
１．はじめに
　超高齢化社会を迎えた本邦では、加齢や疾患に伴う筋
肉量や筋力の低下を示すサルコペニアなどをはじめとし
て健康障害が増加しており、社会問題となっている。サ
ルコペニアは、フレイルや要介護に至る重要な要因の一
つと考えられており、その予防・治療法の開発は社会的
急務であるが、その病態メカニズムはいまだ十分に解明
されていない。
　ミトコンドリアは好気呼吸によるエネルギー産生に重
要な役割を担う細胞小器官であり、筋肉の有酸素運動・
恒常性維持に関わることが報告されている［1-3］。ミトコ
ンドリアの内膜に存在しエネルギー産生に関わる呼吸鎖
複合体は、より高次の呼吸鎖超複合体を形成することが
知られているが［4］、我々を含む最近の研究から、超複
合体はエネルギー産生の亢進や筋肉の運動持久力の向上
に重要な役割を担うことが明らかとなってきた［5-8］。一
方で、超複合体を生細胞で精密に観察・測定する手法が
なく、その形成制御のメカニズムは十分に解明されてい
なかった。
　我々は世界で初めて超複合体の生細胞イメージング・
定量評価法を開発し、その筋肉抗老化やサルコペニア等
の筋疾患の治療・予防への応用を目指し研究を進めてい
る。本稿では、超複合体の生細胞イメージングと筋肉抗
老化・筋疾患治療への応用に関する我々の最新の研究成
果について紹介する。

２．ミトコンドリア呼吸鎖超複合体
　真核細胞において、ミトコンドリアは酸化的リン酸化
と呼ばれる反応により ATP を産生する。酸化的リン酸
化反応には、ミトコンドリアの内膜に存在する呼吸鎖複
合体（I-IV）及び ATP 合成酵素が関与する（図１）［4，9］。
呼吸鎖複合体は還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレ
オチド（NADH）または還元型フラビンアデニンジヌ

クレオチド（FADH2）から酸素分子への電子伝達を担い、
その過程で生じたプロトンの濃度勾配を利用して ATP
合成酵素が ATP を産生する。生化学的な解析及びク
ライオ電子顕微鏡を用いた解析から、呼吸鎖複合体 I、
III、及び IV は会合し、呼吸鎖超複合体を形成すること
が報告されている［4］。I/III2、III2/IV、及び I/III2/IV と
いった組成の超複合体が知られており、I/III2/IV の超
複合体は特にレスピラソームと呼ばれている。
　我々は性ホルモンであるエストロゲンの作用に関す
る研究から独自に同定したエストロゲンの標的のひ
と つ で あ る cytochrome c oxidase subunit 7a related 
polypeptide（COX7RP）が超複合体の形成制御因子そ
のものであることを世界に先駆けて解明した。さらに、
超複合体の形成促進によりエネルギー産生が亢進し、マ
ウスでは筋肉の運動持久力が高まりマラソンランナー型
になることを明らかにした［5，6］。超複合体は筋肉の能力
を向上させるキープレイヤーであり、筋肉の抗老化やサ
ルコペニア等の筋疾患の予防・治療への応用が期待され
る。しかし、生細胞で超複合体を精密に測定する技術が
なかったことから、超複合体の実態を観察することには
困難が伴い、その形成制御のメカニズムについての研究
は立ち遅れていた。そこで、我々は超複合体の生細胞イ
メージング及び定量評価法の開発を進めることとした。

３�．ミトコンドリア呼吸鎖超複合体の可視・定量化手法
の開発とハイスループットスクリーニングへの応用

　超複合体を生細胞においてイメージング・定量評価す
るため、我々は蛍光タンパク質の間で起こる Förster 共
鳴エネルギー移動（Förster resonance energy transfer；
FRET）［10］という現象を利用した（図２）。まず、複
合体 I と IV のサブユニットである NADH-ubiquinone 
oxidoreductase subunit B8（NDUFB8）と cytochrome 
c oxidase subunit 8 A（COX8A）に蛍光タンパク質で
ある AcGFP 及び DsRed-Monomer を融合し、マウス
C2C12 筋芽細胞様細胞に安定発現させた。超複合体（レ
スピラソーム）において蛍光標識した複合体が近接す
ると、AcGFP に対する励起光を照射した時に DsRed-
Monomer が蛍光を発するという FRET 現象が起きる。
この現象を共焦点蛍光顕微鏡や、イメージングサイト
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メーターを用いて観察することにより、我々は世界に先
駆けて、超複合体（レスピラソーム）形成の生細胞イメー
ジングに成功した。また、FRET の効率を算出するこ
とにより超複合体の定量評価にも成功した。
　次に、我々は本手法を活用し、超複合体の形成を促進
する新しい化合物のスクリーニングを行った。1,000 種
類を超える化合物を対象としてハイスループットスク
リーニングを行った結果、超複合体の形成を促進する複
数の新たな候補化合物を同定した。候補化合物の中でも、

