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酸化ストレス介在性病変におけるミトコンドリア機能不全の 
重要性について

昭和大学薬学部生体分子薬学講座腫瘍細胞生物学部門
外谷衣都子 柴沼　質子

は じ め に

　種々の退行性疾患に共通の病態基盤として，酸化
ストレスが注目されてきた．しかし，その原因（活
性酸素の発生原因），あるいは，その結果，細胞に
引き起こされる変化や応答，そして最終的な組織の
機能障害について，その詳細は未だ十分には理解さ
れておらず，病変の予防や軽減，治療へ向けて具体
的な提案を行うためには，多くのことが解明されな
くてはならない．
　酸化ストレスは，一般には細胞内に過剰に活性酸
素が産生される，もしくは外から過剰な活性酸素が
負荷されることによって細胞内の活性酸素濃度が高
まり，抗酸化能とのバランスが崩れて細胞内レドッ
クスが酸化状態に傾くことから始まる．消去されな
かった活性酸素は種々の生体高分子に傷害を与える
ことになり，最終的に組織障害が生じる．その過程
で最も深刻であると考えられるのは，遺伝情報を担
うDNAに対する傷害である．その場合，通常，当
然のように核DNAが注目される．しかし，核内の
DNAに比べてミトコンドリアDNA（mtDNA）の
方が，10 倍以上，活性酸素などの変異原性物質に
よって傷害を受けやすいことが知られている1）．その
原因であるが，ミトコンドリア自身が活性酸素を発
生する発生源であること，ミトコンドリアにはヒス
トンのようなDNAを保護するタンパク質が存在し
ないこと，あるいは十分なDNA修復系が存在しな
いことなどが想定される．さらに，mtDNAの場合，
一旦，変異が生じると，vicious cycle と呼ばれる負
の連鎖によって，さらに変異が蓄積する．これは，
以下の 2つの事情に拠っている．一点目は，mtDNA

にコードされているものはすべて呼吸鎖複合体形成
に必須のタンパク質や RNAであるので，mtDNA
の変異は呼吸鎖の機能不全に直結すること，そし
て，機能不全に陥りつつある呼吸鎖からは，活性酸
素が，むしろ異常に産生されるということである．
要するに，mtDNAに変異が生じると呼吸鎖機能が
異常となるが，異常となった呼吸鎖からは多量の活
性酸素が産生されるので，さらにmtDNAに変異が
生じることになるのである2）（図 1）．これが vicious 
cycle であるが，その過程では細胞内に大量の活性
酸素が産生されることになり，細胞 /組織に非可逆
的な障害がもたらされると考えられている．結論と
して，酸化ストレスを含むDNA傷害性の状況下で
は，多くの場合，ミトコンドリアに機能不全を生じ
ていると推測され，酸化ストレス介在病変を理解
し，制御するためには，ミトコンドリア機能不全を
基盤とする細胞応答を理解し，制御する必要がある
と思われる．
　以上のことは，退行性病変のみならず，悪性腫瘍
の発生にも深く関わっていると考えられる．腫瘍の
発生は基本的にはDNAの変異に由来し，しばしば
慢性炎症が母体となることからも，活性酸素がDNA
変異の原因として腫瘍の発生に深く関わっている可
能性がある．この場合も通常注目されるのはやはり
核DNAであるが，上述のような背景を考えると，
腫瘍細胞内では，核内のDNAと同時に高い確率で
mtDNAにも変異を生じていると仮定せざるを得な
い．事実，これまでに，様々な組織由来のがん細胞
や実際のヒトがん組織において，mtDNA変異が見
つかっている3）．中でも非コード領域であるD-loop
領域に最も頻繁に変異が生じていることが明らかと
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なってきた4）（図 2）．特に，胃がんと肝がんでこの
領域の変異の割合が高い．この領域はmtDNAの
転写と複製の制御領域であり，そこに変異を生じる
とmtDNA量が減少し，最終的にはミトコンドリ
ア機能，特に呼吸鎖の機能不全に至る．しかし，こ
れまでのところ，mtDNA変異とがんの発生 /進展
との関係は，ほとんど理解されていない．
　筆者らは，以上のような事実や観察結果を背景と
して，がんを含め酸化ストレスが関与するさまざま
な病態において，ミトコンドリア機能不全がその基
盤として重要な役割を果たしているのではないかと
考えるに至った．本稿では，1）酸化ストレスとミ
トコンドリア機能（呼吸鎖）不全の関係について，
2）呼吸鎖機能不全と細胞形質との関係について，
3）ヒトがん細胞におけるミトコンドリア機能不全
とがん形質との関連について，私たちのこれまでの
成果を中心に紹介する．

