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研究成果の概要（和文）：本研究申請は以下の２つのパラダイム（パラダイムA及びB）の変換を目的とした。パラダイ
ムA：ミトコンドリアゲノムの遺伝子産物は全て内膜に局在する。パラダイムB：呼吸欠損を誘発する突然変異は老化や
がん等の原因になる。
今回の研究成果として、パラダイムAでは、ミトコンドリアゲノムの遺伝子産物が細胞表面にも存在すると予測したが
、それがミトコンドリアゲノム以外の未知の細胞質因子であるという結論を得た。パラダイムBに関しては、突然変異
により誘発された「呼吸欠損」ではなく「活性酸素」がリンパ腫の原因になることと、さらに老化は突然変異ではなく
核遺伝子のエピジェネティックな変化が原因であることを突き止めた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of current proposal is to show the paradigm shift of two conventional 
concepts (paradigms A and B) regarding the roles of mammalian mitochondrial genome (mtDNA). Paradigm A is 
that the products of mtDNA are localized into mitochondrial inner membranes but not into cell membranes. 
The results of current study propose that the products of unknown cytoplasmic genetic factors but not the 
products of mtDNA are localized into cell membrane. Paradigm B is that the mutations in mtDNA are 
responsible not only for mitochondrial diseases, but also for aging and age-related disorders including 
tumor development. With respect to Paradigm B shift, we have proposed that aging phenotypes observed in 
elderly human fibroblasts are not caused by mtDNA mutations but by the reversible epigenetic regulations 
of nuclear-coded genes.

研究分野： 分子細胞生物学、哺乳類ミトコンドリアゲノム生物学

キーワード： ミトコンドリアゲノム　ミトコンドリア移植　哺乳類　生理的役割　突然変異　ミトコンドリア病　が
ん化　老化関連疾患

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
高齢化社会を迎えた我国においては、老化や
老化関連疾患の問題解決が急務であり、特に
老化に伴うミトコンドリアの呼吸機能の低
下（呼吸欠損）がこれらの問題の根源に存在
している。このミトコンドリア呼吸欠損に関
係する哺乳類ミトコンドリアゲノムのパラ
ダイムである老化ミトコンドリア原因説（文
献 a, b）の骨子は以下の２点（A, B）である： 
 
パラダイム（A）：ミトコンドリアゲノムに存
在する遺伝子の遺伝子産物は全てミトコン
ドリア内膜に局在し、酸素呼吸による ATP 合
成に関与する； 
パラダイム（B）：ミトコンドリアゲノムに呼
吸欠損を誘発する突然変異が生じるとミト
コンドリア病のみならず、老化やがん化など
の老化関連疾患も誘発する。 
 
しかし、国内外の多くの研究者の支持を得て
いるこれらのパラダイム、とりわけ（B）は
その大部分が状況証拠をベースに構築され
たており、さらなる注意深い検証が必要であ
る。確かに老化にともないミトコンドリアゲ
ノムに後天的突然変異は蓄積する。しかし必
ずしもこの突然変異が原因で呼吸欠損にな
るとは限らないし、仮に呼吸欠損を誘発した
としてもそれが本当に老化やがん化の原因
になるという直接的な証拠は得られていな
い。また酸素呼吸は核ゲノムに存在する遺伝
子群によっても支配されており、核ゲノム遺
伝子群の突然変異が呼吸欠損を引き起こし
老化等の原因になるという可能性も十分に
残されている。 
 
文献： 
a Wallace DC, Science 1999, 283:1482-1488. 
b Koppenol WH, Nat Rev Cancer 2011, 11: 
325- 337. 
 
