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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はNRF2のミトコンドリア機能活性化の分子機構を解明することである。
細胞外からグルタチオンパースルフィドを添加すると、細胞内のシステインパースルフィドが増加し、ミトコン
ドリア膜電位の増強と酸素消費の増加が観察された。NRF2の活性化でも同様の結果が観察された。NRF2の活性化
と同時にNRF2の標的遺伝子であるシスチントランスポーターxCTの発現抑制またはCARS2阻害のいずれもミトコン
ドリア膜電位の増強と酸素消費の増加がキャンセルされた。故に、NRF2はxCTの発現増加によって細胞のシスチ
ン取り込みを増加し、システインパースルフィドの生成を増加させてミトコンドリア機能を活性化する。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the molecular mechanism by which 
NRF2 activates mitochondrial function. Extracellular addition of glutathione persulfide increased 
intracellular cysteine persulfide, and enhanced mitochondrial membrane potential and increased 
oxygen consumption were observed. Activation of NRF2 similarly enhanced mitochondrial membrane 
potential and increased oxygen consumption. Simultaneous with NRF2 activation, either suppression of
 the expression of the NRF2 target gene cystine transporter xCT or inhibition of CARS2 canceled the 
enhancement of mitochondrial membrane potential and oxygen consumption. Thus, NRF2 increases 
cellular cystine uptake through increased expression of xCT and increases cysteine persulfide 
production to activate mitochondrial function.

研究分野：耳鼻咽喉科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアの生理学的に重要な細胞小器官であり、ミトコンドリアの機能不全は老化や様々な疾患と関連し
ている。本研究では、NRF2がxCTを介してシスチンの取り込みを促進し、ミトコンドリアにおける活性硫黄種の
産生と代謝を促進することによりその機能を増強することが明らかになった。NRF2のミトコンドリア機能の活性
化の分子機構を明らかにすることによって、今後様々な疾患の病態解明に貢献し得る。

※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 

感音難聴は世界で最も頻度の高い身体障害の一つであり、患者の Quality of lifeを大きく低下さ

せる。しかし、その病態は依然として不明点が多く、明白なエビデンスのある治療法は確立さ

れていない。我が国は間もなく超高齢社会へ突入すると考えられ、加齢による感音難聴患者の

増加が予測される。感音難聴に対する有効な新規治療法の確立の為にも病態生理の解明が求め

られる。 

小胞体ストレスが、高次構造の異常な折りたたみ不全タンパク質が小胞体内に蓄積することに

よって引き起こされる細胞内ストレスとして、近年、蝸牛有毛細胞やラセン神経節細胞におけ

る細胞死を誘導し、薬剤や加齢、遺伝子異常による感音難聴の病態に関与することが明らかに

なってきた(Oishi N, et al. Cell Death Dis. 2015)。細胞内主要分解機構であるオートファジーの機

能障害も加齢性、遺伝性感音難聴の病態に関与することが報告されている。(Pang J, et al. 

