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第１章 緒⾔ 
1-1 超⾼齢社会 

⽇本は世界的に⾒ても指折りの超⾼齢社会である．医療の発展に伴い，平均寿命は年々⾼
い⽔準を更新しており，⼈⽣ 100 年時代とも⾔われるようになっている．しかしながら，
⾼齢社会の増進により，これまでの制度や体制では対応できない問題点が浮上している．具
体的には，医療や福祉，社会保障制度，財政の問題などが挙げられる．特に⾼齢者の健康を
⽀える医療費の逼迫は⾮常に⼤きな問題である．また，⾼齢者の Quality of life(QOL)の低
下といった課題も存在する．QOLは『⽣活の質』と訳され，⼼⾝ともに健康的で総合的な
活⼒や満⾜度という意味が含まれている．では，⻑寿であることは健康的と⾔えるのだろう
か．QOL とは別に，健康寿命という⾔葉がある．健康寿命とは，WHO が 2000 年に提唱
した概念であり，『⽇常⽣活に制限のない期間の平均』と健康⽇本 21 に定義されている．つ
まり，⽇常的かつ継続的な医療・介護に依存し⾃⼰⼼⾝では⽣命維持のできない期間は，健
康寿命に含まれない．厚⽣労働省『第 16回健康⽇本 21(第⼆次)推進専⾨委員会』によると
2019 年度の平均寿命と健康寿命の差は男性で 8.73 年，⼥性で 12.06 年となっている(Fig. 
1)．このような現代社会において，医療費の逼迫，QOL低下を改善するために，健康寿命
の延⻑が望まれている． 

 
Fig. 1 厚⽣労働省『第 16回健康⽇本 21(第⼆次)推進専⾨委員会資料』 
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1-2 ⽼化とは 
ヒトは受精から死ぬまで代謝が⾏われ変化し続けて⾏く．この過程の中で，⼀定の期間を

成⻑と呼び，成熟期以降は⽼化と呼ばれる．つまり，⽼化と加齢は定義として異なっている．
加齢は⽣まれてから死ぬまでの過程であり，成⻑過程も含まれている． 
⽼化とは，加齢に伴って⽣理機能が低下し，遺伝的要因や，外的要因の刺激に対する抵抗⼒
や適応⼒が低下することであると考えられる．また，⾝体的な⽼化には⽬に⾒える⽼化と⽬
に⾒えない⽼化がある．具体的には，⽬に⾒える変化は，視⼒や聴⼒，味覚，運動能⼒など
の変化である．⽬に⾒えない変化は，細胞⽼化と⾔われる⽼化である．ヒト組織における分
裂細胞は概ね全て⽼化している．多くの正常分裂細胞は，分裂回数に上限があり，それ以上
には分裂・増殖ができないと考えられている．この分裂限界を寿命と呼んでおり，これを発
⾒した⼈物にちなみ，『ヘイフリックの限界』と呼ばれている． 
  
1-3 コエンザイム Q (CoQ)  
〈発⾒〉 

コエンザイム Q10(CoQ10)は，ミトコンドリア呼吸鎖における電⼦伝達系での電⼦授受
体として ATP の産⽣を担うと共に，還元型は脂溶性抗酸化物質としての 2つの重要な機能
を有している．  

CoQ10 の発⾒は，1957 年に⽶国ウィスコンシン⼤学酵素学研究所の Crane らにより，
ウシ⼼筋ミトコンドリアの電⼦伝達能を研究している過程で，酸化還元反応を受け 275 nm 
(酸化型)に吸収極⼤波⻑を持つ，融点 48〜49 ℃の橙⻩⾊結晶のキノン化合物 Q275 が単
離された(1)．これ以前に英国リバプール⼤学のMorton らによりウマの消化器やラットの肝
臓や腎臓などに存在することを報告しており(2)，両者の協議の末にMorton は⽣体内にユビ
キタスに存在するキノン体であることから，ユビキノンと名付けた(3)． 

CoQ10 の構造は，1958年に Folkers らによる核磁気共鳴(NMR)を⽤いた解析や化合物合
成によって CoQ10 の構造が決定された(4)(Fig. 2). 

 

ユビキノン(酸化型)                        ユビキノール(還元型) 
Fig. 2 ユビキノンとユビキノールの構造 

 
イソプレノイド側鎖⻑は種ごとに異なっており，酵⺟菌では 6，マウスでは 9，ヒトでは 
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10，ピーマンは 11である．これまでに CoQ1 (n=1)から CoQ13 (n=13)の同族体が⾒出さ
れている．化学構造から分かるように⽔に不溶な脂溶性化合物である．ユビキノールの酸化
電位がイソプレノイド側鎖⻑に依存することから，側鎖末端が芳⾹核と何らかの相互作⽤
を持つこと，すなわち⽣体膜中では⼆つ折りになった構造をとっているものと推定される． 
 
1-3-1 CoQ の⽣理機能 
〈ATP 産⽣〉 
地球上の原始的⽣命は嫌気的環境下で発⽣したと考えられ，地表には還元性物質が多量

に存在していた．嫌気性⽣物のエネルギーは解糖系のみによりグルコース１分⼦当たり 2 
分⼦の ATPが産⽣される．好気呼吸性⽣物は光合成過程の結果⽣じた酸素を利⽤し解糖系
だけでなくトリカルボン酸回路，ミトコンドリア電⼦伝達系による呼吸鎖を加え 38 分⼦の
ATP を産⽣することが可能となり効率の良いエネルギー獲得機構を得た．ミトコンドリア
は細胞⼩器官の 1つで，外膜，内外膜間隙，内膜，およびマトリックスから成る．これらの
膜は⽣体膜と称され電⼦伝達系は内膜に存在する．Mitchell はミトコンドリア膜に埋め込
まれた呼吸酵素複合体が電⼦伝達に伴ってプロトンを膜の⽚側から反対側に移送し，それ
によって⽣じたプロトン勾配が ATP の合成⼒となる化学浸透仮説(5)，さらに 1975 年に
はプロトン駆動 CoQ サイクル仮説を提唱した(6)．これはミトコンドリアの内膜において，
還元基質から H+，e-が伝達される間に H+は内膜の外側に汲みだされ内膜の内側と外側に
プロトン濃度勾配が⽣じ，この勾配が ATP 合成酵素を駆動する．この時 CoQ は単なる電
⼦の伝達担体にとどまらず，プロトン駆動 CoQ サイクルを形成して積極的にプロトン汲
み出しに働くというものである(7)．CoQ は ATP の合成に深く関与している．ミトコンド
リアにおける CoQ の存在様式は，膜内を移動の可能なプールとして考える CoQ プール
説が唱えられた(8, 9)．CoQ が電⼦伝達系の主経路に存在する必要性は，亜ミトコンドリア
粒⼦を⽤いてのペンタンによる CoQ の除去・再添加時の活性測定実験において明らかに
された(10)．さらに，ミトコンドリアから単離した 4つの巨⼤蛋⽩質成分(複合体Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，
Ⅳ)と可溶性の⼩蛋⽩質成分(シトクロム c)を⽤いた再構成系の研究により，CoQ がミトコ
ンドリア電⼦伝達系の必須成分であることが証明された(6)．このことは CoQ が呼吸活性
の⾼い組織に多いことと⼀致する．CoQ はコハク酸や NADH の添加により速やかに還元
され，分⼦状酸素により酸化される．また，NADH での CoQ の還元はアミタール  (複合
体Ⅰ阻害剤)  により阻害される．還元された CoQ の酸化がアンチマイシン A (複合体Ⅲ
阻害剤)  や⻘酸塩  (複合体Ⅳ阻害剤)  で阻害されることなどから，複合体Ⅰ，複合体Ⅱ
の両フラビン蛋⽩質とシトクロム系をつなぐ位置に存在することが明らかにされた(11, 12)．
CoQ はシトクロム c と共に複合体間をつなぐ可動性の電⼦伝達因⼦とみなされている
(Fig. 3) . 

CoQ の分布はミトコンドリアに限らずリソソーム(13)，ゴルジ体(14, 15)，ミクロソーム(16)

などの細胞内オルガネラや⾎漿中にも存在する．ミトコンドリアにおける CoQ の存在や
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働きについては広く研究されてきているが，細部に渡っては現在も究明途上にある．CoQ
は，ミトコンドリア呼吸鎖における電⼦伝達系での電⼦授受体として ATP の産⽣を担うと
共に，還元型は脂溶性抗酸化物質としての 2つの重要な機能を有している．CoQ は ATP 産
⽣の因⼦の 1つとしてミトコンドリア内膜中に存在している(6)．⽣物の⽣命維持には，エネ
ルギー通貨である ATP (アデノシン三リン酸) が必要不可⽋である．ATP 産⽣のプロセス
であるミトコンドリア電⼦伝達系は，⾷物などにより取り込まれたグルコース，脂肪酸，ア
ミノ酸がアセチル CoA となり，クエン酸回路を経て NADHが複合体Ⅰに，コハク酸が複
合体Ⅱに，それぞれ電⼦を伝達することから始まる. 