1）酸化ストレスとミトコンドリア機能（呼吸鎖）
不全の関係について 5，6）

　最初に，酸化ストレス下の細胞内で，実際にミト
コンドリアに機能障害が生じているかどうか確認し
た．細胞をsublethal な濃度のH2O2に暴露し，ミトコ
ンドリア機能障害の指標としてUQCRC1（ubiquinol-
cytochrome c reductase core protein 1；ミトコン

ドリア障害と相関して発現が低下する）の発現と膜
電位を検討した結果，予想通り，H2O2 処理により
UQCRC1の発現が特異的に顕著に減少し，膜電位も
経時的に低下した．したがって，酸化ストレス下の
細胞内で，ミトコンドリア（呼吸鎖）機能が低下し
ていることが確認できた．このことは，酸化ストレ
スに対する細胞の応答の中に，細胞内のレドックス
変化を直接の原因とするもの以外に，呼吸鎖機能不
全を介したものが含まれる可能性を示唆している．
　そこで，次に，この可能性について，遺伝子発現
変化を指標として調べてみた．具体的には，細胞を
呼吸鎖不全状態下と酸化ストレス下において発現遺
伝子のゲノムワイドなプロファイルを得て両者間で
比較し，どの程度両者で遺伝子変化が共有されてい
るか検討した．細胞は主にマウス培養細胞（乳腺上
皮由来 NMuMG）を用い，呼吸鎖機能不全状態と
しては，ミトコンドリアを枯渇させたρ0 状態を用
いた．それぞれの状態の細胞から全 RNAを抽出
し，Agilent 社のマウス全ゲノムDNAマイクロア
レイを用いて先ずは対照と比較し，2倍以上の変化
を示す遺伝子を抽出した．その後，抽出された遺伝
子について，酸化ストレスとミトコンドリア枯渇間
で比較した．その結果，酸化ストレスにより約 2千
の遺伝子の発現が変化し，そのうち，半数以上の遺
伝子がミトコンドリア枯渇によっても変化していた

図 1　活性酸素の産生 /標的とミトコンドリア
ミトコンドリアは，外因性以外に内因性の活性酸素（自身の呼吸鎖から産生される）
（＊ROS）に常に曝されており，DNAに傷害を生じやすい（本文参照）．核DNAに
比べて，10 倍以上酸化的修飾を受けているとされている1）．
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（図 3，表 1）．要するに，酸化ストレスに対する遺
伝子レベルの応答の約半数は，ミトコンドリアの呼
吸鎖機能の不全を介した間接的なものである可能性
が示唆された．以上の結果は，酸化ストレスによる
細胞・組織障害の理解と制御のためには，ミトコン
ドリア機能に注目する必要性を改めて提起している．
　ところで，ミトコンドリアには呼吸鎖以外にも様々
な機能が備わっている．従って，上のρ0 状態で得
られた遺伝子プロファイルには，呼吸鎖機能以外の
機能の不全に由来するものも含まれていると考えら
れる．そこで，次に，呼吸鎖を直接阻害して同様に
調べてみた．本実験では，薬物を用いて呼吸鎖不全
状態を誘導した．用いた薬物は，呼吸鎖複合体Ⅰ，Ⅲ
をそれぞれ阻害する rotenone，anthimycin A であ
る．そして，両薬物及びρ0 状態の 3者で共通に発
現が変化する遺伝子群を呼吸鎖不全により発現が変
化するものとして抽出した（表 2）．その結果，約 50
種の遺伝子の発現が変化することが見出され，その
中には細胞の形質変化やストレス応答を担う機能タ
ンパク質とともに，転写制御因子の遺伝子も含まれ
ていた．具体的には，転写制御因子として，ストレ
ス応答性転写因子ATF3，CHOP-10，増殖制御に関
与する retinoblastoma-like 1（p107）などである．一
方，主だった機能タンパク質としては，グルタチオン

