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研究成果の概要（和文）：本研究では、加齢性疾患の発症における酸化ストレス障害の寄与を明らかにすることを目的
とした。ミトコンドリアでの活性酸素発生量を制御したモデルマウスを用い、胎児期から老齢期に至るまでの表現型解
析を実施し、酸化ストレス障害に起因する生体組織機能の加齢変化を追跡した。その結果、酸化ストレスに起因する生
体機能異常として①低出生体重児出産、②涙腺炎症によるドライアイを伴う加齢性角膜疾患の亢進、③脳海馬領域での
グリア環境の変容、④習慣性流産や母体死の発生、⑤持続性高血糖症を確認した。今後、これらの分子機構解明により
、生体の加齢変容を予防する手段の端緒が得られると期待する。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on age-related diseases with oxidative stress.  The age-
dependent alterations of tissue functions caused by oxidative stress were analyzed in mitochondrial reacti
ve oxygen species (ROS)-inducible model Tet-mev-1 mice.  In the results, 1) low-birth-weight infants, 2) a
ccelerated age-related corneal dysfunctions with dry eyes by lacrimal gland inflammations, 3) glial enviro
nmental defects in hippocampal regions with age, 4) recurrent abortions and maternal death, and 5) chronic
 hyperglycemia were confirmed as aging phenomena caused by mitochondrial oxidative stress.  It was expecti
ng that a means would be demonstrated to suppress the age-dependent homeostatic unbalanced alterations in 
individuals, when these molecular mechanisms would be clarified in this mouse model. 

研究分野：
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ウス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 加齢に応じてその発症率が増加する加齢
性疾患、中でも生活習慣病（糖尿病・高血圧・
動脈硬化症など）・神経変性疾患・がんの発
症における酸化ストレス障害の影響は数多
く報告されている。しかし、酸化ストレス障
害の発生から疾患発症に至るまでの一連の
メカニズムが明らかにされた報告は数少な
く、これら疾患の確固たる予防手段が明らか
にされた例はない。 
細胞内酸化ストレスの大部分はミトコン
ドリア電子伝達系から発生するスーパーオ
キシドアニオン（O2·

-）に起因する。これは
免疫応答や細胞増殖・分化などの生体恒常性
維持の役割を担うが、過剰量となると、より
強い毒性をもつ活性酸素種（ROS）に代謝さ
れ、生活習慣病・神経変性疾患・がんなどの
発症原因になるとされている。これまでの研
究では、疾患発症後に酸化ストレス障害の検
証を行うことで、疾患における酸化ストレス
障害の影響が理解されてきた。しかし、この
ような検証からは酸化ストレスが原因とな
る疾患発症機序を明確に知ることは困難で
あった。 
このような背景において、我々の研究グル
ープは、線虫 mev-1 変異体を用いてミトコン
ドリア O2·

-過剰発生を惹起する電子伝達系複
合体IIのSDHCV69E変異の特定に成功していた。
これを基に、ミトコンドリアから発生する O2
·-を遺伝的に制御した SDHC E69 細胞株・
Tet-mev-1 コンディショナルトランスジェニ
ックマウスを構築し、細胞内酸化ストレスの
生体への影響を健康な状態あるいは疾患発
症以前から疾患発症に至るまで一貫して検
証することを可能にしていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Tet-mev-1 コンディショナル
トランスジェニックマウスの胎児期から老
齢期にかけてミトコンドリア O2·

-発生量を過
剰誘導し、その影響を加齢依存的に生体レベ
ルで検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、独自に開発したテトラサイク
リン系薬剤による遺伝子発現量制御システ
ム（特許番号：WO2005123918 A1）を用いた
Tet-mev-1 コンディショナルトランスジェニ
ックマウスとその標準マウス（C57BL/6j 近交
系マウス）を用いた。既に C57BL/6j 近交系
マウスにおいて、加齢変化によるミトコンド
リア O2·

-発生と酸化ストレス障害について検
証を行っており、本研究の基盤は得ていた
（Masaki Miyazawa, et al. J. Radiat. Res. 
2009）。さらに、本研究では、性成熟後の雌
雄マウスをドキシサイクリン薬剤含有水の
自由飲水下で飼育し、自然交配によって得ら
れた子孫を試験対象群とした。 
これまでに、細胞内酸化ストレスの発生を
任意に制御した環境下で病態の発生を検証

