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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアの減少や機能低下は、生活習慣病をはじめとする様々な疾患の発症と関連し
ている。よって、ミトコンドリアの増加と機能亢進を誘導する化合物は、ミトコンドリア関連疾患の治療や予防に貢献
すると考えられる。本研究において、マウスの骨格筋細胞に数種の化合物がミトコンドリア増加を誘導することが判明
した。また、化合物で処理した細胞は酸化ストレスに対する耐性を獲得しており、細胞機能を亢進させる作用があるこ
とが明らかとなった。これらの化合物は、将来的にミトコンドリアの量と機能を亢進させる機能性化合物として、国民
の健康に大きく貢献する事が期待される。

研究成果の概要（英文）： The decrease of the mitochondrial quantity and function is associated with the on
set of the various disease including life-style related diseases. Therefore, that the compound to make inc
rease mitochondrial quantity contributes to treatment and prevention of the mitochondrial associated disea
ses is expected. In this study, we found that several kinds of compounds increased mitochondrial quantity 
in murine skeletal muscle cells. Also, cells treated with a compound got resistance against the oxidative 
stress, and the compounds were found to increase the cellular functions. These compounds are promising to 
practical use in the therapies aimed at enhancement of mitochondrial quantity and functions.
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１．研究開始当初の背景 
	
 ミトコンドリアは細胞の代謝活性の鍵とな

る監視機関であるだけでなく、増殖、分化、

アポトーシスなど多彩な細胞活動に関与する

オルガネラである。従って、ミトコンドリア

の不足および機能の低下は、糖尿病や動脈硬

化症などの生活習慣病、パーキンソン病など

の神経変性疾患、老化に伴い筋肉の量や機能

が失われる加齢性筋肉減弱症（sarcopenia）
など、様々な疾患の発症と増悪に関連してい

る。逆に、ミトコンドリアの量が多く、機能

が保持された細胞では、種々の刺激に対する

保護効果が高いとされる。 
	
 ミトコンドリア新生（mitochondrial 
biogenesis）すなわち細胞内ミトコンドリア
量の増加に関する研究は近年盛んに行われ、

細胞ストレスや持続的な運動などの環境因子

がミトコンドリアの新生に繋がることが明ら

かにされた。また、転写活性化補助因子であ

る Peroxisome proliferator -activated 
receptor-γ coactivator-1 α   (PGC-1α) や 
AMP-activated protein kinase (AMPK)など
がミトコンドリア新生において重要な調節因

子であると報告されたが、詳細な機構につい

ては未だ不明な点が多く残されている。 
	
 現代社会の問題である生活習慣病の主な原

因は肥満（特に内蔵型肥満）であり、これは

骨格筋のミトコンドリア機能と関連している。

骨格筋は運動だけでなく、肝臓とともにエネ

ルギーバランスや代謝の中心となる器官であ

る。この肥満の解消には食事制限はもとより、

脂質代謝を主としたエネルギー消費量の亢進

が最も効果的である。すなわち、細胞内のミ

トコンドリア量を増加させ、エネルギー代謝

機能（脂肪酸酸化、酸化的リン酸化）を亢進

させることで生活習慣病をはじめとした様々

なミトコンドリア関連疾患の予防および改善

に有効であると考えられている。 

	
 現在のところ、ミトコンドリア新生には強

く持続的な運動が必要とされている。すなわ

ち、運動という環境因子によってミトコンド

リアに富む遅筋線維が増加し、酸化的リン酸

化によるエネルギー代謝の亢進に至るとさ

れている。しかしながら、激しい運動に代替

しうるミトコンドリア新生に寄与する因子

や安全性が立証された低分子化合物などは

未だ報告されていない。 

 
２．研究の目的 
	
 運動によらない低分子化合物などの因子

によって、ミトコンドリアの量や代謝機能を

亢進させ筋肉（遅筋線維）量を増加させるこ

とが出来れば、ミトコンドリア機能の低下や

アポトーシスを伴う生活習慣病や加齢に起

因する様々な疾患の予防および治療法の開

発につながることが期待できる。 
	
 よって、本研究では、骨格筋のミトコンド

リアの新生や機能を亢進する因子もしくは

低分子化合物を新たに見いだすため、培養細

胞実験系において各因子等の評価試験を行

い、効果が認められた因子等については、細

胞機能の解析を行った。 

 
３．研究の方法 
（１）細胞の培養と分化 
	
 マウス筋芽細胞株の C2C12細胞は 
細胞増殖および維持において１０％牛胎児

血 清 と 抗 生 物 質 を 含 む Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM)にて
５％ CO2、37℃で培養した。 
	