抱合・代謝に関係するglutathione S-transferase，ゲ
ノム安定性維持に関わるGADD45，或いは脂質代謝
関連遺伝子 prostaglandin-endoperoxide synthase 2
（COX-2），Akt キナーゼ阻害因子 TRB3 などの発
現が顕著に変化していた．興味深いことに，抽出さ
れた機能タンパク質遺伝子の多くは，同時に抽出さ
れた転写因子 CHOP，ATF3，或いは，さらにその
上流に位置すると考えられている転写因子C/EBPβ
により発現制御を受けるものであった．TRB3 遺伝
子をその代表例として，制御関係について siRNA
を用いて確認したところ，実際，CHOP，C/EBPβ
が，TRB3 誘導に関わっていた．要するに，CHOP，
C/EBPβを始めとする一群の転写因子が活性化，
または誘導され，それらにより転写のネットワーク
が形成され，最終的な細胞応答が引き起こされてい
た．すなわち，得られた遺伝子発現プロファイル
は，その中に相互制御関係を内包して階層構造を構
築しており，それが，酸化ストレス下での細胞応答
の基盤となっていることが示唆された（図 4）．

2）呼吸鎖機能不全と細胞形質との関係について 7）

　1）の遺伝子発現変化に関する網羅的検索の結果，
ミトコンドリア機能（呼吸鎖）不全により種々のカ
テゴリーに属するタンパク質の発現が変化すること

図 2　ヒトがん組織におけるミトコンドリアDNA体細胞変異
（Int. J. Mol. Sci., 674-701. 20094））
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が分かったが，その中に，悪性化形質と関連するも
のが含まれていた．たとえば，細胞外基質の分解に
関わるmatrix metalloproteinase（MMP）分子種の
ひとつであるMMP-13 である（表 1，2）．そこで
MMPについて，その他の分子種を調べたところ，
MMP-2，-9（gelatinase）の活性が，mRNAレベル，
タンパク質レベルの制御により，呼吸鎖不全状態下
で上昇することが分かった5）．一方，細胞の形態変
化を観察したところ，ミトコンドリアの機能低下と
ともに，時間を追って NMuMG（上皮細胞）に形
態の偏平化と細胞間接着の乱れが観察された．具体
的には，本来敷石状である細胞の配向が崩れ，細胞
間接着に関わるタンパク質，E-cadherin や Zo-1 の
細胞‒細胞間接着部位への局在が減弱する一方，ア
クチンストレスファイバーの形成が見られ，全体と
して細胞が間葉系様に形態を変化させていた（図 5）．
この変化はミトコンドリア枯渇処理だけでなく，呼
吸鎖複合体阻害剤によっても誘導され，呼吸鎖活性
の低下によるものであると考えられた．以前，酸化
ストレス下でもミトコンドリア機能不全下と酷似し
た形態変化が上皮細胞に生じることを見出してお

図 3　  酸化ストレス下とミトコンドリア機能不全状態
下での遺伝子発現変化（概要）

マウス乳腺上皮細胞（NMuMG）を酸化ストレス，或
いはミトコンドリア機能不全状態とし，発現が変化す
る遺伝子群をDNAマイクロアレイにより抽出した．
それぞれ場合，及び両者で共通に変化した遺伝子数を
示す5）．