２．研究の目的 
以上の問題点を解決するためには、核ゲノム
を同一にした上でミトコンドリアゲノムに
だけ病原性突然変異を導入しなければなら
ないが、その手法は確立されておらずこの分
野の進展に大きな障害となっている。申請者
は次善の策としてマウス培養細胞のミトコ
ンドリアゲノムに多様な突然変異が存在す
ることに着目し、これらを濃縮してから細胞
間移植することでこの問題を解決した。その
結果、世界で初めて様々な病原性突然変異型
ミトコンドリアゲノムを導入したマウス（ミ
トマウス）や培養細胞（サイブリッド）の作
製に成功し、これらを用いることで哺乳類ミ
トコンドリアゲノムの生理機能の研究で世
界をリードしてきた（1-6）だけでなく、パ
ラダイム（B）の再編成を示唆する結果も得
た（4, 5, 7, 9）。 
 さらに最近、パラダイム（A）を大きく変
換させうる発見、すなわちミトコンドリアゲ

ノムの病原性突然変異（呼吸活性を低下させ
る変異）ではなく、多型突然変異（呼吸活性
に影響を与えない変異）をもつ細胞を自然免
疫系が非自己と認識し、その細胞を除去する
仕組の存在を示唆する発見をした（8）。 
 本申請の研究目的は以下の通りである。 
パラダイム（A）のパラダイムシフト 
「ミトコンドリアゲノムの遺伝子産物はす
べて内膜に局在し ATP 合成にのみ関与する」
というパラダイム Aに対し、細胞表面にも局
在し自然免疫系から非自己として認識・殺傷
を受けるという新機能をミトコンドリア移
植細胞（サイブリッド）を用いて解明する。 
パラダイム（B）のパラダイムシフト 
「老化に伴うミトコンドリアゲノムの突然
変異の蓄積は、老化やがん化等の老化関連疾
患の原因となる」というパラダイムBに対し、
直接的証拠を提示できるサイブリッドと既
存と新奇のミトコンドリア移植マウス（ミト
マウス）を活用して検証する。この場合、特
に突然変異がミトコンドリアの呼吸欠損に
加え活性酸素（ROS）が出るか否かの差に注
目する。 
 
過去の申請者の文献 
1 Nature Genet 2000（新聞報道） 
2 Nature Med 2001  
3 Nature Genet 2001 
4 PNAS 2005a  
5 PNAS 2005b（新聞報道） 
6 PNAS 2006（新聞報道） 
7 Science 2008（新聞報道） 
8 J Exp Med 2010（新聞報道） 
9 PNAS 2012（新聞報道） 
 
３．研究の方法 
パラダイム（A）のパラダイムシフト 
この研究に用いるミトコンドリア移植細胞
（サイブリッド）： 
*P29mtB6＝ミトコンドリアゲノムを除去し
た B6 系統由来の肺がん細胞（P29 細胞）に
B6 系統のミトコンドリアゲノムを再度導入
したサイブリッド。この細胞は核ゲノムもミ
トコンドリアゲノムも B6 系統由来であるた
め移植拒絶は発生しないためコントロール
として使用。 
*P29mtNZB＝マウス NZB 系統由来のミトコン
ドリアゲノムを移植したサイブリッド。この
サイブリッドの核ゲノムは B６系統マウス由
来であるがミトコンドリアゲノムはNZB系統
由来であるため、自然免疫系によって非自己
として認識・拒絶される（申請者の先行研
究：研究業績 4参照）。 
*P29mtSAMP＝老化促進マウスである SAMP 系
統由来のミトコンドリアゲノムを移植した
サイブリッド。このサイブリッドの核ゲノム
は B6 系統マウス由来であるがミトコンドリ
アゲノムはSAMP系統由来である。ごく最近、
申請者はこのサイブリッドも自然免疫系に
よって非自己として認識・拒絶されることを