 実験では６ウェルプレートに C2C12 細
胞を播種し、筋管細胞に分化させた後に

種々の因子による処理を行った。細胞分化

には、分化用培地（２％馬血清と抗生物質

を含む DMEM）に変更して培養することで
細胞融合を開始し５日後には多核の

myotubles（筋管細胞）に分化した。分化



の評価は、形態学的観察と図１のように、

分化マーカーである転写因子 myogenin の
発現量の増加をウェスタンブロット法で行

った。 

図１．C2C12細胞の分化過程における 
      myogeninの増加. 
 
（２） 細胞内ミトコンドリアを増加させる 
   	
 	
 環境因子および化合物の検索 
	
 分化培地で５日間培養し C2C12 筋管細
胞に分化させ、その培養液中に種々の試験

薬剤を添加し一定時間培養後、細胞内ミト

コンドリア量の変化を解析した。細胞内ミ

トコンドリア量の変化は、細胞溶解液をウ

ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り

Mitobiogenesis Western Blot Cocktail 
(#ab123545, abcam)を用いてミトコンド
リア DNA にコードされたタンパク質

cytochrom c oxidase 1 (MtCox1)と核 DNA
にコードされたタンパク質 succinate 
dehydrogenase subunit A (SDHA) の発現
量の変化より評価した。 
 
（３）ミトコンドリア新生機序の解析 
	
 ミトコンドリア新生のマスター調節因子

と し て 知 ら れ る PGC-1α (#ST1202, 
Calbiochem) や Nrf-2 (NF-E2 related 
factor 2, #SAB2501713, Sigma)の発現量、
AMPK のリン酸化(#2535, Cell signaling 
technology)、長寿遺伝子の Sirt1 (#9475, 
Cell signaling technology)の発現量の変化
について、それぞれのタンパク質に対する

特異抗体を用いてウェスタンブロットによ

り解析を行った。 
 
（４）酸化ストレスに対する細胞応答性の

解析 

	
 化合物等で処理した筋管細胞を過酸化水

素で処理し、細胞内の活性酸素量の変化を

活 性 酸 素 指 向 性 の 蛍 光 色 素 で あ る

Carboxy-2’,7’-dichlorofliorescein 
diacetate (Life Technologies)を用いて蛍
光光度計にて解析した。 
 
（５）細胞内抗酸化力価の測定 
	
 化合物等で処理した筋管細胞を凍結融解

で破壊したのち、Total antioxidant power 
(Oxford biomedical research, MI)を用いて
細胞の抗酸化力価を Trolox 当量として算出
した。 
	
 

４．研究成果	
 

（１）細胞内ミトコンドリアを増加させる環	
 

	
 	
 	
 境因子や化合物の検索と評価	
 

①	
 解析を行った環境因子と化合物	
 

	
 筋管細胞に分化した C2C12 細胞に対して
様々な処理を行った。環境因子としては、低

酸素や培養液 pH変化環境下で培養し解析し
た。また、培養液中に添加した化合物として

は、種々のポリフェノール類やテルペン類、

ヘムの前駆体化合物、各種アミノ酸やペプチ

ド、ミネラル、一酸化窒素や peroxynitrite
発生剤などの酸化ストレス関連薬剤、各種の

ビタミン類，糖尿病治療薬剤、抗がん剤など

で解析を行った。これら化合物の濃度および

処理時間を変えて、細胞内ミトコンドリアの

増 加 を Mitobiogenesis Western Blot 
Cocktailを用いて解析した。	
 	
 	
  

 
② 細胞内ミトコンドリアの増加が認めら 
	
 	
 れた主な化合物 
	
 解析した化合物の多くは、細胞内ミトコン

ドリア増加において、その促進効果が認めら

れなかった。しかし、すでにミトコンドリア

増加の報告がなされている resveratrol では
有意な増加を認めた。また、ポリフェノール



類では新たに daidzein において若干ではあ
るものの有意な差が認められた。その他の化

合物としては、亜セレン酸やβアラニン、一

酸化窒素発生剤の NOC、糖尿病薬剤の
rosiglitazoneに効果を認めた。図２は、筋管
細胞にミトコンドリア増加を誘導する化合

物による代表的なウェスタンブロット解析

像を示している。すなわち、ハウスキーピン

グタンパク質である actin の発現量をコント
ロールとして他のタンパク質量と比較した

ところ、処理した化合物の濃度に依存して核

DNA にコードされた呼吸関連タンパク質
SDHAでは若干の増加が観察され、またミト
コンドリア DNAにコードされたMtCox1の
発現量も顕著な増加が認められた。この結果