表 1　酸化ストレスとミトコンドリア機能不全により共通に誘導される遺伝子群

Gene Official Full Name

Gsta3 glutathione S-transferase
Akrlb7 Aldo-keto reductase family 1, member B7
Cox6a2 Cytochrome c oidase, subunit Via, polypeptide 2
Car6 Carbonic anhydrase 6
Dppa5 Developmental pluripotency associated 5
Ndg2 Nur77 downstream gene 2
Aldh1l2 Aldehyde dehydrogenase 1 family, member L2
Gadd45a growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha
Gch1 GTP cyclohydrolase 1
Bdh2 3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 2
Acox2 Acyl-Coenzyme A oxidase 2, branched chain
Ddit3（CHOP） DNA-damage inducible transcript 3
Gsta1 glutathione S-transferase 
Trib3 tribbles homolog 3（Drosophila）
Mmp13 matrix metallopeptidase 13

図 3 に示したうち，酸化ストレス，ミトコンドリア機能不全状態の両者で共通に
発現が変化する遺伝子群ついて，変化の大きかったものから順に上位 15 の遺伝
子を示した．
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り8），これらの観察結果は，酸化ストレス下で呼吸
鎖機能不全が生じ，それが一部原因となって細胞形
態の変化（悪性化形質）が誘導されるという一連の
流れを強く支持するものである．E-cadherin を中
心とした一群の細胞間接着分子について，その量的
変化を検討したが，いずれの発現量にも変化は見ら
れなかった（図 5）．一方，細胞と細胞外基質との
接着を担う代表的分子である integrin について発
現量を調べたところ，integrinα1 の発現がmRNA
レベルで顕著に低下していることが分かった．以上
のことから，上皮形態（細胞間接着構造）の乱れは，
これらの integrin や MMP などの接着関連因子の
発現，活性変化により，間接的に細胞間接着分子の
局在や機能が影響を受けて引き起こされた可能性が
考えられた．

　次に，これら接着関連因子の発現や活性が変化す
るメカニズムについて検討を加えた．先に同定した
ミトコンドリアストレス制御因子 CHOP-10（転写
因子），ならびにミトコンドリア依存性Ca2＋ホメオ
スターシス異常時に活性化される転写因子 CREB
（cAMP response element binding protein）9）につい
て，その関与の有無をshRNAや低分子阻害剤を用い
て調べた．その結果，MMP-13 の発現誘導はCHOP
により，一方，integrinα1 の発現抑制は CREB の
下流で制御されていることが分かった．細胞間接着
の乱れに関しては，CREBを阻害することにより抑
制され，上皮形態が回復したことから，CREBの活
性化が上皮形態の喪失に関わっていることが示唆さ
れた．さらに，そのメカニズムについて検討したと
ころ，活性化されたCREBによって，上皮‒間充織

表 2　ミトコンドリア機能不全により変化する遺伝子群

gene name 略名
Ratio to non-treated sample

antimycin
（5 ng/mL）

rotenone 
（5 nM） ρ0

①ミトコンドリア関連
 BCL2/adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 1, NIP3 Bnip3 （Bcl2）  8.59  3.24  2.01

②代謝関連
 aldehyde dehydrogenase 1 family, member L2 Aldh1l2 10.06  4.95 10.09
 carbonic anhydrase 6 Car6 25.81 24.81 19.23
 glutathione S-transferase, alpha 1 （Ya） Gsta1  3.48  4.52  5.51
 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 Ptgs2（Cox2） 15.56  4.33  3.18

③メタボリックシンドローム関連
 N-myc downstream regulated gene 1 Ndrg1  8.60  5.41  4.44
 tribbles homolog 3 （Drosophila） Trib3（TRB3）  5.79  6.06 7.32, 5.48

