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論　　文　　の　　要　　旨

　近年，ミトコンドリア病を引き起こすことが証明されたミトコンドリアDNA（㎜tDNA）中の突然変異な健康

な人の組織からも検出され，その量が老化に伴って有意に上昇していることが示された。このことから，老化に

伴ったミトコンドリア呼吸機能低下の原因が㎜tDNA申に生じた体細胞突然変異の蓄積にあるのではないかと推

察され大きな注目を集めるようになったが，この可能性を直接証明する証拠は得られていない。そこでこの問題

を解決するため，以下に示す3つの別々の角度から行った研究結果について報告する。第一部はヒ・トの皮膚繊維

芽細胞を材料として老化と赦DNAとの関係について明らかになったこと；第二部は老化に伴った㎜tDNA中の

突然変異の蓄積が最も顕著に報告されている脳についての研究の結果；第三部は老化に伴って検出されている

雌DNA突然変異の量がPCRで検出できる程度の微量なものであることに着目し，この少量の突然変異がミトコ

ンドリア機能に影響を及ぼしうるかどうかに関する研究緒果である。

　第一部：まずO歳から97歳までのヒト由来の皮膚繊維芽細胞について，そのミトコンドリア内電子伝達系の酵

素複合体の一つチトクロムcオキシダーゼ（COX）の活性を調べたところ，その活性は加齢に従って明らかに低

下していることがわかった。この低下の原因が㎜tDNAにあるのか核DNAにあるのか明らかにするために，こ

れらの繊維芽細胞の㎜tDNA欠損HeLa細胞（ρo細胞）へ導入し，この細胞（cybrid）のCOX活性を解析した。

その結果㎜tDNAの移植によってミトコンドリァの機能低下は伝えられず，この機能低下が㎜tDNAにより引き

起こされていないことがわかった。更にこの活性低下の原因が核DNAの変異にあるということを明らかにする

ため，HeLa細胞の核DNAのみを老化したヒト由来の繊維芽細胞に移植しこの細胞のCOX活性を調べたところ

活性が完全に回復していた。これらの事実からヒト繊維芽細胞で発見した老化に伴うCOX活性低下の原因は

耐DNAではなく，核DNAの劣性突然変異であることがわかる。

　第二部：上記の結論が繊維芽細胞のような分裂細胞ではなく，㎜tDNAの突然変異が蓄積しやすいと考えられ

ている脳細胞にも一般化できるかどうかを明らかにしなければならない。しかしながら，健康なヒトからの，こ

れらの組織は入手不可能であることから，この研究では様々な週齢のマウスを用いて脳のミトコンドリァの呼吸

機能を測定した。その結果COX活性は出生後96週目までわずかずつではあるが常に増加し続けた。この原因を

探るためまずCOX活性に直接影響があると考えられるミトコンドリア内でのタンパク質合成活性の加齢に伴っ
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た変化を調べたところ，出生後のすぐの一時的な低下に続いて，週20週を中心としたピークを示し，以後老化に

従って次第に低下することがわかった。この老化に伴ったミトコンドリア内でのタンパク質の合成活性の変化の

原因を明らかにするためサザンブロット法やPCR法を用いて調べたところ，老化に伴う鮒DNAのコピー数の

減少や欠失突然変異の蓄積は認められなかった。この問題に明確な結論を与えるためには，マウス脳細胞の

就DNAのみをマウスのρo細胞に導入し解析する必要があり，現在検討申である。

　第三部：老化に伴って様々な㎜tDNA突然変異のごく微量な蓄積がミトコンドリアの呼吸機能の低下を引き起

こすには細胞内のミトコンドリア問に相互物質変換が存在してはならない。そこで，ミトコンドリア間に物質交

換があるのかどうかを明らかにするために，異なった㎜tDNA突然変異を持つ細胞問で細胞融合を行い，両者が

同一細胞内に共存する状況を人工的に作り出して解析を行っているところである。

審　　査　　の　　要　　旨

　本研究の特徴は，最近大きな注目を集めつつある老化に伴うミトコンドリア呼吸機能低下の問題について一部

の組織でその原因を明らかにした点である。ヒトの細胞では，線維芽細胞を用いたミトコンドリア移植を行うこ

とにより，核ゲノムに存在する遺伝子の劣性突然変異が原因であること，またヒトでは研究不可能な脳組織では

マウスを用いることにより，少なくともミトコンドリアゲノムの遺伝子の突然変異は原因とはならないことを明

らかにした。このような本研究の成果は老化や老化に伴う疾患の研究領域に貴重な基礎資料をもたらすものと評

価できる。

　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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