Neurobiol Aging. 2019)。そして、申請者は、内耳感覚細胞においてオートファジーの機能障害

が小胞体ストレスに対する脆弱性を増大させ細胞死を促進することを世界に先駆けて解明した

(Kishino A, et al. Sci Rep. 2017)。この成果を基盤として、本研究の提案時には、オートファジー

機能障害がどのような分子メカニズムで小胞体ストレスに対する脆弱性を引き起こすのかを解

明することによって、臨床的には感音難聴を含む内耳疾患の病態解明と新規治療法の開発へと

つなげたいと考えた。 

 
２．研究の目的 

オートファジーの機能障害は、酸化ストレスに対する生体防御機構として中心的な役割を担う

NRF2の持続活性化を誘導し、還元ストレスによって生体障害を引き起こすことが示唆された

ことから、オートファジー機能障害は、NRF2の活性化がもたらす還元ストレスを介して小胞

体ストレスを惹起すると考え、その分子機構の解明を目的とした。そして、その成果により、

臨床的には感音難聴を中心とする内耳疾患の病態解明や新規治療法の開発へ発展応用を目指し

た。実験をすすめてみると、NRF2の活性化は、硫黄代謝を促進し、ミトコンドリア機能を改

善することを見出した。そこで、当初の仮説を変更して、NRF2の活性化がもたらすミトコン

ドリア機能の改善を、硫黄代謝の制御から解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

ヒト培養細胞として、HeLa細胞、H1650細胞、マウス培養細胞として、RAW細胞、Hepa1細

胞を使用した。ミトコンドリアの機能評価方法には、JC-10染色によるミトコンドリア膜電位

の評価、フラックスアナライザーによる酸素消費の測定を採用した。NRF2経路の重要性を調

べるために、siRNAを用いた NRF2のノックダウン、また、NRF2の抑制性因子である KEAP1

のノックダウンを行い、それぞれ、NRF2の抑制、NRF2の活性化を行った。ミトコンドリアに

おける硫黄代謝の重要性を検討するために、ミトコンドリアの硫黄代謝酵素として、CARS2, 

SQOR, ETHE1, SUOXの siRNAによるノックダウンを行った。さらに、細胞内の硫黄代謝物と

して活性硫黄種を評価するために、傾向プローブ SSP4を使用した。 



 
４．研究成果 

まず、近年、活性硫黄種がミトコンドリア機能に重要であることが報告された(Akaike et al., Nat 

Commun 2017)ことを受けて、培地中のシスチンを減らして細胞の硫黄利用を制限することによ

るミトコンドリア機能への影響を検討した。通常 200 Mの濃度で培地に添加されているシス

チンを、20 に低下させると、12時間後までに細胞内の活性硫黄種の減少と、ミトコンドリア

膜電位の低下が観察され、ATP産生も抑制された。 

活性硫黄種の増加がミトコンドリア機能を促進することを確認するために、活性硫黄種ドナー

として、グルタチオントリスルフィド(GSSSG)を培地中に添加した。その結果、GSSSGの添加

が膜電位の上昇と酸素消費の増加をもたらすことが明らかになった。この効果は、酸化型グル

タチオン GSSGでは見られなかった。これらの結果から、活性硫黄種がミトコンドリアの酸素

呼吸を促進することが確認された。次に、活性硫黄種の代謝にかかわるミトコンドリア酵素を

４種類(CARS2, SQOR, ETHE1, SUOX)のノックダウンを行ったところ、SUOX以外でミトコン

ドリアの膜電位の低下と酸素消費の減少が見られた。そして、GSSSG添加によるミトコンドリ

アの機能促進は、SQORノックダウンによりキャンセルされたことから、活性硫黄種がミトコ

ンドリアで代謝されることが、酸素呼吸の促進に必要であることがわかった。 

一方、NRF2が今回の実験系でミトコンドリア機能を促進することを確認するために、NRF2の

ノックダウン、KEAP1のノックダウンを行い、膜電位と酸素消費を調べたところ、たしかに、

NRF2の活性増加がミトコンドリアの酸素呼吸の促進をもたらした。そして、NRF2の活性化

は、細胞内の活性硫黄種の増加をもたらすことも明らかになった。このメカニズムとして、

NRF2によるシスチントランスポーターxCTの活性化が重要であると予想し、xCTの阻害剤サ

ルファサラジン(SASP)を細胞に添加してミトコンドリア機能への影響を検討した。その結果、

SASP添加は細胞内の活性硫黄種を減少させ、ミトコンドリアの膜電位も消失させた。重要な

ことに、NRF2活性化がもたらす活性硫黄種の増加やミトコンドリア膜電位の上昇は、いずれ

も SASPによりキャンセルされたことから、NRF2の活性化は、xCTの発現上昇を介してミト

コンドリア機能を強化しているといえる。さらに、NRF2活性化がもたらす活性硫黄種の増加

やミトコンドリア膜電位の上昇は、ミトコンドリアにおける活性硫黄種代謝酵素のノックダウ

ンによってもキャンセルされた。したがって、NRF2は xCTを介してシスチンの取り込みを促

進し、ミトコンドリアにおける活性硫黄種の産生と代謝を促進することによりその機能を増強

することが明らかになった。 

以上の成果は、本年 2023年 4月に、Redox Biology誌に論文として発表された。 
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