④細胞形質（悪性化）関連
 activating transcription factor 3 Atf3  5.52  4.03  2.64
 angiopoietin-like 6 Angptl6 12.11  3.97  7.01
 DNA-damage inducible transcript 3 Ddit3（CHOP-10） 11.61  9.17  8.25
 growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha Gadd45a（Ddit1） 14.59  7.30  9.88
 matrix metalloproteinase 13 Mmp13 29.61 11.86  6.54
 retinoblastoma-like 1 Rbl1（p107）  0.31  0.30  0.30
 snail homolog 2 （Drosophila） Snai2（slug） 10.16  4.63  3.28

マウス乳腺上皮細胞（NMuMG）を呼吸鎖阻害剤（antimycin，rotenone）処理，又は ethidium bromide 処理によりミト
コンドリア機能不全状態（ρ0）とし，発現が変化する遺伝子群をDNAマイクロアレイにより抽出し，カテゴリー別に示
した6）．値は未処理時発現量との比を示す．
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転換（EMT）の誘導因子であるHMGA2 が，タン
パク質の安定化を介して誘導され，その結果，Snail
等の EMT制御転写因子の発現が上昇して EMT様
の形態変化が引き起こされた可能性が示された．ち
なみに，HMGA2 は，核内に存在する非ヒストンタ
ンパク質であり，DNA高次構造の変化等を介して

Snail を含む標的遺伝子の転写を制御する．多様な
がん組織で過剰発現が報告されており，がん遺伝子
の一種と考えられる．
　以上，マウスの呼吸鎖不全モデル細胞では，呼
吸鎖機能不全により上皮形質が失われるが，それ
には，CHOP によるMMP-13 の誘導，あるいは，

図 4　ミトコンドリア機能不全による遺伝子発現制御機構（仮説）
ミトコンドリア機能不全下では，転写因子（C/EBPβ，ATF3 等）の誘導 /活性化
を引き金とする転写制御ネットワークが活性化される．その活性化により，転写因
子（CHOP）の誘導等を経て，最終的なストレス応答が誘導される6）．各遺伝子につ
いては表 2参照．

図 5　ミトコンドリア機能不全細胞における上皮形態の喪失
マウス乳腺上皮細胞（NMuMG）を ethidium bromide（EtBr）処理によりミトコンドリア機能不全
状態（ρ0）としたときの細胞形態の時間変化（ph；0 ～ 6 日目），ならびに処理 4日目の細胞内の
細胞間接着に関わるタンパク質（E-cadherin，β-catenin，p120，ZO-1）の発現を示す7）．また，
E-cadherin については，EtBr 処理 0～ 6日目の細胞内局在も示す（細胞免疫染色による）．
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CREB/HMGA2 経路による EMT制御因子の誘導，
integrinα1 の発現抑制が寄与していることが示さ
れた（図 6）．

3）ヒトがん細胞におけるミトコンドリア機能 
不全とがん形質との関連について 7）

　最近の報告によると，調べられたほとんどのヒト
がんで，mtDNA 上に変異が見つかる．それらの
ケースでは，上述 2）のモデル細胞で明らかとなっ
た CHOP-10 や CREBの活性化が，発生や進展過程
に関与している可能性がある．
　そこで，種々のヒトがん組織由来細胞株 10 種に
ついて，CHOP の発現量，ならびに CREB の活性
化とその下流で発現が上昇するHMGA2 の発現量
を調べたところ，肝がん細胞株 HepG2 において，
CREB の活性化と HMGA2 の発現上昇が同時に生
じていた．CHOPの発現は，1株を除いて検出でき
なかった．そこで，HepG2 での CREB の活性化と
HMGA2 の関係についてさらに検討したところ，
CREB の阻害によりHMGA2 の発現が抑制された．
従って，ヒトがん細胞でも先のマウスモデル細胞同
様に CREB/HMGA2 経路が活性化されているケー
スが存在することがわかった．さらに，CREBの活
性化に関わる上流のキナーゼについて，阻害剤を用
いて検討したところ，calcium/calmodulin kinase
であることが分かった．興味深いことに，このキ