 
Fig. 3 ミトコンドリア電⼦伝達系 

 
〈抗酸化作⽤〉 
活性酸素・フリーラジカルは反応性に富み，⽣体組織の傷害を引き起こす．こうした傷害の
蓄積が癌，⼼筋梗塞，脳卒中，糖尿病，またはシミ，シワやアトピー性⽪膚炎を引き起こし，
様々な疾患の原因となり⽼化を進めるとも⾔われている．フリーラジカルとは不対電⼦を
もつ原⼦・分⼦であり，活性酸素種とは⼤気中の酸素よりも活性な状態にある酸素種のこと
を⾔う．これは⽣命が酸素を利⽤する過程で発⽣する．好気性⽣物は，ミトコンドリアの電
⼦伝達系において ATP を産⽣してエネルギー源としているが，その際電⼦の逸脱によっ
てスーパーオキシドが⽣成し,ペルオキシソームでは脂肪酸の β 酸化の過程において過酸
化⽔素が発⽣する．細胞が活動する上で必須なエネルギー代謝を⾏うたびに細胞膜上，ある
いはその近辺で活性酸素や脂質の酸化物，過酸化物が⽣じる．脂質がいったん酸化されて脂
質ラジカルに変化すると連鎖的に酸化が進⾏する．細胞を作っている蛋⽩質が酸化されて
変性すると細胞本来の機能に障害が起こり，ミトコンドリアのDNA などが活性酸素による
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攻撃を受けると間違った遺伝⼦情報が伝わりその器官や組織に悪影響を与えることになる．
しかし活性酸素種は殺菌や解毒作⽤も有している．好中菌やマクロファージと呼ばれる免
疫細胞は⾃らも活性酸素を作り出し⾮⾃⼰物質を消去する．⽣きていくために必要な酸素
を利⽤する時発⽣する酸化ストレスに対する防衛機構を⽣命は備えているため，通常の状
態では酸化ストレスによる傷害が顕在化することはない．しかし,過剰な活性酸素の発⽣，
あるいは防御機構の低下により酸化傷害が顕著に現れることによって様々な疾病にかかる． 
過剰に発⽣した活性酸素に対して，それを除去する働きを持ったものを抗酸化物質と呼ぶ．
抗酸化物質には体内で合成される酵素系のものや体外から取り⼊れるビタミン系のものが
ある．これらの抗酸化物質の中でも活性酸素を除去する働きの主たるものは酵素系の抗酸
化物質であり，CoQ やビタミン E，C が存在する．補酵素は酵素の働きを助ける働きをし，
酵素が複合蛋⽩質で熱に弱いのに対し補酵素は酵素における⾮蛋⽩質部分で⼀般に熱に安
定であり両者は結合した状態ではじめて触媒として働く．また，ビタミンは補酵素として酵
素系を助けるだけでなく⾃⾝も活性酸素を攻撃する抗酸化物質として働く．CoQ はビタミ
ン E と同程度の抗酸化能を持つことが明らかにされている(17)． 
CoQH₂がフリーラジカルと反応し，脂質の酸化を抑制する抗酸化剤であることは 1966 年
にMellors と Tappel によって報告された(17)．これはエタノール中においてα-トコフェロ
ール(α-TC)と CoQH₂は同程度の Diphenyl-p-picrylhydrazyl (DPPH) 還元能を持つとい
うものである．不均質系においてもアラキドン酸エマルジョンの酸化に伴う酸素吸収が 
CoQH₂添加によりα-TC と同程度抑制されることを⽰した．また，Takeshige らによって
ミトコンドリア電⼦伝達系における CoQ の酸化還元状態と抗酸化作⽤との関係が⽰され
た．脂質過酸化反応は複合体Ⅰ阻害剤のロテノシンにより促進され，複合体Ⅲ阻害剤のアン
チマイシン A により阻害される．また，ロテノン存在下においてもコハク酸存在下では脂
質過酸化反応は抑制される．このことは複合体Ⅲ阻害剤のアンチマイシン A，あるいはコハ
ク酸存在下においては CoQ は抗酸化作⽤をもつ CoQH₂へと還元され，これが亜ミトコン
ドリア粒⼦に誘導した脂質過酸化物反応を抑制していると考えられる．CoQ10 を抽出した
亜ミトコンドリア粒⼦ではこの現象は起こらない． CoQ は還元型の CoQH₂のみが抗酸化
作⽤を持つことが認められている．低⽐重リポ蛋⽩質(LDL)中では，CoQH₂がα-TC より
も効果的な抗酸化物質として働くという．また, CoQ10 投与は⾎漿 LDL 中の CoQH₂量を
増加させるがこの LDLの脂質過酸化抵抗性は⾼い．外因的に投与された CoQ は⽣体内の
還元酵素である NADPH よって還元され，より抗酸化活性の強い CoQH₂になりその効果
を発揮している．近年では肝細胞中の新規酵素 NADPH-CoQ 還元酵素が CoQ10 を還元し
ていると考えられおり,他にもリポアミド脱⽔素酵素やチオレドキシン還元酵素も CoQ10
還元能を持つことが報告されている．CoQ の投与効果として，四塩化炭素，クロロホルム， 
D-ガラクトサミンによる肝細胞障害防御効果や，エンドトキシン投与による脂質過酸化物
抑制効果，さらに肝臓や⼼臓の虚⾎・再還流傷害時に起こる脂質過酸化物反応抑制効果が報
告されている． 
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1990 年に Kagan らは CoQH₂同族体間の抗酸化作⽤の強さを⽐較・検討し,側鎖が短いほ
ど抗酸化能が上昇することが認められた(18)．これは CoQ 同族体の膜中での存在位置と動
き易さによるものと推定されている．脂溶性の抗酸化物質である CoQ や α-TC は細胞の
⽣体膜などに，⽔溶性の抗酸化物質であるビタミンＣや尿酸は細胞の外側や細胞質に存在
し，産⽣された活性酸素を消去するように働く．脂質膜中では CoQH₂とビタミンＥは共に
脂質ペルオキシルラジカルを直接消去する．さらに CoQH₂は，α-TC が脂質ペルオキシ
ルラジカルを消去した結果⽣じた α-TC ラジカルの消去も⾏い，α-TC の再⽣に務めて
いる．α-TC の能⼒を最⼤限に発揮させるためには CoQ10 やビタミンＣとの共存が不可
⽋である． 
 
1-3-2 CoQ の合成経路とその阻害薬 4-Nitrobenzoate (4-NB) 
コエンザイム Q は我々の体内で⽣合成されているが，加齢や，アルツハイマー型認知症や
パーキンソン病等の様々な疾病によりその⽣体内濃度が減少することがすでに知られてい
る．コエンザイム Q 合成経路の研究は，分裂酵⺟(S.pombe)の CoQ破壊株が取得され，そ
の⽋損株を利⽤してマウスやヒトの CoQ 合成酵素遺伝⼦が単離，解析されてきた．1990年
に⾮発酵性炭素源で⽣育できない出芽酵⺟の⽣育を回復する遺伝⼦が多数報告され，その
中から COQ1-8 の 8個の遺伝⼦が同定された(19)．これらの遺伝⼦がヒトを含む⾼等動物や
植物にも広く保存されており，実際に酵⺟や⼤腸菌の相同遺伝⼦の破壊株で⾼等⽣物の
CoQ 合成酵素遺伝⼦を発現し，その機能を相補することにより，機能性を有することの証
明に利⽤されてきた．CoQ の合成はポリプレニルピロリン酸合成酵素によって⽣物に固有
の⻑さを持つイソプレノイド鎖が合成され，PHB(p-ヒドロキシ安息⾹酸)：ポリプレニルピ
ロリン酸転移酵素(Coq2)によってキノン⾻格に転移された後，キノン⾻格に⽔酸化，メチ
ル化，脱炭酸化などの修飾が⾏われ，CoQ が合成される．この CoQ 合成経路の阻害剤の
内，4-Nitrobenzoate(4-NB)という阻害剤がある．これは，PHB と似た化学構造の物質であ
り，Coq2 の反応触媒を阻害することが 2010 年に発表され, 確かに CoQ の合成量が減少
し，さらに PHB を同時に加えることで合成量が上昇することも確認されている(20)． 
 
1-3-3 加齢や病態における CoQ レベルの変化 

加齢は活性酸素による脂質過酸化物の蓄積によるところが⼤きい．しかしミトコンドリ
ア電⼦伝達系や ATP 産⽣に CoQ は必須であるにも拘らず，加齢と共に多くの細胞中 
CoQ10濃度は減少する．CoQ10 は体内で⼼臓，腎臓，肝臓，筋⾁，脾臓，甲状腺，脳など
の組織に多く含まれるが 20 代を最⼤として加齢と共に CoQ 量は減少し，特に⼼臓の 
CoQ 量は 80 代で最⼤時の半分以下になる(21)(Fig. 4)．⽪膚表⽪の CoQ 量も加齢によっ
て⼤きく減少する．紫外線による活性酸素の産⽣も⽪膚の⽼化の⼤きな引き⾦になる．しか
し CoQ が⼗分にあれば抗酸化作⽤によって肌の⽼化が守られ，表⽪中の細胞の活性が⾼ま
りコラーゲンの新陳代謝が活性になると考えられる．CoQ10配合クリームの使⽤によって 
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6 ヶ⽉でしわの深さが 27 %，⾯積が 26 %減少したというドイツの化粧品会社の報告があ
る．しかし，これらの効果が⽣体内で CoQH₂に還元された後のものかは不明である．また，
CoQ10 の経⼝摂取により初期パーキンソン病の進⾏制御作⽤も報告されている．これはパ
ーキンソン病の原因がミトコンドリア機能に関する遺伝⼦異常によることと，パーキンソ
ン病患者のミトコンドリア中の CoQ 濃度が正常値より低いことに着眼した患者投与実験
により証明されたものである．パーキンソン病初期患者を対象にプラセボ，CoQ  300，600，
1200 mg /day に 4 群に分けて経過を⾒たところ，CoQ⾎中濃度は摂取量に応じて増加し，
1200 mg /day では明らかに症状の進⾏が抑制された.この時，⼤量投与による副作⽤は⾒ら
れなかった． 

経⼝的に摂取された CoQ10が⽣体で作⽤を発揮するには⾎液中の CoQ10値の上昇が不
可⽋であり，⾎液中の CoQ10 は主に⾎漿リポタンパク質に存在しそのほとんどが還元型
である CoQH₂の形で存在する．CoQ10H₂は空気中では不安定で容易により安定な酸化型
CoQ10 に変化する．健康なヒトの⾎漿中 CoQ10 の還元⽐率は⼀定に維持されており，
CoQ10 の摂取により⾎漿 CoQ10値が上昇しても CoQ10H₂の存在⽐率は変わらない．⾎
漿中の CoQ10値を上昇させれば⽣体内では CoQ10値が上昇すると考えられている．ヒ
トをはじめとする哺乳類では，CoQ10 は体内での⽣合成に加え，健常な⽣活では⾷物から
も摂取することができるため重篤な CoQ10 ⽋乏症は報告されていない．しかし，ある種
の疾患や体内環境の変化によっては⾎漿中の総 CoQ10値やその⽐率に差が⽣じる．例え
ば⾷物由来の CoQ10が供給できないような完全静脈栄養施⾏者や，コレステロール⽣合
成の律速酵素である HMGCoA 還元酵素の阻害剤服⽤時では⾎漿の総 CoQ10値は健常者
よりも低値を⽰す．さらに，インシュリン⾮依存性の糖尿病，肝硬変，フェニルケトン尿
症，β-タラセニア，パーキンソン症候群，A 群⾊素性乾⽪症の患者も⾎漿総 CoQ₁₀値の
低下を⽰す．⼀⽅，⿂や海洋性哺乳類を主⾷とする特徴的な⾷⽣活を送るエスキモーは⽇
本⼈などの健常者群よりも⾼い⾎漿値を⽰す．⾼コレステロール⾎症では健常者より⾼
く，⾎漿中 CoQ10値とコレステロール値とは正の相関を⽰す．これらは⽣体内の CoQ10
が，⽣合成由来の内因性と⾷事由来の外因性 CoQ10 の両者により充⾜されていることを
⽰唆する．成⼈性呼吸窮迫症候群の患者では⾎漿  CoQH₂含量が健常⼈と⽐較して有意に
低く，アルツハイマー病患者の脳内は，あらゆる部分で健常⼈より CoQ10含量が⾼いと
いう．⽣体内の総 CoQ10値と CoQ10H₂値の⽐は酸化ストレス評価の指標として利⽤され
ている．肝炎，肝硬変，肝癌患者，仮死状態で⽣まれてきた新⽣児は,⾎漿中の総 CoQ10
値に対する CoQ10値の⽐が上昇する．酸化ストレスが関与する可能性の⾼い疾患では酸
素ラジカルを補⾜するために CoQ10H₂が消費され，⾎漿中に占める CoQ値が低下したと
考えられている．このように，各種疾患と CoQ10含量との関係が次第に明らかになりつ
つある． 
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Fig. 4 加齢に伴う CoQ10 量の変化(21) 
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1-3-4 CoQ ⽋損症 
既述したように⽣命維持にコエンザイム Q は必要不可⽋な物質である．しかしながら，

