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緒　言

　ミトコンドリア電子伝達系と酸化的リン酸化は真核生物
にとって必須の生体内反応である．細胞内のATPは主に
ミトコンドリアで生産されるため，この過程における異常
はATP産生量の低下に引き続き細胞の生体反応に重篤な
ダメージを引き起こす．
　ミトコンドリア呼吸鎖異常症（Mitochondrial respiratory 
chain disorder，以下MRCDと略）は，5000 人に 1 人の割合
で発症する難治性疾患であり，ミトコンドリアDNAの
変異，あるいは核DNAの変異により，ミトコンドリアの
エネルギー産生経路の異常が引き起こされる．電子伝達系
のいずれかもしくは複数の呼吸鎖複合体の酵素活性が維持
できなくなることによりMRCD患者の臓器や線維芽細胞
ではATP産生量の低下，活性酸素種の増加を引き起こす．
また，ミトコンドリアはどの細胞にも存在する細胞小器官
であるため，MRCDの症状は全身，特にミトコンドリア
が豊富な神経系，心臓，肝臓，骨格筋等の臓器で様々な
症状を呈し，ひいては個体レベルでの生命維持に影響を
及ぼす．MRCD患者の皮膚線維芽細胞や組織では，呼吸
鎖酵素複合体の酵素活性の低下に加え，複合体の量そのも
のの減少が起きている．
　5-アミノレブリン酸（ALA）はALA合成酵素により
グリシンとスクシニルCoA から合成されるヘムの前
駆体であり，最終的にプロトポルフィリンIXへ生合成
されたあとに鉄イオンを配位してヘムになる 1)．ヘムはヘ
モグロビン，ミオグロビン，シトクロム類のようなヘム
タンパク質の補欠分子族として機能する．特にミトコンド
リアのヘムタンパク質は呼吸鎖複合体I, Vを除くII, III, IV
のサブユニットの酸化還元反応の活性中心として重要な役
割を果たす 2)．2011 年にマウスに 5-ALAと鉄を同時に経
口投与することで，肝臓の呼吸鎖複合体IVサブユニット
のタンパク質量とATP量が増加したという報告がなさ
れた 3)．そこで，我々は，MRCD患者由来皮膚線維芽細胞
に 5-ALAと二価鉄を同時に投与することで，細胞内ATP
産生量が増加するか検討した．その結果，5-ALAと二価
鉄の同時投与は，呼吸鎖複合体IからIVまでの複合体量を

激しく変動させることが明らかとなった．しかし，この
複合体量の変動の詳しいメカニズムはまだ解明されてい
ない．一方，ミトコンドリアにおいて，鉄はヘム以外に
鉄・硫黄クラスターを形成して存在するが，5-ALA /鉄
投与時における鉄硫黄タンパク質への影響についても，
明らかになっていない．本研究では 5-ALAと二価鉄を
同時投与した時のミトコンドリアでの鉄硫タンパク質の
量をSDS-PAGE/ウエスタンブロッティングを用いて解析
した．また，CRISPR/Cas9 システムを用いてMRCDの
原因遺伝子をノックアウトした疾患モデル細胞の作出も
試みた．

材料と方法

1．鉄硫黄タンパク質の発現変動の解析
　MRCD患者由来皮膚線維芽細胞を 15 cm培養ディッシュ
に 2x106 細胞ずつ播種し，翌日，100 μM第一クエン酸
ナトリウムと 0 μM，50 μM，100 μMの各濃度の 5-ALA
を添加した培地に交換し，10 日間培養した．コントロール
と し て， 健 常 人 由 来 の 皮 膚 線 維 芽 細 胞（NHDF-Neo）
も同時に処理した．これらの細胞から常法に従って，
ミトコンドリア画分を単離し，SDS-PAGE/ウエスタン
ブロッティングにて，ミトコンドリアに局在する鉄硫黄
タンパク質（NDUFS1, NDUFS8, ACO2）の発現量を解析
した．また，ヘムタンパク質であるCYC1 のタンパク質量
の変化も検討した．
2．MRCD疾患モデル細胞の作製
　当初はTAL effector nuclease（TALEN）を用いる予定
であったが，より簡便なことからCRISPR/Cas9 を用い
ている．標的遺伝子は既知の病因遺伝子であるSURF1，
及び文部科学省革新的細胞解析研究プログラムで，同定
した新規病因遺伝子の内の一つとした．gRNAを設計して，
Addgeneより購入したpSpCas9（BB）-2A-Puro（pX459）に
クローニングした．

結　果

　MRCD患者由来皮膚線維芽細胞とNHDF-Neoと合わせ
て 12 検体に 5-ALAと鉄を同時に投与し，ミトコンドリア
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に局在する鉄硫黄タンパク質の発現量を解析した．この
内，ミトコンドリア量が足らず評価できない検体が 5 検体
あった．残りの 7 検体全てにおいて，5-ALAを添加した
時にNDUFS1 の発現量が減少していた．またNDUFS8 は
5 検体で発現量の減少が認められた．ACO2 は 4 検体で
発現量が減少していた．他の検体では濃度依存的な変化
を示さなかった（data not shown）．一方，ヘムタンパク
質であるCYC1 の発現量は，NHDF-Neoで増加傾向を
示したものの，MRCD患者検体では，顕著な傾向が認め
られなかった．今回，MRCD患者由来線維芽細胞から単離
できたミトコンドリア量が少なく，充分な解析が実施でき
なかった検体もあるため，今後も引き続きサンプリングと
解析を行う必要がある．また，MRCD患者由来線維芽細
胞の中には増殖が遅い検体もあり，解析に必要な細胞数を
取得するのに限界があるため，293FT細胞を使ってMRCD
疾患モデル細胞を作製し，それらを用いて 5-ALA /鉄投与
の影響を調べる予定であった．しかし上記の解析に時間が
かかり，現在作製を進行中である．

考　察

　今回の解析により鉄硫黄タンパク質の発現量は，
5-ALA /鉄の投与時に減少する傾向が認められた．この
結果は，ヘムの合成量の増加が鉄・硫黄クラスター形成
に少なからず影響を与えていることを示唆している．
NDUFS1，NDUFS8 は呼吸鎖複合体Iの構成因子をコード
しており，呼吸鎖複合体Iの活性の低下や複合体のアッ
センブリ量の低下を示す患者において，これらの遺伝子
の変異が報告されている 4, 5)．実際 5-ALAと鉄を投与
すると呼吸鎖複合体Iのアッセンブリ量が低下する傾向
があった（data not shown）が，その原因としてNDUFS1，
NDUFS8 の発現量の減少にあることが示唆された．今後
は他の鉄硫黄タンパク質の発現量についても影響を受け
ているのかどうか調べる必要がある．また今回，サンプル
量が少ないため評価できなかった検体については今後
の解析が待たれる．一方，5-ALAと鉄の同時投与により
ヘムタンパク質であるCYC1 の顕著な増加は認められな
かったが，5-ALAと鉄の同時投与により細胞内のヘムが
増加していることを示すため，CYC1 以外の呼吸鎖複合

体を構成するヘムタンパク質について引き続き検討する
必要がある．また，本実験で用いたMRCD患者検体は元々
呼吸鎖複合体Iの酵素活性が低下した検体を中心に選ん
でいるが，今後は呼吸鎖複合体I以外の酵素活性が低下
した検体における 5-ALA /鉄の投与の影響も検討していく
必要がある．
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