したモデル研究の報告はなく、当該モデルが
何れの疾患を発症するか予測不可能であっ
た。そこで先ず、生体の老化・加齢に応じた
酸化ストレスの影響が報告されている生殖
器官（不妊・流産）・眼角膜（ドライアイ・
加齢性角膜障害）・脳神経（学習記憶能力減
衰・神経変性疾患）の表現型解析を実施し、
下記の項目に従い本研究を展開した。 

 
(1) 胎仔発生～成熟期におけるミトコンド
リア O2·

-過剰発生の影響解析 
(2) 生殖器および生殖細胞へのミトコンド
リア O2·

-過剰発生の影響解析 
(3) 加齢性角膜障害へのミトコンドリア O2·

-

過剰発生の影響解析 
(4) 海馬依存的学習記憶能力へのミトコン
ドリア O2·

-過剰発生の影響解析 
(5) ミトコンドリア O2·

-過剰発生に伴い遺伝
子発現量が増大するタンパク質の機能解析 
(6) 低出生体重仔生体成熟後の糖尿病性代
謝異常の検証 
 
４．研究成果 
(1) 胎仔発生～成熟期におけるミトコンド
リア O2·

-過剰発生の影響解析 
 ドキシサイクリン薬剤自由飲水飼育下の
妊娠メスマウスから 13.5 日胚にあたる胎仔
を検証した結果、標準マウスは正常な発生段
階にあったのに比べ、ミトコンドリア O2·

-過
剰発生が誘導された Tet-mev-1 マウスは 7日
程度で胎生致死となった個体や生存してい
るものの数日程度の発生遅延を示す個体が
確認された（図１）。 

図１．13.5 日胚マウス胎仔。写真左側
C57BL/6j 標準マウス、右側がミトコンドリア
O2·
-を過剰発生させた Tet-mev-1 マウス（胎
生致死・発生遅延個体）を示す。青色矢印は
異常な血管新生を示す（Redox Biology 2 
(2014) 679-685 から引用）。 
 
 また、自然分娩で出生したマウス個体の体
重を出生から成熟期まで追跡した結果、ミト
コンドリア O2·

-過剰発生が誘導された
Tet-mev-1 マウスは低出生体重仔として出生
し、その後、12 週齢まで成長が遅延すること
が確認された（図２）。 

図２．出生時体重と成熟期までの体重推移。
左グラフは出生体重、右側グラフが成熟期ま



での体重推移を示す。Tet-mev-1 37 Tg/Tgはミ
トコンドリア O2·

-を過剰発生する Tet-mev-1
マウスを示す（Mitochondrion 11 (2011) 
155-165 から引用）。 
 
 低出生体重仔として出生したTet-mev-1マ
ウスでは、様々な臓器で無秩序なアポトーシ
スが過剰誘導されていた（参考文献
Mitochondrion 11 (2011) 155-165）。これは、
細胞分裂が盛んな成長段階で、ミトコンドリ
ア呼吸鎖活性が高く維持されていることが
原因と考えられた。これにより、成熟期まで
のTet-mev-1マウスの組織細胞では予想を上
回る致死的な酸化ストレスが誘導され、無秩
序なアポトーシスを惹起し、成長遅延が起き
たと考えられる。 
また、胎生致死の現象も、線虫を用いた研
究成果と合わせて考察すると、過剰な酸化ス
トレスによる無秩序なアポトーシス誘導が
原因であると結論付けられた（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図３．線虫 C. elegans, mev-1 変異株の寿命
変化。Wild type は標準株 N2、mev-1; ced-3
はアポトーシス誘導を遺伝的に阻害した
mev-1 変異株を示す。グラフの結果は、個体
の成長時期から繁殖期で、致死率が高かった
mev-1 変異株がアポトーシスの阻害によって、
標準株と同等の寿命推移を示している（J 
Biol Chem 278 (2003) 22031-22036 から引用）。 
 
 以上の結果から、電子伝達系複合体 II 異
常により遺伝的に制御されたミトコンドリ
ア O2·

-の過剰発生は、増殖過程にある様々な
組織細胞で無秩序なアポトーシスを惹起し、
胎生期においては一部の個体を致死へと追
いやり、成長期には成長遅延を起こすことを
明らかにした。 
 