加齢や様々な疾病で後天的に減少していくが，CoQ ⽣合成酵素の遺伝⼦変異によって
CoQ10 を⼗分に合成できずに CoQ ⽋乏症のような症状が現れるたり重篤な病気を引き起
こすことが近年の研究により明らかにされている．1989年にOgasahara らが世界で初めて
CoQ ⽋損症を報告したが当時は原因遺伝⼦の特定にまでは⾄らなかった(22)．CoQ ⽣合成
遺伝⼦の変異が病気とかかわる例として最初に発⾒されたのは 2006 年の Lopez らによる
PDSS2 変異の発⾒である(23)．この発⾒以来，7 種の CoQ ⽣合成酵素遺伝⼦変異による症
例が報告されており，神経疾患や，運動障害など様々な報告例がある．2013年には，神経
疾患の⼀種である多系統萎縮症の原因として COQ2遺伝⼦の変異が関与していることが報
告された(24)この症例では，リンパ球レベルの CoQ10では⼤きな低下が⾒られないが，脳で
は顕著に低下していることが報告されている． 
 CoQ ⽋損症の中で共通にみられる症状としては，脳筋症，⼩脳性運動失調症，ステロイ
ド耐性ネフローゼ症候群などがある．脳筋症とは，ミトコンドリア病の⼀種で CoQ10 の合
成量が低いことで脳や筋⾁に⼗分なエネルギーを供給できずに起こる運動異常や脳卒中な
どの症状を指す．⼩脳性運動失調症は，⾔葉のもつれ，めまい，歩⾏時のふらつきなどの症
状である．ネフローゼ症候群とは，多量のタンパク質が尿中に排泄される結果，低タンパク
⾎症とむくみが⾒られる腎臓病である．PDSS2遺伝⼦変異患者の症例では， リー症候群を
発症した患者がいる．歩⾏反応がなく，脳の萎縮が認められ，乳児期に発症するミトコンド
リア病の 1種である．5 か⽉の⼩児の事例で，筋⾁反射が低下し，脳幹部に左右対称性の壊
死性病変が認められた．この患者に対し，1 ⽇ 50 mgの CoQ10 を投与したところ残念なが
ら効果は認められず，8 か⽉で死亡したが，1 ⽇ 300 mg投与した患者では，顕著に症状が
回復したという報告例がある．このように，CoQ ⽋損症患者に CoQ10 を投与した場合，効
果が認められる場合とそうでない場合が両⽅報告されている(25)．適切な時期に，必要量が
はっきりとしていなかったことがうまく効果が出なかった結果ではないかと考えられてい
る． 
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1-4 プロサポシン(Psap) 
Psap は神経保護作⽤，あるいは神経再⽣を促す機能蛋⽩質であることが⽰唆され，Psap の
重要性はまだ明らかでない部分も多くあるが，神経系の発達に重要な機能を果たしている
ことが⽰唆されている(26)． 
ヒト Psap の存在は，Wenger らにより，培養ヒト繊維芽細胞の Saposin Ｂと C の⽣合成
における実験から推定された(27)． 
Psap は SaposinA，SaposinB，SaposinC，SaposinD の前躯体蛋⽩質である．ヒト Psap は，
細胞内では主に 68 kDa，細胞外では 73 kDa の 2つの形態で存在し，524 個のアミノ酸残
基からなる．Psap の構造を以下に⽰す．Psap上に SaposinA，SaposinB，SaposinC，SaposinD 
の 4 つの成熟 Saposin ドメインを持つ．Psap では mRNA の情報に基づきリボソームで
合成される．次に⼩胞体，ゴルジ体間で糖鎖付加を受け，68 kDa と 73 kDa の Psapが合
成される．68 kDa の Psap はリソソームに送られた後，タンパク質のプロセッシングを受
け， SaposinA，B，C，D の 4 つの Saposin 同位体が産⽣される．動物組織には成熟体 
Saposin の前躯体サポシンの前躯体として，体液中の分泌蛋⽩質，細胞膜の構成成分として 
3 つの Psap プールが存在する．Psap は，脳と精巣で濃度が最も⾼く，次いで腎臓，脾臓，
そして肝臓と⾼い．上記の組織に加えて⾻格筋，⼼臓，そして⾎⼩板にも Psap が存在して
いることが明らかにされている(28)． 
当研究室では以前に, ヒト細胞において CoQ10が少なくともある程度は Saposin B および
その前駆体である Psap と結合することを報告した.(29)  Psap は⾮常に保存された多機能糖
タンパク質で, Saposin A, B, C およびDとして知られる 4つの⼩さなスフィンゴ脂質活性
化タンパク質のリソソーム前駆体である. これら 4つのサポシンは相同性があり, 6 つの保
存されたシステインと 1つの共通のグリコシル化部位を持つ.(30) 成熟 Saposin は, 様々なス
フィンゴ脂質やセラミドの代謝に関与するいくつかのリソソーム加⽔分解酵素を活性化す
る. HepG2 細胞や Caco-2 細胞で Psap を⽋損させると CoQ10 の細胞内濃度が低下す
ることが報告されている(31, 32). 
Psap とその由来タンパク質であるサポシン A-D はスフィンゴ脂質の代謝に関与してい
る.(33) Psap はスフィンゴ糖脂質レベルを正常に保つために重要である(30, 34). スフィンゴ糖
脂質は細胞間シグナル(35), 接着(36), 増殖(37), 分化に関与する(38). 従ってスフィンゴ糖脂質
レベルを正常に保つことが重要であると考えられる. 
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1-5 ミトコンドリア 
ミトコンドリアは，真核細胞中に存在する細胞⼩器官の１つである． 

ミトコンドリアは外膜と内膜の⼆重膜構造となっており，膜上には様々なタンパク質を有
している．ミトコンドリアは多くの重要な細胞代謝に関与しており，その中でも電⼦伝達系
でのエネルギー産⽣が最も重要である． 
 
1-5-1 ミトコンドリア電⼦伝達系と酸化的リン酸化による ATP 産⽣ 

解糖系やクエン酸回路で⽣じた NADH や FADH₂の⽔素はミトコンドリアで最終的に酸
素と結合して H₂O になる．この時⽣じる莫⼤なエネルギーを利⽤して ATP を⽣成するの
が電⼦伝達系と酸化的リン酸化である．電⼦伝達系は呼吸鎖とも呼ばれており，ミトコンド
リアの内膜に存在している．電⼦伝達系は電⼦（e-）に対する親和性を上昇させる⼿段とし
てミトコンドリア内膜に並んだ⼀連の電⼦キャリアであり，還元型補酵素(NADH,FADH₂）
からの電⼦を移動させる．この過程で，⾃由エネルギーが放出され，エネルギーは酸化的リ
ン酸化という過程により ATP ⽣成に使われる． 

電⼦伝達系は以下の成分で構成されている． 
1）いくつかのタンパク質と補⽋分⼦族からなる 4つの複合体 I-Ⅳ 
2）ミトコンドリア内膜を⾃由に移動できる CoQ 
3）内膜外側でリン脂質のカルジオリピンに緩く結合しているが，⾃由に動けるシトクロム 
c（Cyt c）． 

複合体タンパク質は貫通型の膜タンパク質であり，通常は，膜の決まった位置に存在して
いると⾔われている．還元型補酵素（NADH，FADH₂）から放出される電⼦はエネルギー
を持っており，内膜上の電⼦伝達系を移動する間に⾃由エネルギーを放出する．電⼦伝達系
のキャリアは酸化還元電位が増加する順に並んでおり，電⼦は酸化還元電位が低いところ
から⾼いところに流れ，エネルギーを消失する．電⼦伝達系には 3 カ所の⼤きな⾃由エネ
ルギーの放出部位が存在する（複合体 I， Ⅲ， Ⅳ）．放出されたエネルギーを利⽤してプ
ロトン（⽔素イオン：H+） がミトコンドリアマトリックスから膜間腔（ミトコンドリアの
内膜と外膜の間）に汲み出される（すなわち，電⼦伝達系は電⼦キャリアとプロトンポンプ
の 2 つの役割を担っている）．膜間腔はプロトンが貯まってくることでプラス（＋）に帯電
し，反対にマトリックス はマイナス（−）に帯電するので電位差が⽣じる．また，膜間腔
の pH は酸性に傾き，マトリックスの pH はアルカリ性に傾く．これをプロトン濃度勾配
と呼び，電位差やプロトン濃度勾配という電気化学的な不均衡が内膜をはさんで⽣じるこ
とで，ある種の緊張状態が⽣まれる（プロトン駆動⼒）．この緊張状態を均⼀状態にするた
めに，プロトンが内膜に存在する ATP 合成酵素（ATP シンターゼ：複合体 V と呼ばれる
こともある）のチャネル部分を通って，膜間腔からマトリックスに流出する．ATP 合成酵
素は酵素の中をプロトンが通る勢いを利⽤してアデノシン⼆リン酸（ADP）とリン酸から 
ATP を合成する．電⼦伝達系の酸化（還元）反応によって⽣じたエネルギーを利⽤して，
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ADP とリン酸から ATP が合成されるので，この過程を酸化的リン酸化という．すなわち，
電⼦伝達に共役した ATP ⽣成である．この仕組みは，よくダムに貯められた⽔の⽔圧の勾
配を利⽤して発電機を回し電気を作る⽔⼒発電に例えられる．  
では，どれ位の ATPが産⽣されるのであろうか．電⼦伝達系で酸素原⼦ 1個（1/2 O₂）

を還元するには 2 個の電⼦（電⼦ 1 対）が必要で，⼤きな⾃由エネルギー放出部位である
複合体 I， Ⅲ， Ⅳを通過する電⼦ 1 対ごとに，複合体 Iでは 4 個，複合体 Ⅲでは 4 個，
複合体 Ⅳでは 2 個のプロトンが膜間腔へ輸送される．すなわち，NADH からは，これら
の複合体を伝って電⼦ 1 対が酸素に渡る間に全部で 10 個のプロトンが内膜を横断する．
FADH₂ からは，複合体 I を通らないので全部で 6 個のプロトンが内膜 を横断する．ATP 
合成酵素が 1 分⼦の ATP を⽣成する反応には約３個のプロトンが膜間腔からマトリッ
クスへの流⼊が必要で，さらに，内膜を横切ってリン酸，ADP，ATP を輸送するためにも
う 1 個のプロトンの流⼊が必要である．従って，1 分⼦の NADH からは 2.5 分⼦（10/4 
= 2.5）の ATP が⽣成され，1 分⼦の FADH₂からは 1.5 分⼦（6/4 = 1.5）の ATPが⽣
成される．最も重要な燃料分⼦であるグルコース 1 分⼦が好気呼吸で完全酸化された場合
に得られる ATP は 30 または 32 分⼦である．そのうち酸化的リン酸化で得られる ATP 
は 26 または 28 分⼦と好気呼吸で得られる総エネルギーの約 87%を占めており，このシ
ステムが⽣命活動にとっていかに⼤切かが分かる．ちなみに嫌気呼吸で得られる ATP はグ
ルコース 1 分⼦当たり 2 分⼦であり，好気呼吸は嫌気呼吸の実に 15〜16 倍の ATP を
産⽣できる． CoQ はタンパク質に結合していない電⼦キャリアで，脂質であるためミトコ
ンドリア内膜の疎⽔性内部に溶け込んで⾃由に動き回ることができ，2 個の電⼦と 2 個の
プロトンの受け渡しを⾏う．具体的には，複合体 I により NADH から，複合体 Ⅱにより 
FADH₂ からそれぞれ 2 個の電⼦を受け取る．2 個の電⼦と 2 個のプロトンを受け取り
還元型になった還元型 CoQ（CoQH₂）は複合体 Ⅲに電⼦を渡し，酸化型の CoQ に戻る．
すなわち，CoQ はミトコンドリア内膜内において複合体 I あるいは複合体 Ⅱ と複合体 
Ⅲ の間を⾏き来する（⾃由拡散モデル）として⼀般的に認められているが，後述する呼吸
鎖超複合体という概念もある．複合体 Ⅲでは 4 個のプロトンがマトリックスから膜間腔
へ汲み出されるが，この汲み出しは Q サイクルというメカニズムで⾏われ，CoQが重要な
役割を果たしている． 電⼦伝達系のもう⼀つの可動性構成成分である Cyt cはヘム鉄タン
パク質であり，補⽋分⼦としてヘムを持ち，1 個の電⼦の受け渡しをする．Cyt c は CoQH
₂ から複合体 Ⅲが受け取った 2 個の電⼦を 1 個ずつ 2 回に分けて渡され，その電⼦を 
1 個ずつ複合体 Ⅳ に渡し，酸素原⼦（1/2 O₂）を H₂Oに還元する．しかし，実際には酸
素は酸 素分⼦(O₂）として存在しているため，O₂を完全に還元して 2H₂Oにするためには
電⼦伝達系に⼊る初めの NADHあるいは FADH₂が 2 分⼦必要となる． 
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1-5-2 電⼦伝達系複合体 
複合体 I (Complex I) (39) 