見つけた。しかも P29mtSAMP は B6 系統に比
べ 3カ所しか多型突然変異がない（P29mtNZB
は３０カ所以上ある）ため、ミトコンドリア
抗原の同定に極めて有効である。 
 細胞表面にも局在するミトコンドリア抗
原の同定 
(1) P29mtNZB と P29mtSAMP を B6 マウスに免
疫し脾臓の抗体産生細胞をミエローマと融
合してハイブリドーマクローンを樹立する。 
(2)各ハイブリドーマクローンから産生され
る抗体と P29mtNZB または P29mtSAMP をそれ
ぞれ混合し、蛍光標識抗 IgG 抗体を加えてフ
ローサイトメトリーにかけ、細胞表面のみを
蛍光色素で染色するクローンを選別するこ
とでミトコンドリア抗原に対する抗体産生
ハイブリドーマクローンを得る。 
(3)上記ハイブリドーマクローンから精製抗
体を作り、細胞表面抗原と免疫沈降し、共沈
してきた抗原抗体複合体から抗原部分を
TOF-MS 解析し、ミトコンドリア抗原の本体
（DNA か RNA かタンパク質か）とその配列を
決定する。 
(4)精製抗体と共焦点顕微鏡を用いた免疫組
織学的解析によって、ミトコンドリア抗原の
細胞膜での局在を確かめる。また本来の局在
場所であるミトコンドリア内膜での局在も
確かめる。 
(5)自然免疫系によるP29mtNZBの移植拒絶が
この抗体投与によって阻害されることを確
認する。 
パラダイム（B）のパラダイムシフト 
これらの研究に用いるサイブリッドとミト
マウス 
既存のサイブリッド：少なくとも以下の３種
類の遺伝子に病原性突然変異を有している。 
＊P29mtミトコンドリアゲノムに大規模欠
失突然変異を持つため重篤な呼吸欠損にな
っている。    
＊P29mtCOIM COX1 遺伝子に病原性点変異を
持つため軽度の呼吸欠損になっている。 
＊P29mtNDIM ND1 遺伝子に病原性点変異を
持つため軽度の呼吸欠損に加えROSを過剰産
生する。 
＊上記サイブリッドと同じミトコンドリア
変異を持つ３種類のミトマウス（ミトマウス
;ミトマウス COIM;ミトマウス ND1M） 
(1)これらサイブリッドの呼吸酵素活性が低
下していることを再確認する。 
(2)それに伴い酸素消費量の低下、ATP 量低下、
乳酸値上昇、ROS 上昇、解糖系の亢進の有無
を調べ、ワールブルグ効果を確認する。 
(3)その結果腫瘍の表現型として低酸素耐性、
低栄養耐性、高浸潤性、高転移性の有無を明
らかにすることでワールブルグ効果を検証
する。 
(4)上記の実験は全てがん細胞を使用してい
るので、腫瘍の表現型への影響を明らかにす
ることはできるが、正常細胞からがん細胞へ
の形質転換に必須な不死化とがん化に対す
る影響を評価することはできない。この欠落

部分を補強するため、ミトマウスの胎児から
繊維芽細胞（MEFs）を樹立し、呼吸欠損、乳
酸値、ROS 産生量などの変化が細胞老化、不
死化、がん化、悪性化など、がんに関連する
表現型に与える影響の有無を調べる。 
以上の結果から、がん化の原因が呼吸欠損に
有るのかROS過剰産生に有るのかを明らかに
する。 
ミトマウスを長期間飼育して、がんやその他
の異常の発症率を比較し、がん化の原因が呼
吸欠損にあるのかROS過剰産生にあるのかを
明らかにする。 
 