(2)生殖器および生殖細胞へのミトコンドリ
ア O2·

-過剰発生の影響解析 
 ドキシサイクリン薬剤自由飲水飼育下の
性成熟雌雄マウス個体において、それぞれ生
殖器でのミトコンドリア O2·

-過剰発生による
酸化ストレス障害の有無を検証し、生殖能を
解析した。 
先ず、ミトコンドリア活性を有し体細胞分
裂が盛んな精母細胞では、過剰なアポトーシ
ス誘導を確認した（図４）。しかしながら、
ミトコンドリア電子伝達活性が低く減数分
裂期に入った精原細胞が大多数を占める精
巣組織全体を解析した結果では、ミトコンド
リア O2·

-過剰発生の誘導を確認することは出
来なかった（参考文献Redox Biology 2 (2014) 

679-685）。この結果を裏付けるように、
Tet-mev-1 マウス精巣内での精子形成や精巣
上体内での精子数に異常は確認されず、in 
vitro において精子運動能が 8 割程度に低下
するといった微小な変化しか確認されなか
った（図４）。 

図４．TUNEL 陽性精母細胞数と精子運動能。
左グラフは精巣内TUNEL陽性アポトーシス誘
導精母細胞数、右グラフは精子運動能を示す。
●が C57BL/6j 標準マウス、■が Tet-mev-1
マウスの精子運動能を示す（Redox Biology 2 
(2014) 679-685 から引用）。 
 
 次に、雌性生殖器（卵巣～子宮）でのミト
コンドリア O2·

-とカルボニル化タンパク質量
変化による酸化ストレス障害を測定した結
果、Tet-mev-1 マウスにおいて過剰な酸化ス
トレス発生と障害の蓄積が確認された（図
５）。 

図５．ミトコンドリア ROS 産生量とカルボニ
ル化タンパク質量。左グラフは化学発光プロ
ーブによるミトコンドリア画分での活性酸
素種（ROS）産生量変化、右グラフは DNPH 抗
体を用いたELISA法によるカルボニル化タン
パク質量変化の結果を示す（Redox Biology 2 
(2014) 679-685 から引用）。 
 
 さらに、Tet-mev-1 マウスの卵巣では、過
剰な血管新生による血管腫に似た表現型が
確認され、また、間質細胞において過剰なア
ポトーシス誘導細胞が確認された（図６）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図６．卵巣の HE と TUNEL 染色像。黒矢印は
TUNEL 陽性アポトーシス誘導細胞を示す
（Redox Biology 2 (2014) 679-685 から引用）。 
 
この結果に伴って、Tet-mev-1 マウスでは排
卵数の減少が確認された。また、Tet-mev-1
マウスの精子と卵子による in vitro での受
精能に 2割程度の低下が認められたが、ミト



コンドリア電子伝達活性が低い初期発生段
階において発生異常は確認されなかった（参
考文献 Redox Biology 2 (2014) 679-685）。 
 そこで、ミトコンドリア O2·

-に起因する酸
化ストレスの初期発生後および母体への影
響を確認するため妊娠マウスでの解析を行
った。その結果、Tet-mev-1 マウスでは血小
板の増加および脾腫が確認された（参考文献
Redox Biology 2 (2014) 679-685）。さらに、
胎盤の解析を行った結果、ヒトでの流産の原
因と言われている血管内皮増殖因子受容体
（VEGFR-1, Flt-1）タンパク質の減少が確認
された（図７）。 

 
図７．血管内皮増殖因子受容体（VEGFR-1, 
Flt-1）のウェスタンブロット解析。左図は
ウェスタンブロット解析の写真結果、右グラ
フはウェスタンブロット解析の定量的解析
結果を示す（Redox Biology 2 (2014) 679-685
から引用）。 
 
以上の結果から、電子伝達系複合体 II 異
常により遺伝的に制御されたミトコンドリ
ア O2·

-の過剰発生は、雌性不妊および習慣流
産の原因になることを明らかにした。さらな
る研究により、雌性不妊、特に習慣流産の治
療法および予防の解明を期待している。 
 
(3) 加齢性角膜障害へのミトコンドリア O2·

-

過剰発生の影響解析 
 ドキシサイクリン薬剤自由飲水飼育下の
マウス個体を用いて、ミトコンドリア O2·

-過
剰発生に起因する酸化ストレス障害による
眼角膜の加齢変化を解析した。 
 先ず、図 5 同様の手法と 8-OHdG 抗体を用
いた免疫組織化学的解析による核酸への酸
化ストレス障害を指標に眼および涙腺組織
でのミトコンドリア O2·