複合体 I（NADH-CoQ オキシドレダクターゼまたは NADH デヒドロゲナーゼ複合体）
は L字型をした電⼦伝達系の中では⼀番⼤きく，また極めて複雑な酵素であり， NADH か
ら CoQ への 2 電⼦伝達を触媒する．まず NADH がフラビンモノヌクレオチド（FMN）
を FMNH₂に還元する．FMNH2 は 2 個の電⼦を⼀つずつ次の酸化剤である鉄̶硫⻩（Fe-
S）クラスターに渡し，最終的に電⼦は CoQ に渡される．従って，FMN は NADH が関
与するデヒドロゲナーゼの 2 電⼦転移反応を，これ以降の電⼦伝達系の 1 電⼦転移反応に
切り替える変換器の役割を果たす．電⼦の輸送は，ミトコンドリ アのマトリックスから内
膜を貫通して膜間腔へと移動するプロトンの動きと連動している．最終的に 4 個のプロト
ンが膜間腔に移動する．プロトンが内膜を通過する機構はまだ正確には明らかにされてい
ないが，原核細胞の複合体 I の構造解析によると， 電⼦伝達に連動して内膜内に存在する
複合体 I の疎⽔性ドメインの構造変化が起こり，同部をプロトンが通過できるようになる
ことが推察されている． 
 
複合体 II (Complex II) (39) 
 複合体Ⅱ（コハク酸-CoQ オキシドレダクターゼまたはコハク酸デヒドロゲナーゼ複合体）
は，クエン酸回路の酵素であるコハク酸デヒドロゲナーゼと Fe-Sタンパク質からできてい
る．全体の形はキノコに似ており，コハク酸をフマル酸に酸化する過程で，2個の電⼦と 2
個のプロトンが FAD に渡され，FADH₂になる．FADH₂は Fe-S 中⼼を介して電⼦を CoQ
に伝える．複合体Ⅱが触媒する反応で解放される⾃由エネルギーは⼩さいため内膜を介し
てプロトンを汲みだすことができず，この複合体はミトコンドリア内膜を介したプロトン
濃度勾配の形成に直接は貢献しない． 複合体Ⅱだけでなくその他のミトコンドリアのフラ
ビンタンパク質も CoQ に電⼦を伝える．フラビンタンパク質であるグリセロール-3-リン
酸デヒドロゲナーゼは内膜の膜間腔側に存在し，電⼦を直接 CoQ に伝達する．  

グリセロール-3-リン酸デヒドロゲナーゼは，細胞質の NADH から電⼦伝達系への還元
等量のシャトリングに重要な役割を果たす（グリセロールーリン酸シャトルで，細胞質の
NADH の還元等量はミトコンドリアでは FADH₂ のそれに変えられる．このシャトルを利
⽤した場合，好気呼吸ではグルコース 1 分⼦から 30 分⼦の ATP が⽣成する．細胞質の 
NADH をミトコンドリアでも NADH として移動させるリンゴ酸̶アスパラギン酸シャト
ルを利⽤した場合はグルコース 1 分⼦から 32 分⼦の ATPが産⽣される）．同じくフラビン
タンパク質であるアシル-CoA デヒドロゲナーゼは脂肪酸のβ酸化の第⼀段階を触媒し，脂
肪酸アシル-CoA から FADへ電⼦を伝達する．それから，Electron Transferring Flavoprotein 
(ETF)， ETF-CoQ オキシドレダクターゼを経て CoQ に電⼦は渡される． 
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複合体 Ⅲ(Complex Ⅲ) (39) 
 複合体 Ⅲ(CoQH2-Cyt c オキシドレダクターゼまたはシトクロム bc1 複合体）は，
CoQH₂ から Cyt c へ電⼦を伝える．複合体 Ⅲは 2 つの b 型シトクロム（Cyt bL， Cyt 
bH），1つの Cyt c1 および 1つの Fe-S 中⼼を含むことからシトクロム bc1 複合体と呼ば
れる．CoQ は上述したように，内膜内において複合体 I あるいは複合体Ⅱと複合体Ⅲの間
を⾏き来する．複合体Ⅲでは，Q サイクルにより，2 分⼦の CoQH₂が酸化され，1 分⼦の
CoQH₂が⽣じる．この間に膜の外側に出ている複合体Ⅲの先端部に結合する Cyt cの 2 分
⼦が還元され，4 分⼦のプロトンが膜間腔に放出される．従って，複合体 Ⅲ は電⼦伝達系
のハブとして働き，複合体 Iと複合体Ⅱから複合体Ⅳへの電⼦の橋渡しをする． 
 
複合体 IV (Complex IV) (39) 
 複合体 Ⅳ（シトクロム c オキシダーゼ）は複合体Ⅲを介して CoQH₂から Cyt c へ渡さ
れた電⼦を電⼦の最終受容体である酸素に渡す．O₂は 4 電⼦還元されて H₂O になる．前
述したように CoQH₂の 1 分⼦から Cyt c へは 2個の電⼦が伝えられるので（Cyt c は 1 電
⼦伝達体なので 2 分⼦必要），O₂を 2H₂O にするためには CoQH₂の 2 分⼦から 4個の電
⼦が Cyt c に伝達されなければならない．Cyt cの電⼦をO₂に渡す複合体 Ⅳは膜貫通型の
タンパク質複合体で，Cyt a，a3 のヘム鉄原⼦に加えて，さらに 2つの銅原⼦を含む．1つ
⽬の銅原⼦ CuA は Cyt a の鉄原⼦から少しだけ離れて存在している．Cyt a3 の鉄原⼦は
CuB と呼ばれるもう⼀つの銅原⼦と密接に結合しており，これらがO₂を還元する活性部位
である．1 分⼦の NADH から 2個の電⼦が酸素に伝わり，さらにもう 1 分⼦の NADH か
ら 2個の電⼦が伝わり，O₂は 2H₂Oになる．マトリックスから取り込まれる 4個のプロト
ンはシトクロム c オキシダーゼによってO₂が H₂Oに完全に還元されるときに消費される．
このプロトンを substrate protons と呼ぶ．⼀⽅，別の 4個のプロトンは内膜を通過して移
動する．このプロトンを pumped protons と呼ぶ．上述したように NADHあるいは FADH
₂の 2 分⼦を消費して 4 個のプロトンが膜間腔に移動する．すなわち 1 分⼦当たりでは 2個
のプロトンしか移動しないことに注意しなければならない． 
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1-5-3 ミトコンドリア呼吸鎖超複合体 
前項では教科書に記載されているレベルの知識を概説したが，電⼦伝達系の⾃由拡散モ

デル以外に，呼吸鎖超複合体（Supercomplexあるいはレスピラソーム）という概念が提唱
されている．これはミトコンドリア内膜複合体が従来は独⽴して存在し機能しているとさ
れていたのに対して，いくつかの複合体が内膜内で互いに結合して超複合体という集合体
を作り機能するというものである．呼吸鎖超複合体に含まれる複合体はプロトンポンプ機
能を持つ 3つの複合体（I，Ⅲ，Ⅳ）であり，現在の研究結果では複合体Ⅱが含まれる可能
性は極めて低い(40)．NADH から酸素への電⼦伝達に必要な還元酵素を全て含む呼吸鎖超複
合体（複合体 I と Ⅳは単量体で複合体 Ⅲ は 2 量体：I₁+ Ⅲ₂ + Ⅳ₁）がウシの⼼筋ミト
コンドリアから分離されている(41)．他には酵⺟のミトコンドリアから呼吸鎖超複合体（Ⅲ₂
+ Ⅳ₁，Ⅲ₂ + Ⅳ₂）(42)が，また植物のミトコンドリアから I₁ + Ⅲ₂の呼吸鎖超複合体が分
離されている(43)．これらの呼吸鎖超複合体構造が電⼦伝達にとって有利に働くのか，ある
いは機能的な役割ではなく単に複合体の構造的安定性のために必要なものなのかが問題に
なっている．呼吸鎖超複合体を形成することによって基質チャネリング（substrate 
channelling）という機能が獲得される可能性が⽰唆されている(40)．基質チャネリングは連
続する反応を触媒する 2 酵素の活性部位間を反応中間体が直接移動するもので，電⼦伝達
系においては，連結した 2 つの複合体間を電⼦が直接的に移動することを意味し，より効
果的に電⼦伝達が⾏われるものと考えられる．従って，CoQ や Cyt c などの電⼦伝達系の
可動性構成要素は，2つの連結する複合体（CoQ の場合は複合体 Iと複合体Ⅲ，Cyt cの場
合は複合体Ⅲと複合体Ⅳ）の接合部分に埋め込まれていると考えられている．ウシの⼼筋ミ
トコンドリアから単離，精製した超複合体（I₁ + Ⅲ₂ + Ⅳ₁）にはリン脂質が結合しており，
特にカルジオリピンが多く存在すること，また Cyt cが結合していること，そして少なくと
も CoQH₂が 1 分⼦存在することが報告されている(41)．ミトコンドリア内膜のカルジオリピ
ン量が減少すると呼吸鎖超複合体の形成，安定性や機能に⼤きな影響が出ることも⽰唆さ
れている(44)．呼吸鎖超複合体で複合体 I と結合した複合体Ⅲは専ら NADH の酸化を⾏い，
遊離の CoQ（いわゆる CoQ プールに存在し⾃由に動き回れる）を介して複合体Ⅱからの電
⼦を受け取ることが想定されている(40)．呼吸鎖超複合体（I + Ⅲ + Ⅳ， I + Ⅲ）は複合体
Iによる活性酸素（ROS）の過剰産⽣を抑制する役割を果たしていることが⽰されている(40) 
(44)．呼吸鎖超複合体は複合体 Iの安定性に必要で，それにより ROS産⽣が抑制される． 
SCAF1 (Super Complex Assembly Factor 1)というタンパク質が複合体 Ⅲと複合体Ⅳの
安定した相互作⽤に必要であることが報告されている(45)．また，飢餓状態によりエネルギ
ー燃料分⼦がグルコースから脂肪酸に変わった場合，複合体 I を含む呼吸鎖超複合体のレ
ベルが減少することが⽰されている(45)．これは，脂肪酸の酸化で⽣じる FADH₂ からの電
⼦を受け取りやすくするために遊離の複合体Ⅲを多くする⽣体反応と考えられ，利⽤でき
る燃料分⼦の変化に適応するためにミトコンドリア呼吸鎖超複合体が変化することが明ら
かにされた． 
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1-6 本研究の⽬的・意義 
 ミトコンドリア電⼦伝達系タンパク質群は，呼吸鎖超複合体を形成しており，内部に
CoQ10 やシトクロム Cが含まれている．つまり，呼吸鎖超複合体に含まれる CoQ10こそ
が電⼦伝達を担う CoQ10であると考えられる． 