は、細胞内のミトコンドリア量が増加してい

ることを強く示唆している。	
 

	
 

図２．ミトコンドリアを増加させる化合物に

よる濃度依存的なMtCox1発現量の増大.	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

（２）細胞内ミトコンドリア増加における機

構解析	
 

①	
 AMP-activated protein kinase (AMPK)
のリン酸化（活性化）解析 

	
 ミトコンドリア増加の機構を解析するた

め、ミトコンドリア増加に寄与するタンパク

質群の変化をウェスタンブロットにより解

析した。まず、細胞のエネルギー代謝を増大

させる重要な調節因子と考えられている

AMPKの活性化について解析したところ、亜

セレン酸など数種の化合物においては、その

濃度に依存して AMPK の活性化を意味する
リン酸化の亢進が認められた（図３）。AMPK
の活性化は低濃度で有意に増加しており、細

胞内のエネルギー代謝の亢進、すなわち細胞

内における ATP生成の増加を示唆している。
この AMPK の活性化は、ミトコンドリアの
増加に起因するものと考えられた。	
 

	
 

図３．化合物濃度に依存した AMPK活性化.	
 
	
 

②	
 転写因子 PGC-1α 、Nrf-2、長寿遺伝子
Sirt1の発現量変化 

	
 また、細胞内ミトコンドリア増加を促進す

る因子として転写因子 PGC-1α や Nrf-2、長
寿関連遺伝子として知られる Sirt1 も重要で
あると考えられている。そこで、これらのタ

ンパク質の発現量変化について、ウェスタン

ブロット解析を行った。AMPKと同様に、化
合物の濃度に依存して各タンパク質発現量

の増加が観察され、低濃度でも有意な増加が

認められた（図４）。よって、今回試験した

化合物によるミトコンドリア増加機構には、

AMPK、PGC-1α 、Nrf-2、Sirt1が寄与して
いる可能性が示唆された。 

 
図４．ミトコンドリア量の増加における

PGC-1α 、Nrf-2、Sirt1の関与. 



③	
 化合物で処理した細胞における酸化スト

レス応答性の解析. 
	
 転写因子 Nrf-2は、ミトコンドリア増加に
関与するだけでなく、酸化ストレスに対する

適応反応の調節に関わることがよく知られ

ている。先の実験結果で見られた Nrf-2発現
量増大は、酸化ストレスに対する耐性を獲得

している可能性が予想された。そこで、過酸

化水素による酸化ストレスに対する細胞応

答性の違いを細胞内活性酸素量の測定によ

って解析した。化合物処理もしくは未処理の

細胞に対して、過酸化水素で酸化ストレスを

誘導した。化合物処理細胞では過酸化水素単

独処理と比較すると活性酸素生成量は有意

に抑制された。このことは、化合物による

Nrf-2 の増加を介して、細胞が酸化ストレス
に対する適応能を獲得したものと考えられ

た。 
④	
 細胞の抗酸化力価の解析 
	
 酸化ストレスに対する適応性（耐性）が認

められたことから、細胞内の抗酸化力価を

Trolox当量で算定し解析した。化合物処理を
した細胞では、若干抗酸化力価が増加する傾

向があったが有意な差は認められなかった。

しかしながら、別のパラメータによる細胞の

酸化ストレス耐性の評価が必要であると考

えられた。 

 
[国内外における位置づけとインパクト] 
	
 本申請研究は、「運動に代替するミトコン

ドリア新生を誘導する因子および化合物の

探索」を目的としている。近年、ミトコンド

リア機能と様々な疾患との関連が報告され

ているが、ミトコンドリア新生を誘導する身

体に安全な化合物は未だ報告がない。	
 	
  
	
 本研究で解析した因子および化合物の中

で、数種の化合物においてミトコンドリア新

生を誘導することが判明した。これら化合物

については、さらに in	
 vitroおよび	
 in	
 vivo

レベルでの解析を行い、有効性、安全性を検

証することにより、将来的にはミトコンドリ

ア機能を亢進させる機能性化合物として、国

民の健康に大きく貢献する事が期待される。	
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