-発生量と酸化ストレ
ス障害を検証した。共に Tet-mev-1 マウスで
は標準マウスより増加していることを確認
した（参考文献 Invest Ophthalmol Vis Sci 53 
(2012) 5780-5787, PLoS ONE 7 (2012) 
e45805）。そこで、ミトコンドリア O2·

-に起因
する酸化ストレス障害と加齢依存的な角膜
障害の相関解析を実施した。 
 角膜上皮細胞層において、Tet-mev-1 マウ
スでは加齢依存的な細胞分裂数および総細
胞数の低下が確認された（図８）。 

図８．角膜上皮細胞のトルイジンブルー染色
像。赤矢印は有糸分裂中の核を示す（Invest 
Ophthalmol Vis Sci 53 (2012) 5780-5787 か
ら引用）。 
 
 これに伴い、Tet-mev-1 マウスでは角膜炎
の発症が確認され、角膜上皮障害後の上皮化
の加齢依存的な遅延が加速されていること
が確認された（図９）。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

図９．角膜炎と角膜上皮化の推移。上部図は
蛍光色素染色による角膜炎、下部グラフはエ
タノール処理後の角膜上皮化に要する日数
を示す。上部図の mev-1 はミトコンドリア O2
·-を過剰発生する Tet-mev-1 マウス、WT は
C57BL/6j 標準マウスを示す（PLoS ONE 7 
(2012) e45805, Invest Ophthalmol Vis Sci 
53 (2012) 5780-5787 から引用）。 
 
 さらに興味深いことに、ミトコンドリア O2
·-を過剰発生する Tet-mev-1 雄マウスでは、3
か月齢以降から涙腺の炎症・線維化、および
涙液分泌量の低下が確認された（図１０）。 

図１０．涙腺のHE/Azan染色像と涙液分泌量。
mev-1 は Tet-mev-1 マウス、WT は C57BL/6j
標準マウス、Dox(+)はミトコンドリア O2·

-過
剰発生を誘導するドキシサイクリン薬剤自
由飲水下での飼育環境を示す（PLoS ONE 7 
(2012) e45805 から引用）。 
 



 以上の結果から、電子伝達系複合体 II 異
常により遺伝的に制御されたミトコンドリ
ア O2·

-の過剰発生は、ドライアイを発症し、
角膜炎を伴う角膜上皮層の加齢変化を亢進
することを明らかにした。 
 また、角膜上皮層に限らず内皮細胞層や実
質細胞層においても、角膜内皮細胞の減少・
Descemet’s 膜の肥厚や実質細胞層の菲薄化
といった加齢依存的な変化が亢進している
ことを確認した。このことから、電子伝達系
複合体 II 異常により遺伝的に制御されたミ
トコンドリア O2·

-の過剰発生に起因する酸化
ストレス障害は、フックス角膜内皮変性症や
円錐角膜の発症を加齢依存的に亢進するこ
とも明らかにした（参考文献 Invest 
Ophthalmol Vis Sci 53 (2012) 5780-5787）。 
 
(4) 海馬依存的学習記憶能力へのミトコン
ドリア O2·

-過剰発生の影響解析 
 ドキシサイクリン薬剤自由飲水飼育下の
若齢期（4－8 か月齢）と壮年期（10－14 か
月齢）のマウス個体を用いて、ミトコンドリ
ア O2·

-に起因する酸化ストレス障害による脳
海馬領域の加齢変化を解析した。 
 先ず、化学蛍光プローブを用いたミトコン
ドリア O2·

-の産生量と蓄積量、および細胞内
活性酸素種（ROS）蓄積量を組織化学的解析
により検証した。その結果、Tet-mev-1 マウ
ス若齢期では、ミトコンドリア O2·