加齢に伴い組織中の CoQ10 量が低下することが報告されている．しかしながら，これら
のデータは細胞レベルや細胞⼩器官レベルトータルの CoQ10 量を解析したデータであり，
ミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の変動については不明である．加齢に伴い⽣
体内濃度が低下する CoQ10 は⾷事やサプリメントでの摂取が推奨されている．ラットに静
脈投与した CoQ10が細胞⼩器官に取り込まれ，ミトコンドリアに取り込まれることが報告
されている．しかしながら，これらのデータもミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10
量の変動については不明である． 

⽣体内における CoQ10 の輸送機序も不明な点が多く残されている．脂溶性である CoQ10
の細胞内外への輸送には可溶化する結合タンパク質が必須である．そこで注⽬されている
のが，Psap である．Psap は既に CoQ10 結合タンパク質として⾒出されている．Psap は
Saposin A, B, C, Dの前駆体タンパク質であり，Saposin Bも CoQ10 結合能を有することが
⾒出されている．Psap 発現量を低下させた細胞株では，細胞内及びミトコンドリア内
CoQ10 量が低下することが報告されている．しかしながら，加齢による⻑期の CoQ10 量
低下状態がプロサポシンの合成量にどのように影響するかは不明である． 

そこで本論⽂では，まずミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の測定⼿法を確⽴
した. 次に細胞内 CoQ10 量変動時の呼吸鎖超複合体内の CoQ10 量がどのように変動する
のかを解析した．また，⻑期間 CoQ10 量を低下させることにより Psap タンパク質量の挙
動の解析を通じて，ミトコンドリア電⼦伝達系への CoQ10 量輸送機序の解明を試みた．  
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第２章 ミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量定量⼿法の確⽴ 
 
2-1 概要 

ミトコンドリア電⼦伝達系タンパク質群は，独⽴して存在するのではなく呼吸鎖超複合
体を形成していることが報告されている．電⼦伝達系に含まれる必須因⼦としてコエンザ
イム Q10(CoQ10)が存在しており，ミトコンドリア呼吸鎖超複合体中に CoQ10 が含まれ
ていることも報告されている．CoQ10 はミトコンドリア内膜にのみ局在するのではなく，
核膜，形質膜など，⽣体内にユビキタスに存在している脂溶性物質であり，その還元型は抗
酸化物質としても重要である．加齢に伴い組織中の CoQ10 量が低下することが報告されて
いる．しかしながら，これらのデータは細胞レベルや細胞⼩器官レベルトータルの CoQ10
量を解析したデータであり，ミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の変動について
は不明である．加齢に伴い⽣体内濃度が低下する CoQ10 は⾷事やサプリメントでの摂取が
推奨されている．ラットに静脈投与した CoQ10が細胞⼩器官に取り込まれ，ミトコンドリ
アに取り込まれることが報告されている．しかしながら，これらのデータもミトコンドリア
呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の変動については不明である．本章では，まずミトコンドリ
ア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の測定⼿法を確⽴した.次に細胞内 CoQ10 量変動時の呼吸
鎖超複合体内の CoQ10 量がどのように変動するのかを解析した． 
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2-2  序論 
Schägger らが開発したブルーネイティブ電気泳動法は，およそ 2000kDa の呼吸鎖超複合

体の分離，可視化，同定を可能にした(46-48)．当初は界⾯活性剤による可溶化産物であるとい
う批判的な議論がされてきたが，その後の研究により，哺乳類の呼吸鎖複合体には１単位の
複合体 I，2 単位の複合体Ⅲ，1 単位の複合体Ⅳが含まれていることが⽰され(49)，Rieger ら
は CoxVIIIa を⽤いた GFP よる画像化に成功した(50)．呼吸鎖超複合体発⾒後，その機能的
役割や，意義が証明されている．機能的な利点として基質チャネリング(51, 52)や ROS⽣成の
予防や呼吸活性の安定性(53) (54)などが証明されている．電⼦伝達系の補因⼦である CoQ10
やシトクロム Cも呼吸鎖超複合体に含まれていることが報告されている(55)． 
CoQ10 はミトコンドリアの電⼦伝達鎖の重要な構成要素であり(1) , その還元体であるユビ
キノールは最も重要な脂溶性抗酸化物質の⼀つである(56)．加齢や様々な疾病で⽣体内濃度
が減少する(21, 57)． しかしながら，これらのデータは細胞レベルや細胞⼩器官レベルトータ
ルの CoQ10 量を解析したデータであり，ミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の
変動については不明である．加齢に伴い⽣体内濃度が低下する CoQ10 は⾷事やサプリメン
トでの摂取が推奨されている．ラットに静脈投与した CoQ10 が細胞⼩器官に取り込まれ，
ミトコンドリアに取り込まれることが報告されている(58)．しかしながら，これらのデータ
もミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の変動については不明である． 

そこで本研究では，ミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量測定⼿法の確⽴を⾏い，
⼈為的に細胞内 CoQ10 量が変動した際の呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量を解析した． 
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2-3  試薬・実験⼿法 
 
2-3-1  HepG2 細胞の培養 

HepG2 細胞は, 10 ％ウシ胎児⾎清（HyClone, Thermo Scientific, MA, USA）, 100 
units/ml penicillin, 100 μg/mL streptomycin を添加した Dulbeccoʼs MEM (Sigma, St. 
Louis, MO, USA)で 37℃ , 5 ％CO2 と 95 ％空気の加湿環境下で培養した. 
 
2-3-2  4-NB 投与実験 

4-NB (Wako, Japan) は DMSO に溶解して使⽤した. 1, 3, 5 mMの 4-NBで処理し, 72 
時間投与した．細胞を回収して CoQ10 量の定量もしくは，ミトコンドリアの単離を⾏った. 
単離したミトコンドリア中の CoQ10 量も定量した．対照細胞は, 対応する濃度の DMSO
とともに培養した. 4-NB 処理細胞と対照細胞は，同じ処理時間で培養した. これらの期間
において, DMSO 処理した対照細胞では, 肥⼤などの形態的な変化が⾒られなかったこと
に留意されたい.  
 
2-3-3 CoQ10 投与実験 
⽔溶化 CoQ10 を培養液中に溶解して投与した．1 , 10μMの CoQ10 で処理し 72時間投

与した．細胞中もしくは，ミトコンドリア中の CoQ10 量の定量を⾏った. さらに界⾯活性
剤で可溶化したミトコンドリアサンプルをブルーネイティブ電気泳動し，分画したゲル中
の CoQ10 量も定量した． 
 
2-3-4 HepG2 細胞からミトコンドリア単離 

ミトコンドリアの単離は Wallace の⽅法によって⾏った(59)．簡単に⾔えば，細胞を単離
バッファー（210 mMマンニトール，70 mMスクロース，0.1 mM EDTA，0.5%BSA（脂
肪酸フリー），5 mM HEPES，pH 7.2）中に回収した．次に，この懸濁液をガラスホモジナ
イザーで破砕し，1,000×gで 10 分間遠⼼分離した．上清を回収し，8,500×g、4℃で 15 分
間遠⼼分離し，ペレットをミトコンドリア画分とした． 
また，Rebeca  の⽅法によってミトコンドリア膜可溶化物を得た(55)．すなわち，HepG2

細胞から得たミトコンドリアペレットを適当量の PBSに懸濁し，界⾯活性剤を加えて膜タ
ンパク質を可溶化し，氷上で 5 分間インキュベートした．20,000×g で 30 分間遠⼼分離後，
上清を回収し，1M 6-アミオヘキサン酸中の 5% Serva Blue G ⾊素を等量加えた．ミトコン
ドリアの可溶化には以下の界⾯活性剤を⽤いた：14g/g protein Dodecilmaltoside（DDM），
6 g/g protein ジギトニン（DIG）.  
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2-3-5 BN-PAGE 
ブルーネイティブ電気泳動は既報(46)に従い，若⼲の修正を加えて⾏なった．簡単に⾔え
ば，界⾯活性剤で可溶化したミトコンドリアサンプルを 2~15 %グラジェントゲルに 30 μ
gアプライし，電気泳動して呼吸鎖超複合体を分離した．電気泳動後，ゲルの半分を複合体
の検出に使⽤した．もう⼀⽅は，ゲルを 3 mm毎もしくは，wellを除いた 3 mm~27 mmと
27~60 mmに分画してヘキサン抽出を⾏なった． 
 
2-3-6  ウェスタンブロッティング 

ウェスタンブロッティング解析は, 既報(46)に従い，若⼲の修正を加えて⾏なった．簡単に
⾔えば，ミトコンドリアサンプルをブルーネイティブ電気泳動したゲルを変性緩衝液(192 
mM Glysine, 25 mM Tris-HCl, 5 mM メルカプトエタノール, 4 %(w/v) SDS)に 30 分間浸
した後, 転写緩衝液(192 mM Glysine, 25 mM Tris-HCl, 15 %(v/v)メタノール)に 5 分間浸
してゲルを平衡化した．平衡化後，タンパク質を PVDF膜に転写した. PVDF膜はマウス抗
各複合体 IgG と共に室温で 1 時間インキュベートした. タンパク質は⻄洋わさびペルオキ
シダーゼ標識⼆次抗体 (Bio-Rad Japan, Tokyo, Japan) を⽤いて室温で 1 時間検出した. 
EzWestBlue (#AE-1490; ATTO, Tokyo, Japan) を⽤いてタンパク質バンドを室温で 5 分間
可視化し, GNU Image Manipulation Program 2.8 によって画像化した. 
 