４．研究成果 
パラダイム（A）のパラダイムシフト 
研究成果１ 
＊発表論文⑭ PLOS ONE 8: e75981, 2013 
＊発表論文⑬ Mitochondrion 2013 
ミトコンドリア移植法を用いてマウス B6 系
統由来のがん細胞のミトコンドリアゲノム
のみを他の系統（C3H; AKR; SAMP1; NZB）由
来のものと置換したサイブリッドを樹立し、
その細胞をB6マウスに注入した。その結果、 
C3H 以外の系統のミトコンドリアゲノムを導
入すると腫瘍形成が抑制されることを明ら
かにした。このことは特殊な系統由来のミト
コンドリアゲノムの遺伝子産物が細胞表面
に局在し、B6マウスの免疫系に認識され排除
されたと推察される。 
ミトコンドリアゲノムの塩基配列を比較す
ると B5 系統と SAMP1 系統は 4 カ所しか違わ
ず、アミノ酸置換を伴うのは 2カ所に限定さ
れる。このため人工的に突然変異を導入した
合成ペプチドで阻害実験を行ったがいずれ
も影響がなかった。 
そこで本当にSAMP1系統のミトコンドリアゲ
ノムのせいなのかを立証する為に、この細胞
のミトコンドリアゲノムを完全に除去し、そ
こに B6 系統のミトコンドリアゲノムを導入
した細胞、つまり核もミトコンドリアゲノム
も B6 系統由来の細胞を再度樹立したが、こ
の細胞を B6 マウスに注入しても依然として
腫瘍形成は抑制されたままであった。この結
果はミトコンドリアゲノム以外の細胞質遺
伝因子の存在を示唆している（論文準備中）。
平成２８年度よりスタートする基盤研究Aで
再度この問題を探求する予定である。 
 
パラダイム（B）のパラダイムシフト 
研究成果２ 
ミトコンドリアゲノムの突然変異とがん化
の関係 
＊発表論文⑯ PLOS ONE 8: e55789, 2013. 
＊発表論文⑪ Proc Natl Acad Sci USA 2014. 
（新聞報道） 
＊発表論文 7)Exp Anim 2014. 
＊発表論文 11)PLOS ONE, 2015. 
新たなミトマウスや、複製酵素の校正機能破
壊マウス（ミューテーターマウス）を作製し
て解析したところ、これらのマウスではミト



コンドリア病の症状を発症すること、さらに
高血糖とリンパ腫発症の頻度が高いことを
証明した（新聞報道）。ただし、核ゲノムを
B6 系統以外の系統（今回は A/J 系統）で置き
換えるとこのような病態を発症しないこと
から、これらの原因がミトコンドリアゲノム
の突然変異単独ではなく B6 系統の核ゲノム
が持つ突然変異の両方にあることを示した。 
 
研究成果３ 
ミトコンドリアゲノムの突然変異と老化の
関係 
＊ 発 表 論 文 ⑦  Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 2015. 
＊発表論文④ Sci. Rep. 2015.（新聞報道） 
老化に関する従来のパラダイムはミトコン
ドリアゲノムの体細胞突然変異が加齢に伴
い蓄積し、呼吸活性低下と活性酸素（ROS）
の漏出をきたし、これが更なるミトコンドリ
アゲノムの突然変異を誘発し、結果として重
大な呼吸欠損に陥るとしている。 
本研究では次世代シーケンサーを活用する
ことで、若年者と高齢者由来の繊維芽細胞間
で体細胞突然変異の頻度の差を比較したが、
結果として有意差はなかった。 
そこで更にこれらの細胞から一旦iPS細胞を
樹立し、再度繊維芽細胞に細分化させて呼吸
活性を比較したところ、高齢者由来の繊維芽
細胞の呼吸活性は若年者レベルに戻ってい
ることを突き止めた。 
これらの結果は、ヒトの繊維芽細胞の場合、
老化に伴って呼吸活性は低下するが、その原
因がミトコンドリアゲノムの後天的体細胞
突然変異の蓄積にあるのではなく、特定の核
遺伝子（すでにグリシン代謝に関係する遺伝
子であることが判明）のエピジェネティック
な変化にあることを示すことで、パラダイム
シフトを達成した（新聞報道）。 
 
これらの研究成果の集大成を以下の英文総
説（査読有）にまとめた。 
発 表 論 文 ⑰  Jun-Ichi Hayashi, et al. 
(2016) Mutations in mitochondrial DNA 
regulate mitochondrial diseases and 
metastasis but do not regulate aging. 
Current Opinion in Genetics and 
Development (ELSEVIER), in press. 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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