spleen tyrosine kinase（SYK）の阻害剤として作用する
3，4-methylenedioxy-β-nitrostyrene（MNS）が超複合体
の形成を最も促進したため、さらに２種類の SYK 阻害
剤（BAY61-3606 及び GSK143）について解析したところ、
双方とも超複合体の形成を促進することが確認された。
これら３種類の SYK 阻害剤による超複合体の形成促進
は非変性電気泳動法である blue native polyacrylamide 
gel electrophoresis（BN-PAGE）を利用した解析でも
確認された。また、フラックス解析を行い、これらの

図１　ミトコンドリア呼吸鎖複合体および超複合体
（A）ミトコンドリア呼吸鎖複合体及びATP合成酵素によるATP産生。CI：複合体Ⅰ、CⅡ：複合体Ⅱ、CⅢ：複合体Ⅲ、CⅣ：複合体
Ⅳ、NADH：還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド、NAD+：酸化型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド、FADH2：還
元型フラビンアデニンジヌクレオチド、FAD+：酸化型フラビンアデニンジヌクレオチド［論文４より改変引用］。（B）複合体Ⅰ、Ⅲ、
及びⅣは、ミトコンドリア呼吸鎖超複合体を形成することにより、エネルギー産生の亢進や運動持久力の向上に寄与する［5，6］。

図 2　ミトコンドリア呼吸鎖超複合体の生細胞イメージング及び定量評価法の開発
蛍光蛋白質で標識した呼吸鎖複合体Ⅰ及びⅣが、超複合体中で近接する際に起こる FRET現象を測定することにより、超
複合体（レスピラソーム）の生細胞イメージングと定量評価に成功した。CⅠ：複合体Ⅰ、CⅢ：複合体Ⅲ、CⅣ：複合体Ⅳ、
NDUFB8：NADH-ubiquinone oxidoreductase subunit B8、COX8A：cytochrome c oxidase subunit 8 A、
FRET：Förster resonance energy transfer［論文７より改変引用］。



SYK 阻害剤を処理した C2C12 細胞でミトコンドリア呼
吸が亢進することを示した。さらに、siRNA を用いた
SYK の発現抑制実験でも、SYK の減少により超複合体
の形成促進及びミトコンドリア呼吸の亢進が誘導され
た。これらの結果は、SYK の適度な抑制は超複合体の
形成を促進し、ミトコンドリア代謝を活性化することを
示唆している［7］。

４�．SYK 阻害剤の処理によりマウスの運動持久力は向
上する

　次に、SYK 阻害剤が運動能に及ぼす効果を検証する
ため、３種類の SYK 阻害剤を腹腔内投与した DBA/2
マウスの運動能をトレッドミル試験及びワイヤーハング
試験で評価した。その結果、3 種類の SYK 阻害剤を投
与したマウスはいずれもトレッドミル試験において走行
距離・時間が有意に延長し（マラソンランナー型とな
る）（図３）、ワイヤーハング試験の成績も有意に向上し
たことから、運動持久力が向上したことが示された。ま
た、BN-PAGE 等を用いた生化学的な解析により、SYK
阻害剤を投与したマウスの大腿四頭筋で超複合体の形成
が促進されることが示された。一方で、マウスの体重や
骨格筋の重量に影響は見られなかった。これらの結果よ
り、SYK 阻害剤は筋肉のミトコンドリアにおいて超複
合体の形成を促進し、筋肉の量でなく質を高めることに
より、運動持久力を向上させることが示唆された［7］。

５．おわりに
　本稿では、我々が開発した超複合体の生細胞イメージ
ング・定量評価法と、それに基づくケミカルスクリーニ
ングから見出した超複合体の形成を促進し筋肉の運動持
久力を向上させる新規の化合物について紹介した。本成
果は筋肉の抗老化やサルコペニア等の筋肉疾患の予防・
治療への応用が期待される。最近になり、COX7RPがマ
ウスに加えて［5，11］、ヒトの高齢者の運動・心肺機能と関
連することが報告され［11］、ミトコンドリア超複合体と
老化・加齢性疾患の関連が注目されている。今後は、超
複合体の生細胞イメージング・定量評価法を活用し、超
複合体の実態や役割を解明することにより、老化や加齢
性疾患の分子基盤を詳細に理解し、治療・予防法の開発
等へ応用につなげることを目指して研究を進めていきた
い。
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