事にある。
以前の研究から糖尿病病態形成の要因であ
るインスリン抵抗性の発症機構の一つにミ
トコンドリア機能異常が示唆されているが、
分子機構の解明には至っていない。ミトコン
ドリア密度低下を認めるインスリン抵抗性
被検者に対しGene chipを用いて検討したと
ころ PPARγ Coactivator-1(PGC-1)の遺伝子
発現には差が無いものの252遺伝子に有意な

差を得た。我々の検討からは PGC-1 以外の
経路の重要性が示唆された。RNAi を用いた
遺伝子発現抑制によるミトコンドリア密度
の網羅的スクリーニングにより252遺伝子の
中から 4遺伝子をミトコンドリア関連遺伝子
として同定した（未発表）。これら４遺伝子
のミトコンドリアバイオジェネシス制御機
構を培養細胞・実験動物を用いた in vitro、in 
vivo の系で解明していく。また、食事由来の
因子がミトコンドリアバイオジェネシスを
制御している実験結果を得ている事から、こ
れらの分子機構同定を通じてインスリン抵
抗性の新たな治療法の開発に繋げたいと考
えている。 
 
３．研究の方法 
L6 筋芽培養細胞に RNAi 試薬を遺伝子導入
し以下の項目について検討する。 
①形態学的変化：con-focal microscopy・電子
顕微鏡 
②遺伝子発現： RTqPCR 
③蛋白発現：  western blotting 法 
④機能解析：  MTT assay 
 
ヒト筋生検標本中の遺伝子発現を RTqPCR
および Western blot 法にて検討する。 
 
骨格筋特異的新規調節因子 A ノックアウト
マウスにおけるミトコンドリア密度を電子
顕微鏡にて観察する。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
(1) 新規調節因子Ａのインスリン抵抗性被
検者での発現 
新規調節因子Ａのインスリン抵抗性被検
者における発現は mRNA レベルで約５
０％、蛋白レベルで約４０％低下している
ことが確認された（図２）。 
 

(2) 培養細胞において新規調節因子Ａを
RNAiによりノックダウンするとMTCOI、
Porin のようなミトコンドリア蛋白質を減
少させた(図３)。また、新規調節因子Ａの
ノックダウンはミトコンドリアの酸化能
を有意に低下させた（図４）。新規調節因
子Ａの発現低下がインスリン抵抗性被験
者のミトコンドリア機能異常の原因の一
つであることが示唆された。 
 

 

 

(3) 新規調節因子Ａの In Vivo における役
割 
培養細胞で確認された効果と、ヒトで観察
された現象が in vivo でも起りえるかにつ
いて検討するために、新規調節因子Ａの骨
格筋特異的ノックアウトマウスを用いて
検討を行った。骨格筋のミトコンドリア密
度を電子顕微鏡により観察した結果、骨格
筋特異的新規調節因子Ａノックアウトマ
ウスのミトコンドリア密度は wild type と
比較して約 18%低下していることが確認
された（図５）。 
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