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論文の内容の要旨

ミトコンドリアは細胞内において好気呼吸を担うオルガネラであり、その内部に約 16kbpのミトコンド

リア DNA(mtDNA) を持つo mtDNAは縮抱内に 1，000~ 10，000コピー存在し、特定の点突然変異や欠失突

然変異を持つ mtDNAが細胞内に蓄積すると、 ミトコンドリアの呼吸活性が低下する。その結果、個体にお

いては「ミトコンドリア病jと総称される、多様な疾患を引き起こすことがとトの臨床症例として報告され

ている。病原性変異型 mtDNAによるミトコンドリア活性の低下は、細胞内における変異型 mtDNAがある

一定の割合を超えることによって起こり、この現象は関値効果として知られている。例えば、約 5kbpに渡

る領域が欠失した mtDNAを持つマウス培養細胞においては、その割合が約 80%を超えない範囲では正常な

呼吸活性を保ち、それを超えたときに初めて活性の低下が起こることが報告されている。

現在までに、ミトコンドリア病に対する治療方法は、主に変異型mtDNAの割合を減らすことを呂的として、

いくつかのアプローチが提案されている。しかしそれらは、適用可能な変異の型がたった一つの塩基置換に

限られているものや、生体への適用が原理的に不可能であるものなど、極めて限定的な方法となっている。

このような状況の中で、現在ミトコンドリア病患者に対してはピタミンや抗酸化剤の投与などの対症療法が

適用されているのみであり、有効な治療法の確立には至っていない。

本研究では、 mtDNAコピー数の増加によるミトコンドリア活性の回復という新しい遺伝学上のコンセプ

トに基づいたミトコンドリア病の治療方法を提案し、 ミトコンドリア病モデルマウスの治療を試みた。ミト

コンドリア活性の開館効果を、変異型 mtDNAの割合ではなく野生型 mtDNAの総対量に焦点をあてて考え

ると、細胞内に 1，000コピーの mtDNAがあるとした場合、野生型の mtDNAが200コピーを下回ったときに

呼吸活性が低下することになる。この細胞の総mtDNA量を 2倍の2.0∞コピーに増やすことが可能であれば、

仮に変異型 mtDNAの割合が90%であったとしても、 200コピーの野生型 mtDNAが維持され、そこから正

常な遺伝子産物が提供され、呼吸活性を維持できると考えられる。
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上記仮説を実証するため、本研究ではまず Tfam厄GFP融合遺伝子を全身で高発現するトランスジェニッ

ク (Tg)マウスを作製したo TfamはmtDNAの複製、転写、安定化に関わる遺伝子で、 mVlVOで高発現さ

せると mtDNAコとー数が増加することが知られている。この Tgマウスにおいても、野生型マウスと比較

して mtDNAコピー数が増加していることがReal-TimePCR 1去により確認された。そこで、大規模欠失型

mtDNA (L1mtDNA)を持つミトコンドリア病モデルマウス (mito叩 ouse) とTgマウスとを交配して FIマウ

ス (Tg-mito-mouse)を得て、解析を行った。

Tg-mito-mouseは、平均で mito-mouseのl.74倍の mtDNAを持っており、また特にL1mtDNAの割合の高い

個体の心筋、腎臓、骨格筋で、欠失部位にコードされているtRNA削(八(川の存在量がmito恥mouseと比較して

増加していることが硲認された。 mito-mouseの多くで直接の死因となる腎機能障害については、 Tg-mito働

mouseでは血中尿素窒素値の上昇が大きく抑えられ、また腎臓の浮腫の抑制、尿細管拡張の解消が観察され

た。また心筋、腎臓の切片を COX(Cytochrome c Oxidase)染色法により解析した結果、 ミトコンドリア呼

吸機能活性の回復が認められた。 ml叩1廿itωo-mo∞us記eとTg-刊Iηmi叩1廿itωO

により単一筋繊維の呼吸j活舌性とL1mtの:DN可Aの割合との関係を解析した結果、 mito・mouseではL1mtDNAの割合

が80%を超えた繊維は呼吸活性を持たなかったのに対し、 Tg-mito・mouseではL1mtDNAを90%持ちながら

も正常な呼吸活性を保つ細胞が存在した。そして Tg-mito・mouseにおいては、寿命にも 54%程度の延長効果

が見られた。これらの結果は、 Tfam高発現による mtDNA量の増加が、ミトコンドリア病の症状の改善に

有効で、あることを示唆している。

審査の結果の要旨

本研究では欠失型変異を持つ mtDNAによるミトコンドリア病モデルの治療を試み、一定の効果を示した。

この治療コンセプトは、これまで治療アプローチの無かった生体への適用も可援であると考えられる。また、

本研究においてはトランスジェニック法を用いて mtDNA量を増加させたが、近年、血中の遊離脂肪酸や

Ca2+イオン、また一部のサイトカインがmtDNA量の増加やTfam発現の活性化に働くことが報告されている。

これらのメカニズムを解明することで、 ミトコンドリア病治療へ向けた新しい創薬への応用が期待できる。

よって、本論文は学問的価値が高いと判断できる。

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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