2-3-7 ゲル内酵素活性染⾊法 
各複合体の検出は既報(46)に従って⾏なった．複合体検出溶液(複合体 I : 0.1 mg/mL 

NADH , 2.5 mg/mL Nitro blue tetrazolium, 5 mM Tris-HCl , 複合体 Ⅲ : 2.0 mg/mL 3,3'-
Diaminobenzidine , 50 mM リン酸緩衝液 , 複合体 Ⅳ : 5 mM シトクロム C , 2.0 mg/mL 
3,3'-Diaminobenzidine , 50 mM リン酸緩衝液)にゲルを浸して⼀晩発⾊させた． 
 
2-3-8 ヘキサン抽出 

3 mmもしくは，上下に分画されたゲルを PBS : Methanol : Hexane=1 : 5 : 10(v/v/v)溶液
内でビーズクラッシュ(3200 r/min)した．ゲル粉砕後，遠⼼分離(4 ℃, 3000×g , 5 min)に
よりヘキサン層を分離して回収した．回収したヘキサンを窒素ガスで揮発させ，100μLの
イソプロピルアルコール(IPA)を懸濁し CoQ10 分析サンプルとした． 
 
2-3-9  CoQ10 および遊離コレステロールの分析 

CoQ10 と遊離コレステロール(FC)の細胞内濃度は,若⼲の修正を加えて HPLC で測定し
た.(60, 61)  2 本の分離カラム (Ascentis® C8, 5 µm, 250 mm × 4.6 mm i.d. and Supelcosil™ 
LC-18, 3 µm, 5 cm × 4.6 mm i.d.; Supelco Japan, Tokyo, Japan) と還元カラム (RC-10, 15 
mm × 4 mm i.d.; IRICA, Kyoto, Japan) を使⽤した. 移動相は 50 mM NaClO4 in methanol/ 
IPA (85/15, v/v)とし，0.8 mL/min の流速で供給した. カラムは 25 ℃に保たれた.  
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2-4 結果 
2-4-1 BN-PAGE による呼吸鎖超複合体の分離と CoQ10 抽出⼿法 
 

HepG2 細胞から抽出したミトコンドリアサンプルは，界⾯活性剤により可溶化した．可
溶化したミトコンドリアサンプルは，Fig. 5A に⽰すように BN-PAGE によりミトコンドリ
ア呼吸鎖超複合体を分離した．分離後，ゲルを半分に切り出し⼀⽅はミトコンドリア呼吸鎖
超複合体の検出に⽤いた．もう⼀⽅は，ゲルを 3 mm毎に切り出しヘキサンにより CoQ10
を抽出した．抽出した CoQ10 は HPLC-ECDを⽤いて解析した．まず，ゲルの半分を使⽤
してミトコンドリア呼吸鎖複合体 I，III, IVを In-gel assayを⽤いて検出した(Fig. 5B).複合
体 Iと IVを電気泳動度 1.0 cmに検出した．この結果から，ミトコンドリア呼吸鎖超複合体
が電気泳動度 1.0 cm付近に検出されることが⽰唆された．また，ゲルの下部の発⾊は，複
合体 Iの活性を阻害するロテノン共存下でも発⾊することから，複合体 I以外のタンパク質
によるものであることが報告されている(55)．呼吸鎖超複合体の確認を⾏うために，ウェス
タンブロットによる解析も⾏った(Fig. 5C)．解析の結果より，複合体 I, III, IVが電気泳動
度 1.0 cm付近に検出されることがわかった．したがって，ミトコンドリア呼吸鎖超複合体
が電気泳動度 1.0 cm付近に検出されることが⽰唆された． 

Fig. 5Dには，ゲル分画中の CoQ10 量を測定する⼿法のフローを⽰した．具体的には，
3 mm毎に分画したゲルからヘキサンを⽤いて CoQ10 を抽出し，HPLC-ECDにて測定を
⾏った．もう⼀⽅のゲルを 3 mmのスライスに切り出し, 各スライスに含まれる CoQ10 を
ヘキサンで抽出した. 得られた試料を HPLC-ECD システムで測定し, Fig. 5D に特徴的な
クロマトグラムを⽰したが, これは上から 12-15 mm のゲル画分のヘキサン抽出物を
HPLC-ECDで分析した結果である. 
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Fig. 5  BN-PAGE workflow : ミトコンドリアタンパク質と CoQ10 の検出  
(A) BN-PAGE のワークフロー. 電気泳動後, ゲルを2 分割し, ⼀⽅はタンパク質検出⽤, も
う⼀⽅は CoQ10 定量⽤に使⽤した． 

(B) In-gel activity assayによる各複合体の検出 
(C) ウェスタンブロットによる各複合体の検出 
(D) ゲルからの CoQ10 抽出⽅法と HPLC-ECD分析結果の⼀例のクロマトグラムのイメー
ジ図 
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2-4-2 ミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の測定 
 
2-4-1 に⽰した⼿法を⽤いてゲル画分の CoQ10 含量を分析し, その結果をプロットした. 
その結果を Fig. 6B に⽰す. Fig. 6A には, 参考のため, 泳動後のゲルを並べて⽰した. well
（0-3mm 画分の電気泳動移動度）において, CoQ10 が検出された. また, 分析したすべて
のゲル画分で CoQ10 を確認することができた. この Fig. 6B に⽰すように, CoQ10 は電気
泳動移動度 0.9-1.8 cm付近と, 電気泳動移動度 3.0-5.4 cm付近に 2つのピークが確認され
た. 最初のピーク（Upper peak）は, ピークの位置が若⼲ずれているものの, ミトコンドリ
ア SC 内の CoQ10 量を表していると思われる. 以下, 電気泳動移動度が 3〜27mm のゲル
中の CoQ10 量を"Upper peak "と定義した. 複数の実験を⾏い、"Upper peak "の CoQ10 量
の合計を算出した.その結果を Fig. 6C に⽰す. 複数の実験の結果, タンパク質 1mg あたり
約 15 pmolの CoQ10がミトコンドリア SCで検出されたことが⽰された. また, Lower peak
（下の電気泳動画分）の CoQ10 量も分析した. Lower peakの CoQ10 量は, 実験によって
⼤きく異なることがわかった.  
上記の実験により, CoQ10 は"Upper peak" と "Lower peak" の両⽅で検出されることがわ
かった. そこで, 電気泳動直後のゲルを 3mm間隔に細かく切断せず, "Upper gel "と "Lower 
gel "のみに分割して CoQ10 量を測定できるかどうかを検討した. Fig.6 D, E に⽰すように, 
切断したゲルが⽔平になるように切断した場合と, 切断したゲルが垂直になるように切断
した場合 CoQ10 の抽出量を⽐較した結果, どちらのゲルの切断でもほぼ同じ量の CoQ10
が含まれていることが確認された.   
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Fig. 6 ブルーネイティブゲル電気泳動測定後のゲルからの CoQ10 抽出結果 
(A) 3mmに分画されたゲルのイメージ図 
(B) ゲル画分中の CoQ10 量 
(C) Upper peakおよび Lower peakの合計値 データは平均値±SD(n=3)で表した. 
(D) Upper gelおよび Lower gelに分画されたゲルのイメージ図 
(E) Upper gelおよび Lower gel中の CoQ10 量 データは平均値±SD(n=3)で表した.  
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2-4-3 ミトコンドリア呼吸鎖超複合体のゲル内酵素活性測定と CoQ10 量に対する界⾯活性
剤の影響 
 
Fig. 6 の"Upper peak" または "Upper gel" の CoQ10含有量がミトコンドリア呼吸鎖超複
合体から得られたものかどうかを確認するために, 界⾯活性剤の影響を検討した. ジギト
ニン(DIG)は, ミトコンドリア呼吸鎖超複合体の構造を破壊しないと考えられているため, 
ミトコンドリア呼吸鎖超複合体を検出するために使⽤される界⾯活性剤である. ⼀⽅で，
DDM を使⽤した場合には, ミトコンドリア呼吸鎖超複合体を破壊することが報告されて
いる. ミトコンドリアを DIG または DDMで処理した場合の各ゲル画分中の CoQ10 量を
解析した. Fig. 7A に⽰すように, DIG 処理したミトコンドリアサンプルを⽤いた Blue 
Native ゲル電気泳動では, 電気泳動移動度 1.0 cm で複合体 I のバンドが検出された. 
CoQ10 は, Fig. 7B と同様に電気泳動移動度 0.6-1.8cmに検出された. この実験結果から得
られた Upper peakの CoQ10 量も, Fig. 6B および Fig. 6C に⽰した実験結果と同様に, 約
15pmol であった.Fig.7 D-F は, DDMで処理したミトコンドリアで得られた結果である. 電
気泳動度 1.0cm 付近ではバンドが⾒られず(Fig. 7D), 電気泳動度 1.0cm 付近の CoQ10 量
は DIGで処理されたサンプルで観察されたピークよりはるかに⼩さい（Fig. 7E, F）. これ
らの結果は, "Upper peak "で観察される CoQ10 がミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の
CoQ10 を判定料的に反映していると考えられる. さらに,ミトコンドリアタンパク質を含ま
ない CoQ10 + DIG が Upper peakおよび Lower peakに CoQ10 のピークを⽰すかどうか
を明らかにするために, CoQ10 と DIG溶液のみを電気泳動した. Fig. 7G, H に⽰すように, 
CoQ10 はわずかしか検出されなかった. これらの結果から, "Upper peak "の CoQ10含量は, 
ミトコンドリア呼吸鎖超複複合体中の CoQ10含量であることが⽰唆された. 
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Fig. 7 界⾯活性剤の影響と再現性の確認 

(A) ジギトニン処理ミトコンドリアサンプルの複合体 Iの検出 
(B) ジギトニン処理ミトコンドリアサンプルのゲル画分中の CoQ10 量 
(C) Upper peakおよび Lower peakの合計値 
(D) DDM処理ミトコンドリアサンプルの複合体 Iの検出 
(E) DDM処理ミトコンドリアサンプルのゲル画分中の CoQ10 量 
(F) Upper peakおよび Lower peakの合計値 
(G) ジギトニン処理 CoQ溶液のゲル画分中の CoQ10 量 
(H) Upper peakおよび Lower peakの合計値 
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2-4-4 4-NB 投与によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体内 CoQ10 量変動解析 
 

CoQ10 量が低下した細胞中の呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量を解析するために，HepG2
細胞に 4-NB を投与した．Fig. 8A-B に⽰すように，1，3，5 mM 4-NB を投与した HepG2
細胞内，および単離したミトコンドリア内の CoQ10 量は濃度依存的に低下した． 

Fig. 8C に⾮投与細胞および，5 mM 4-NB 投与細胞中の呼吸鎖超複合体の解析結果を⽰
した．⾮投与細胞に⽐べて，4-NB 投与細胞から単離したミトコンドリア呼吸鎖超複合体中
の CoQ10 量が低下していることがわかる．Fig. 8D-E には Fig. 6C と同様の⽅法で，4-NB
投与による呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量を解析した結果を⽰した．興味深いことに，細胞
レベル，ミトコンドリアレベルでは濃度依存的に低下した CoQ10 量は，呼吸鎖超複合体中
では，各濃度で概ね同様の値となった．細胞内 CoQ10 量の低下率と呼吸鎖超複合体中の
CoQ10 量の低下率を⽐較すると⼤幅に後者が低下していることがわかる．これは，ジギト
ニン処理による外膜除去の影響であると考えられる．つまり，細胞内 CoQ10 レベル低下時
にはミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量が鋭敏に低下することが⽰唆された． 
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Fig. 8 4-NB 投与によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体内 CoQ10 量変動解析 
(A) 4-NB 処理による細胞中の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩棒：4-NB 処理) 
(B) 4-NB 処理によるミトコンドリア中の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩棒：4-NB 処理) 
(C) 4-NB 処理によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩棒：

4-NB 処理) 
(D) 4-NB 処理によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体以外の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩
棒：4-NB 処理)  

データは平均値±SD(n=3)で表した. 統計解析は, ⼀元配置分散分析により⾏った. *p < 
0.05, **p < 0.01 vs.コントロール. 
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2-4-5 CoQ10 投与によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体内 CoQ10 量変動解析 
 
外因性の CoQ10 はミトコンドリア呼吸鎖超複合体に取り込まれるかの検討を⾏った．

CoQ10 の投与には⽔溶化 CoQ10 を培養培地中に溶解して投与した．Fig. 9A-B には HepG2
細胞内，および単離したミトコンドリア内の CoQ10 量は濃度依存的に増加した．しかしな
がら，これらの結果は，細胞膜中および，ミトコンドリア膜中に付着している⽔溶化 CoQ10
を反映していることは否定できない．次に，Fig. 9C-D に⾮投与細胞および，CoQ10 投与
細胞中の呼吸鎖超複合体の解析結果を⽰した．⾮投与細胞に⽐べて，CoQ10 投与細胞から
単離したミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 レベルが増加していることがわかる．
しかしながらこれらの結果も，呼吸鎖タンパク質に付着している CoQ10であることは否定
できない． 
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Fig. 9 CoQ10 投与によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体内 CoQ10 量変動解析 