-産生量は
増加しているものの、その蓄積および細胞内
ROS 蓄積量ともに増加は確認されなかった
（未発表のためデータ非公開。後日更新予
定）。一方、壮年期では、ミトコンドリア O2·
-産生量・蓄積量および細胞内 ROS 蓄積量とも
に増加が確認された。これらの結果は、若齢
期においてスーパーオキシドジスムターゼ
（MnSOD・Cu/ZnSOD）の活性が増加している
ためであることを明らかにした（未発表のた
めデータ非公開。後日更新予定）。 
さらに、このような酸化ストレス状態に陥
ったTet-mev-1マウス壮年期の脳海馬領域で
は、一部の MAPK シグナルに依存的なレドッ
クスシグナル伝達経路が活性化されている
ことを確認した（未発表のためデータ非公開。
後日更新予定）。この結果、脳海馬領域での
グリア環境が脆弱化し、学習記憶能力が低下
していることを確認した（未発表のためデー
タ非公開。後日更新予定）。また興味深いこ
とに、抗酸化能力を亢進していた Tet-mev-1
マウス若齢期の脳海馬領域では、学習記憶能
力を増進するカルシウムシグナル伝達系の
活性化が確認された（未発表のためデータ非
公開。後日更新予定）。 
 
 一方、β-アミロイドの沈着や神経細胞死
などの神経変性疾患様の表現型はいずれの
時期においても確認されなかった（未発表の
ためデータ非公開。後日更新予定）。以上の
結果から、電子伝達系複合体 II 異常により
遺伝的に制御されたミトコンドリア O2·

-の過

剰発生は、加齢依存的な脳内グリア環境の脆
弱を惹き起こすものの、神経変性疾患を発症
する直接的な原因にはならないことを明ら
かにした。現在、これまでの成果を学術論文
にまとめ、投稿中である。 
 
(5) ミトコンドリア O2·

-過剰発生に伴い遺伝
子発現量が増大するタンパク質の機能解析 
 上記項目(4)の神経機能の解析に関連して、
電子伝達系複合体 II 異常により遺伝的に制
御されたミトコンドリア O2·

-の過剰発生に依
存して遺伝子発現量が増大するタンパク質
（未発表のため匿名）の機能解析を実施した。
当該タンパク質はリン酸化酵素であること
が知られており、先ず標的タンパク質特定の
ために、酵母ツーハイブリット法（YTH）用
いたタンパク質間相互作用解析を実施した。
その結果、ミトコンドリア局在タンパク質を
中心に相互作用タンパク質候補8因子が特定
された（未発表のためデータ非公開。後日更
新予定）。本研究では、その内の一つと当該
タンパク質のタンパク質間相互作用解析を
詳細に実施した結果、当該タンパク質がミト
コンドリアエネルギー代謝と細胞分化を正
に制御することを明らかにした（未発表のた
めデータ非公開。後日更新予定）。 
 
 当該研究成果について、現在、学術論文投
稿中である。今後、上記項目(4)と合わせて
研究の発展を見込んでおり、加齢依存的なグ
リア環境の変容と破綻の改善を目指した健
康医療的なサプリメント栄養剤療法などの
提案が行える研究成果を期待している。 
 
(6) 低出生体重仔生体成熟後の糖尿病性代
謝異常の検証 
ヒト低出生体重児は成人後に糖尿病や動
脈硬化症を発症する確率が高いことが疫学
的に知られている。そこで、低出生体重仔で
ある当該モデルの成熟後を対象に糖尿病性
の代謝異常について検証した。 
先ず、空腹時の末梢血中グルコース濃度測
定を行った結果、若齢期から壮年期の
Tet-mev-1 マウスで血糖値の増加が確認され、
血中グルコース負荷による耐糖能異常が認
められた（未発表のためデータ非公開。後日
更新予定）。 
しかしながら、尿中でのグルコース濃度お
よびインスリン産生量・分泌能には異常が確
認されなかった（未発表のためデータ非公開。
後日更新予定）。そこで、エネルギー代謝主
要臓器である肝臓・筋肉・脂肪組織・脳・末
梢血のメタボローム解析を実施した。現在の
ところ、自律神経系が交感神経系優位に働く
ことで空腹時持続性高血糖が生じているこ
とを示唆する成果が得られている（未発表の
ためデータ非公開。後日更新予定）。 
 
今後、生体内酸化ストレスと加齢変化に自
律神経制御の変容が深く関わっていること



を仮説に研究テーマを展開することで、電子
伝達系複合体 II 異常により遺伝的に制御さ
れたミトコンドリア O2·

-の過剰発生が自律神
経系を交感神経優位にする機構解明の端緒
を得られると期待する。 
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