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研究成果の概要（和文）：カロリー制限（CR）は、ミトコンドリア機能制御を通して抗老化効果を示すのかもしれない
。我々は、CRがミトコンドリアタンパク質Cox6b1（cytochrome c oxidase (Cox)のサブユニット）を増加させることを
すでに報告した。本研究は、Cox6b1の役割を明らかにするために、in vitro実験を行なった。結果は、Cox6b1がCoxを
含むスーパーコンプレックスを形成することによって、ミトコンドリアの呼吸機能を増強すること、同時に発生する活
性酸素は、Nrf2の活性化によって防御されることを示唆した。我々は、Cox6b1の発現にGSK-3βの抑制が関与すること
も示した。

研究成果の概要（英文）：Calorie restriction (CR) may exert anti-aging effects by modulating mitochondrial 
functions. We previously reported that CR upregulated mitochondrial proteins, including Cox6b1, a subunit 
of cytochrome c oxidase (Cox). To investigate the functional roles of Cox6b1 in mitochondria, we conducted
 in vitro experiments using Cox6b1-overexpressing cells or knockdown cells. The findings suggest that Cox6
b1 mediates some of the effects, e.g., stress resistance, of CR by enhancing mitochondrial respiration via
 the assembly of Cox supercomplexes. The simultaneous generation of ROS may be prevented by several mechan
isms, including Nrf2 activation. We also found that inhibition of glycogen synthase kinase (GSK)-3b, a put
ative upstream signaling molecule for Cox6b1, increased Cox6b1 protein expression. Accordingly, we confirm
ed that CR increased phosphorylated GSK-3b, its inactive form, in the mouse liver. The present study suppo
rts the mitohormesis hypothesis of CR.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 適度に摂食カロリーを制限すると多種
類の生物の寿命が延長する。げっ歯類などの
実験動物だけではなく、サルを用いた研究に
おいても、健康寿命を延伸する可能性が示唆
された。このことは、カロリー制限（Caloric 
restriction, CR）の寿命延長機構が解明され
れば、ヒトの老化や関連疾患の抑制や制御に
応用できることを示している。 
(2) 我々は、生体のエネルギーを産生し、同
時に活性酸素を発生させるミトコンドリア
の機能に着目した。我々の研究では、CR に
よって、ミトコンドリアの呼吸鎖複合体 IV
（Cox）のサブユニット 6b1 (Cox-6b1)の発現
レベルが増加していることを明らかにした。
Coxは核内遺伝子にコードされる１０個のタ
ンパク質とミトコンドリア DNA にコードさ
れる３個のタンパク質からなる複合体であ
る。Cox6b1 は、核 DNA のコードされミト
コンドリアの膜間腔に突出するように存在
している。ミトコンドリア機能制御における
Cox6b1の役割は、不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 CRは、呼吸鎖複合体の構成を変化させるこ
とによって、ミトコンドリアの機能を制御し
ている可能性がある。本研究は、Cox6b1 の
過剰発現、発現抑制細胞を用いて、Cox6b1
の機能を検討した。 
 
３．研究の方法 
 マウス皮膚から得られた cDNA ライブ
ラリーから、Cox6b1cDNA を増幅し、
pcDNA3.3-TOPO vector を 用 い て 、
NIH3T3 細胞に導入し、Cox6b1 発現細胞
株を樹立した。Cox6b1 をノックダウンす
るために、特異的な siRNA を購入した。
RT-PCR 法、Western blot 法にて特異的
mRNA、タンパク質の発現レベルを定量し
た。共焦点レーザー顕微鏡を用いて、特異
タンパク質の細胞内局在を確認した。Cox
の酵素活性、ATP の量、ROS の産生量、
細胞の生存率などは、既に報告されている
方法に従った。呼吸鎖複合体スーパーコン
プレックス中のCoxやCox6b1の存在を解
析するために、Blue native-polyacryl- 
amide gel electrophoresis (BN-PAGE)法
を用いた。統計解析は Student’s t test、
ANOVAなど常法に従った。 
 
４．研究成果 
(1) Cox6b1 過剰発現 NIH3T3（Cox6b1-3T3）
細胞において過剰発現された Cox6b1 タンパ
ク質がミトコンドリアに局在することを共
焦点レーザー顕微鏡にて確認した。 
(2) Cox6b1-3T3 細胞において、対照細胞と比
較すると、細胞の増殖能が 20％程度増加し、
ミトコンドリアの Cox の酵素活性、ATP の産
生量とも増加していた。また、過酸化水素添
加による酸化ストレスに対して、耐性が増強

していた。しかし、一方では、ミトコンドリ
ア由来 ROS も増加していた。 
(3) ROS の発生量は増加していたが、酸化ス
トレス耐性が増強していた原因を明らかに
するために、酸化ストレス耐性に関連する転
写因子Nrf2の活性化を検討した。Cox6b1-3T3
細胞では、Nrf2 の活性化と酸化ストレス防御
に関連するタンパク質の発現が増加してい
た。よって、Cox6b1 の発現上昇は、ミトコン
ドリアの機能を増強し、ROS は増加するが、
その防御能も誘導されることによって、細胞
のストレス耐性が生じていると予測された。 
(4) ３）の結果は、ミトコンドリアホルミ
シスという概念（弱い毒性は、防御機構を増
強し、その後に続く、強い毒性に対して抵抗
性を誘導する）に一致する。同じ生理学的環
境が心臓において虚血プレコンディショニ
ングによって誘導される。このとき、Cox6b1
の発現に Glycogen synthase kinase 3 beta 
(GSK-3b)の関与が指摘されている。我々は、
GSK-3b 阻害剤が Cox6b1 の発現を誘導するこ
と、カロリー制限マウス肝臓でもリン酸化型
（不活性型）GSK-3b の増加を確認した。 
(5) Cox6b1 の過剰発現によって、ミトコン
ドリアの酸化的リン酸化機能が上昇する機
序を推測するために、BN-PAGE を行なった。
Cox6b1 の過剰発現、GSK-3b の阻害剤とも Cox
が他の呼吸鎖複合体 I, III と結合したスー
パーコンプレックスが増加していることが
示された（図１）。Cox6b1 の発現上昇は、ス
ーパーコンプレックスを形成することによ
って、ミトコンドリア機能を増強しているこ
とを示唆した。 

 

 

 
図１、Cox6b1 過剰発現細胞では、スーパーコ
ンプレックス部分（四角で囲んだ領域）に Cox
が多く同定できる。 
 
 本研究は、呼吸鎖複合体 IV のサブユニッ
トの一つである Cox6b1 の発現制御が、ミト
コンドリアの呼吸機能制御に関与している
ことを示唆した。特に、酸化的リン酸化機能
の増強、ROS の発生に対して、防御機構の増
強を示したことは、ミトコンドリアホルメシ
ス仮説に一致していた。Cox6b1 の発現に
GSK-3b シグナルが関与していることも明ら
かにした。また、Coxo6b1 は、呼吸鎖複合体
からなる スーパーコンプレックスを形成
することによってミトコンドリア機能を増
強していることを示唆した。一連の結果は、
CR が呼吸鎖複合体およびスーパーコンプレ



ックスの形成を制御していること、それが、
ミトコンドリアホルミシスを誘導している
ことを示唆した。これは、CR の抗老化メカニ
ズムの一端を明らかにしている。 
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