(A) CoQ10 処理による細胞中の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩棒：CoQ10 処理) 
(B) CoQ10 処理によるミトコンドリア中の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩棒：CoQ10 処理) 
(C) CoQ10 処理によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩棒：

CoQ10 処理) 
(D) CoQ10 処理によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体以外の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩
棒：CoQ10 処理) 

データは平均値±SD(n=3)で表した.  
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2-5 考察 
本研究では, ミトコンドリアタンパク質を BN-PAGE で分離した. 複合体 I, 複合体 III, 
複合体 IVの検出には, ウェスタンブロット法および Ingel assayを⽤いた. ウェスタンブロ
ッティングでは, 複合体 I, III, IVのバンドは電気泳動移動度1.0 cm付近に認められた. Ingel 
assay でも, 複合体 Iと複合体 IVのバンドは 1.0cm付近に⾒られた. BN-PAGEでタンパク
質を分離した後, ゲルから抽出された CoQ10 の量を測定した. その結果, CoQ10 はゲルの
上部（Upper peak）と下部（Lower peak）の 2つのピークを有していることがわかった. 上
部のピークについては, 以下の 2点が認められる.  
(1)ジギトニン処理したサンプルには存在するが, 呼吸鎖超複合体を破壊することが知られ
ている DDM処理したサンプルには存在しない.  
(2) ミトコンドリアタンパク質を含まないジギトニン＋CoQ10 の電気泳動では CoQ10 ピ
ークは観察されない.  
これらの結果から, Upper peakで検出される CoQ10 は呼吸鎖超複合体に関連するピークで
あると考えられる. しかし, 呼吸鎖超複合体のゲル分析で確認されたバンドの位置と, 
CoQ10 のピークが観測されるゲル画分の位置は完全に⼀致していないことに注意する必要
がある. CoQ10 の位置は, 電気泳動移動度が⼤きいところで観測される. 電気泳動中に
CoQ10 が呼吸鎖超複合体タンパク質と分離し, タンパク質よりも速く移動している可能性
がある. この可能性については, さらに検討する必要がある. 呼吸鎖超複合体が検出された
部分に含まれる CoQ10 の総量は約 15 pmol/mg のミトコンドリアタンパク質であること
がわかった. Upper peak, すなわち呼吸鎖超複合体に含まれる CoQ10 の量は, 上述したも
のとほぼ同じであった.  
また, 電気泳動移動度が 2.7 cm から 6.0 cm にも CoQ10 のピークが検出された. これは 
DDM 処理したミトコンドリアサンプルでも確認されたが, ミトコンドリアタンパク質を
含まない CoQ10 や界⾯活性剤のみのサンプルでは確認されなかった. このピークもミト
コンドリアタンパク質に関連した CoQ10 のピークであると考えられるが, 具体的にどのタ
ンパク質が関与しているかは不明である.  
4-NBで CoQ10 合成を阻害すると，Upper peak, Lower peakとも減少した．その減少の程
度は，細胞画分やミトコンドリア画分よりも「Upper peak」で顕著であった. このことから, 
CoQ10 合成が阻害されると, まず呼吸鎖超複合体中の CoQ10 が優先的に減少することが
⽰唆された. 呼吸鎖超複合体中の CoQ10 が減少しても, 細胞そのものは⽣存可能である. 
しかしながら, 増殖速度が遅くなるなどの影響がある(62).  呼吸鎖超複合体内の CoQ10 が
減少したときの細胞の代謝動態について, さらなる検討が期待される.   
CoQ10 は栄養補助⾷品として注⽬されている. 経⼝投与された CoQ10 は, (1) ⾎中への取
り込み(63)(2) 組織への取り込み(64) (3) ミトコンドリアへの取り込み(7)が知られているが, 
摂取した CoQ10 が 呼吸鎖超複合体 に取り込まれるかについてはこれまで不明であった. 
今回, CoQ10 を細胞培地に投与したところ, 呼吸鎖超複合体内の CoQ10が増加することが
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確認された. このことは, 細胞に投与された CoQ10 が呼吸鎖超複合体に取り込まれること
を⽰唆している.  
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第３章 ⻑期 CoQ10 ⽋乏モデルを⽤いたプロサポシンの解析 
 
3-1 概要 

スフィンゴ糖脂質は，細胞間のシグナル伝達，接着，増殖，分化に関与している．サポシ
ン A, B, C, Dは, スフィンゴ糖脂質の加⽔分解に必要な補酵素である. サポシン A〜D は, 
共通の前駆体タンパク質である Psap に直列に存在する. したがって, スフィンゴ糖脂質の
量はプロサポシンの細胞内レベルに依存する. 当研究室では以前, Psap とサポシン B がヒ
トの細胞内でCoQ10 と結合することを報告した. CoQ10 はミトコンドリアの電⼦輸送系に
必須の脂質であり，その還元型は重要な抗酸化物質である. CoQ10 は, 加齢や様々な疾患に
よって減少する. 従って, ⻑期間の CoQ10 ⽋乏に対する細胞応答を理解することは興味深
い. 本章では, CoQ10 合成阻害剤である 4-NB を⽤いて, ⻑期の CoQ10 ⽋乏細胞モデルを
確⽴した. HepG2 細胞では, 4-NB により CoQ10 の濃度が低下した. また, 4-nitrobenzoate
の投与により, Psap のタンパク質と mRNA のレベルが減少した. CoQ10 と Psap の細胞レ
ベルは, CoQ10 合成の基質である 4-ヒドロキシベンゾキノンで処理することにより回復し, 
4-NB の影響を打ち消すことが⽰された. さらに, 4-NB 処理した細胞では, ガングリオシド
レベルが変化していた. これらの結果は, ⻑期の CoQ10 ⽋乏が細胞の Psap レベルを低下
させ, スフィンゴ糖脂質の代謝に影響していることを⽰唆している. 
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3-2 序論 
CoQ10 はミトコンドリアの電⼦伝達鎖の重要な構成要素であり(1) , その還元体である

ユビキノールは最も重要な脂溶性抗酸化物質の⼀つである(56)．CoQ10 細胞レベルは⽼化と
ともに低下する.(21) さらに, パーキンソン病などいくつかの疾患が CoQ10 レベルの低さ
と関連している.(57, 65) 興味深いのは, これらの疾患と⽼化は数年かけて進⾏することであ
る. CoQ10 の⽣理的関連性を解明するためには, ⻑期的な CoQ10 ⽋乏後の細胞応答を理解
する必要がある.  

CoQ10 は⽣体内でアセチル CoA から合成される. アセチル-CoA を出発点とし, メバロ
ン酸経路を構成する⼀連の反応により, コレステロール前駆体のファルネシル-PP, CoQ10, 
ドリコル, イソプレニル化タンパク質が⽣成される.(66) キノン部分はチロシンから派⽣す
る. チロシンから⽣成したヒドロキシ安息⾹酸は, Coq2 酵素によって側鎖に結合される. 
この反応は競合阻害剤である 4-NB によって阻害される.(20, 67) 4-NB を投与すると細胞の
CoQ10 レベルが低下することが知られている.(20, 67) 
当研究室では以前に, ヒト細胞においてCoQ10が少なくともある程度はサポシン B およ

びその前駆体であるプロサポシン（Psap）と結合することを報告した.(29)  Psap は⾮常に保
存された多機能糖タンパク質で, サポシン A, B, C および D として知られる 4 つの⼩さな
スフィンゴ脂質活性化タンパク質のリソソーム前駆体である. これら 4 つのサポシンは相
同性があり, 6つの保存されたシステインと 1つの共通のグリコシル化部位を持つ.(30) 成熟
サポシンは, 様々なスフィンゴ脂質やセラミドの代謝に関与するいくつかのリソソーム加
⽔分解酵素を活性化する. HepG2 細胞や Caco-2 細胞で Psap を⽋損させると CoQ10 
の細胞内濃度が低下することが報告されている.(31, 32) 

Psap とその由来タンパク質であるサポシン A-D はスフィンゴ脂質の代謝に関与してい
る.(33) Psap はスフィンゴ糖脂質レベルを正常に保つために重要である.(30, 34) スフィンゴ糖
脂質は細胞間シグナル(35), 接着(36), 増殖(37), 分化に関与する.(38) 従ってスフィンゴ糖脂質
レベルを正常に保つことが重要であると考えられる. 
本章では, ⻑期的に CoQ10 が⽋乏した細胞における CoQ10 結合タンパク質 Psap のレベ
ルを解析した. CoQ10 は, コレステロールとともにアセチル-CoA から合成される脂質であ
る. 肝臓は体内の脂質代謝を司る重要な臓器である. 肝細胞癌の細胞株である HepG2 細胞
を使⽤した. 4-NBで処理した HepG2 細胞モデルを作製した. 4-NB を⽤いた先⾏研究(20, 67)

では, 4-NB は通常 3 ⽇から 1週間投与された. 本研究では，慢性的な CoQ10 ⽋乏状態に
おける Psap レベルを明らかにするために, 1ヶ⽉以上 4-NB 処理した細胞モデルを作成し, 
この細胞モデルを⻑期 CoQ ⽋乏細胞モデルと呼ぶことにした. その結果, ⻑期的な
CoQ10 ⽋乏は Psap レベルの低下を誘発し, 細胞内の脂質代謝を調節していることを明ら
かにした. 
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3-3 試薬・実験⼿法 
 
3-3-1 HepG2 細胞の培養 

HepG2 細胞は, 10 ％⽜胎児⾎清（HyClone, Thermo Scientific, MA, USA）, 100 units/ml 
penicillin, 100 μg/mL streptomycin を添加したDulbeccoʼs MEM (Sigma, St. Louis, MO, 
USA)で 37℃ , 5 ％CO2 と 95 ％空気の加湿環境下で培養した.  
 
3-3-2 4-NB 投与実験 

4-NB (Wako, Japan) は DMSO に溶解して使⽤した. 0.1, 0.5, 1, 5, 10 mMの 4-NBで処
理し, 96 時間かけて CoQ10 ⽋損細胞の⽣成に最適な濃度を決定し, 24時間ごとに細胞を回
収して CoQ10 量の定量を⾏った. 以降の実験では, 4-NB 処理した細胞は 5 mM 4-NB を含
む培養液にて培養を⾏なった. 対照細胞は, 対応する濃度の DMSO とともに培養した. 4-
NB 処理細胞と対照細胞は，同じ処理時間で培養した. これらの期間において, DMSO処理
した対照細胞では, 肥⼤などの形態的な変化が⾒られなかったことに留意されたい.  
5 mM 4-NB の効果が化合物の副作⽤ではなく, CoQ10 の⽋乏によって媒介されることを⽰
すために, 細胞を 5 mM 4-NB および 25 μM 4-ヒドロキシ安息⾹酸（4-HB, Wako）で共処
理するか, または通常の培地で培養した.  
 