ナーゼはミトコンドリアストレス下で機能して，
CREBをリン酸化 /活性化する責任キナーゼである
ことが報告されていた10）．従って，HepG2 でもミ
トコンドリアストレス（呼吸鎖不全）が生じており，
それが背景となって CREB/HMGA2 経路が活性化
された可能性が想定された．最近になって，HepG2
のミトコンドリア全DNA配列が決定され，実際に
呼吸鎖機能が不全になる変異が生じていることが報
告された11）．
　続いて，CREB/HMGA2 経路のがん形質獲得に
おける意義について，HepG2 を用いて検討した．
その結果，先のマウスモデル細胞NMuMGと異な
り，このがん細胞の場合，Snail やその他 EMT制
御因子の発現レベルは CREB に依存していなかっ
た．integrinα1 は，HepG2 でも CREB によって抑
制的に制御されていることが分かった．integrinα1
は collagen 特異的な細胞外基質受容体であるので，
HepG2 の接着性の変化を検討したところ，CREB
経路を阻害することにより，collagen への接着性が
特異的に上昇し，当該経路の細胞接着性制御におけ
る重要性が示された．一方，最近，HMGA2 の機能
について，肝細胞がん内で，肝細胞の中心的な分化
制御因子であるHNF4αの発現を負に制御している
ことが分かり，HMGA2 が上昇すると，HNF4αの
発現が低下して，分化形質が抑制されることが示唆
された（未発表）．

図 6　ミトコンドリア機能不全による上皮形態の喪失機序（仮説）
ミトコンドリア機能不全による上皮形質喪失について，calcium/calmodulin kinase
（CaM kinase）からのシグナル伝達により転写因子CREBが活性化されて，HMGA2
が誘導される経路の関与が示された7）．HMGA2 は転写制御に関わり，上皮‒間充織
転換（EMT）を制御する一連の転写因子（Snail，Slug，ZEB2 など）の誘導を介して，
悪性化形質の誘導に働く．また，HMGA2 経路とは別に，ミトコンドリア機能不全下
で誘導される転写因子CHOP（CHOP-10）が，細胞外マトリックス分解酵素，matrix 
metalloproteinase（MMP）-13 の誘導に働く経路の存在も示された7）．
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最 後 に

　以上のように，mtDNAに変異が生じているがん
細胞で，その変異が，実際にがん形質の制御に関
わっている実態が徐々に明らかになってきた．今
後，mtDNA変異 /呼吸鎖機能が不全に陥った場合，
どのような経路を経て CREB の活性化や HMGA2
の発現が制御されるのかその制御機構を解析し，
mtDNA変異とがん形質との関わりの全容を明らか
にしたいと思っている．mtDNA変異 /呼吸鎖機能
不全から CREB/HMGA2 機能活性化に至る経路の
抑制は，呼吸鎖機能不全が背景にあるがんの治療戦
略となりうる可能性を秘めている．また，現在，抗
悪性腫瘍薬の問題点の一つに奏効率の低さが挙げら
れるが，原因の一つとして，治療対象患者の選別が
不十分であることが考えられる．CREB/HMGA2
経路の活性化状態の検出は，その腫瘍が，呼吸鎖機
能不全を背景とすることを意味し，治療患者の選別
に有効なバイオマーカーとして機能する可能性を持
つ．今後，実際のヒトがん組織を用いて，mtDNA
変異 / 呼吸鎖機能による CREB/HMGA2 経路活性
化のがん化における意義とその抑制による悪性化抑
制の可能性を検討し，その抑制手段のがん治療にお
ける有用性を検証していきたいと考えている．
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