3-3-3 ウェスタンブロッティング 

ウェスタンブロッティング解析は, 若⼲の修正を加えて, 以前に報告されたように⾏っ
た.(32) HepG2 細胞の各ディッシュを溶解バッファー（150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 
7.4, 0.1 % nonidet P-40 (Nacalai Tesque, Tokyo, Japan), 0.1 mM EDTA，1 mM フェニルメ
チルスルホニルフルオリド，1 μg/mLロイペプチン，ペプスタチン A，1 μg/mL N-tosyl-
L-phenylalanyl chloromethyl ketone，および 1 μg/mL N-tosyl-L-lysyl chloromethyl ketone）
を添加し, 氷上で 1時間静置したのち，サンプルを回収して 15000×g で 10 分間遠⼼分離
をした.上清中のタンパク質濃度を Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, IL, 
USA)で測定した. 同じタンパク質量（10μg）を各ウェルにロードした. サンプルは, 7.5 %
または 10 %の SDS/ポリアクリルアミドゲルを通した電気泳動によって分離した. 電気泳
動後, タンパク質を PVDF膜に転写した. PVDF膜はマウス抗 SapB IgG（以前に作成した
モノクローナル抗体）(29)または, マウス抗アクロレイン IgG（⽇油株式会社, 東京, ⽇本）
と共に室温で 1 時間インキュベートした. タンパク質は⻄洋わさびペルオキシダーゼ標識
⼆次抗体 (Bio-Rad Japan, Tokyo, Japan) を⽤いて室温で 1 時間検出した. EzWestBlue 
(#AE-1490; ATTO, Tokyo, Japan) を⽤いてタンパク質バンドを室温で 5 分間可視化し, 
GNU Image Manipulation Program 2.8 によって画像化した. 画像化されたタンパク質バン
ドは, ImageJソフトウェアで解析した.  
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3-3-4 RNA 抽出と定量 PCR (qPCR) 
HepG2 細胞におけるmRNA の発現レベルは, 以前に報告されたように逆転写 PCR によ
って決定した.(60) 簡単に⾔えば, 細胞を 6 ウェルプレートに播種し (7.5 × 105 cells/well) , 
TRizol 試薬 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を使⽤して total RNA を抽
出した. RNA の品質と濃度は, Ultrospec 2100 pro (Biochrom, Cambridge, UK)を⽤いて評
価した. QuantiTect Reverse Transcription Kit (QIAGEN, Venlo, The Netherlands)を⽤いて
逆転写を⾏い, cDNA を合成した. qPCR により, 以下の遺伝⼦の発現量を測定した. Psap, 
核転写因⼦ Y サブユニット β（NF-YB）, β-アクチン（ACTB）. プライマーの配列を表 
1 に⽰す. QuantStudio® 5（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて qPCR を⾏った（95 ℃ 15
分, 95 ℃ 15秒, 72 ℃ 30秒の 40 サイクル, 60 ℃ 30秒の最終伸⻑段階）. 遺伝⼦発現の変化
は, 2 -ΔΔCt 法で算出した.(68)  
 

表１ qPCRで使⽤したプライマー配列 

NF-YB 
Forward 5'-GGTGCCATCAAGAGAAACGG-3' 

Reverse 5'-GACTGCTCCACCAATTCCCT-3' 

Psap 
Forward 5'-CTTCCGAAACCGAACATGTCTG-3' 

Reverse 5'-GGATCTTATTGGACTCCAGCTG-3' 

ACTB 
Forward 5ʼ-ATTGCCGACAGGATGCAGAA-3ʼ 

Reverse 5ʼ-GCTGATCCACATCTGCTGGAA-3ʼ 
 
 
3-3-5 CoQ10 および遊離コレステロールの分析 

CoQ10 と遊離コレステロール(FC)の細胞内濃度は, 以前に報告された⽅法に若⼲の修正
を加えて HPLCで測定した.(60, 61)  2 本の分離カラム (Ascentis® C8, 5 µm, 250 mm × 4.6 
mm i.d. and Supelcosil™ LC-18, 3 µm, 5 cm × 4.6 mm i.d.; Supelco Japan, Tokyo, Japan) と
還元カラム (RC-10, 15 mm × 4 mm i.d.; IRICA, Kyoto, Japan) を使⽤した. 移動相は 50 
mM NaClO4 in methanol/IPA (85/15, v/v)とし，0.8 mL/min の流速で供給した. カラムは
25 ℃に保たれた.  
 
3-3-6 ガングリオシドの分析 

ガングリオシドは既報に従って単離し, 薄層クロマトグラフィー(TLC)で分析した. TLC
溶媒系は CHCl3/MeOH/ CaCl2(0.02 %) (11 /9/2, (v/v/v)) であった. サンプルは純粋な
ガングリオシド GM3標準品（株式会社船越, 東京, ⽇本）と同様のプレート上で分離され
た. ガングリオシドのバンドはレゾルシノール・チオ硫酸着⾊試薬を噴霧し, 100 ℃で 30 分
間加温して検出した.  
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3-4 結果 
3-4-1 CoQ10 細胞レベルに対する 4-NB 処理の影響 

Fig. 10A に⽰すように, 細胞内 CoQ10 レベルは，4-NB 投与により⽤量依存的に減少し
た. 我々の以前の研究では, CoQ と同様に IPA に抽出されると考えらえる遊離コレステロ
ールの量で CoQ 値を補正した. なお, 遊離コレステロールも CoQ と同様にメバロチン酸
経路でアセチル CoA から⽣成される. Fig. 10B は, 各培養⽫のウェルで測定された遊離コ
レステロール量を⽰す. この図に⽰すように, 10 mMの 4-NB を投与すると, 各ウェル内の
CoQ レベルだけでなく, 遊離コレステロールレベルも低下することが確認された. この結
果は, 10 mM 4-NB 投与により細胞増殖が著しく阻害されたことを⽰唆している. そこで, 
以下の実験では 5 mM の 4-NB を⽤いた. 4-NB を 3 ⽇間から最⻑ 16 ヶ⽉間投与した. 
CoQ10 の細胞レベルは, 4-NB 投与 3 ⽇後にコントロールと⽐較して有意に減少した. また, 
4-NB 投与 6ヶ⽉後および 12ヶ⽉後にもこのレベルは低かった（Fig. 10C）. 

 
Fig. 10  HepG2 細胞を 4-NBで処理した場合としなかった場合の CoQ10 レベル. 

(A) 様々な濃度の 4-NBで 96時間処理した場合の CoQ10 レベルの測定 
(B) 様々な濃度の 4-NBで 96時間処理した場合の FC レベルの測定 
(C) 5 mM 4-NB 存在下（⽩棒）または⾮存在下（⿊棒）で, 総 CoQ10 レベルを FC レベル
で補正した. データは平均値±SD で表した. 統計解析は⼀元配置分散分析（A）および t-
test（B）を介して⾏った. 統計解析は Studentʼs t-test により⾏った.  
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細胞の酸化ストレスに対する 4-NB の影響を調べるために, アクロレイン結合タンパク
質の細胞内レベルを測定した（Fig. 11A）. 15ヶ⽉間 4-NBで処理した細胞では, ⾼分⼦量
のアクロレイン結合タンパク質の量が増加していることがわかる. これらのタンパク質の
種類を特定することはできていない. Fig. 11B は, 4-NB 処理 3 ⽇後および 6ヶ⽉後の酸化
型 CoQ10 の割合（%CoQ10）である. この値は, 酸化ストレスの指標となるもので, 以下
のように算出される. [酸化型 CoQ10] / [酸化型 CoQ10 + 還元型 CoQ10]×100で算出さ
れる. この図に⽰すように, 4-NB 処理 3 ⽇後および 6ヶ⽉後に%CoQ10が増加した.  

 
Fig. 11 4-NB 処理による細胞の酸化還元バランスへの影響 

(A）アクロレイン結合タンパク質のアクロレインは, ウェスタンブロットによりコントロー
ルおよび 4-NB 処理細胞で検出された.  
(B）コントロール（⿊棒）および 4-NB 処理細胞（⽩棒）における%CoQ10値. CoQ10 の
酸化還元バランスは, 全 CoQ10 中の酸化型 CoQ10含有量（%CoQ10）を指標として評価
した：[酸化型 CoQ10]/[酸化型 CoQ10+還元型 CoQ10] × 100. 
データは平均値±SD(n=3)で表した, 統計解析は Student's t-test を⽤いて⾏った.  
**p < 0.01, ***p < 0.001 vs. コントロール.  
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3-4-2 4-NB 処理した細胞における Psap 細胞レベルの測定 
CoQ10 は少なくとも部分的に Psap およびその由来タンパク質である saposin B と結合

していることを我々は以前に報告した.(29) そこで, 4-NB によって CoQ10 が⽋乏した細胞
における Psap mRNA レベルを解析した. Fig. 12A に⽰すように, 4-NBで 7ヶ⽉間処理した
細胞では, Psap mRNA レベルが減少していることが確認された. また, Psap のタンパク質
量も解析した. Fig. 12B に⽰すように, 4-NB 処理 3 ⽇後では, Psap タンパク質レベルに有意
な変化はなかった. しかし, Psap レベルは 4-NB 処理の 3 ヶ⽉後に減少し, その減少は 4-
NBで 16ヶ⽉まで処理した細胞で持続した. Psap は 3ヶ⽉間 4-NB 処理すると減少し, そ
の減少は 16ヶ⽉間 4-NB 処理した細胞で持続した（Fig. 12C）.  

 
Fig. 12  Psap mRNA とタンパク質レベルに対する 4-NB 処置の効果 

(A) コントロール細胞および 4-NBで 7ヶ⽉間処理した細胞における ACTB mRNAで正規
化した Psap mRNA レベル 
(B）コントロールおよび 4-NBで 3 ⽇間, 3, 7, 12, および 16ヶ⽉間処理した細胞における
Psap タンパク質のウェスタンブロット 
(C) ImageJを⽤いた Psap タンパク質レベルの定量化 
⿊棒：コントロール細胞, ⽩棒：4-NB 処理細胞. データは平均値±SD(n=3)で表した.  
統計解析は Student's t-test を⽤いて⾏った.  
*p < 0.05, **p < 0.01, vs.コントロール. 
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3-4-3 4-NB および 4-HB 共存下における Psap レベルの変動解析 
Fig. 13A は, 4-NB および 4-HB 存在下での CoQ10 細胞レベルである. 4-HB は CoQ10 産

⽣に使⽤される基質である. 4-HB の投与は, 4-NB による CoQ10不⾜を解消することが報
告されている.(67) Fig. 13A に⽰すように, 4-NB を 7ヶ⽉間投与すると CoQ10 細胞レベルが
低下した. この減少は, 4-HB と 4-NB を 3 ⽇間共投与することにより, 対照細胞株と同程
度の CoQ10 量となり, 防⽌された. Fig. 13A レーン 4 は, 4-NBで 7ヶ⽉間処理した後, 通
常の培地（4-NB なし）に 3 ⽇間移した細胞における CoQ10 レベルを⽰したものである. こ
れらの細胞にも, 対照細胞のものと同程度の CoQ10 量が含まれていた. Fig. 13B, C に⽰す
ように, Psap タンパク質レベルは, 4-NB 処理した細胞では減少したが, 4-HB と共処理した
細胞や 4-NB なしで 3 ⽇間培養した細胞では, コントロールと同程度のレベルであった. こ
れらの結果は, Psap タンパク質レベルの減少は, 4-NB の細胞毒性によるものではなく, む
しろ4-NBによって誘導される CoQ10 レベルの低下によるものであることを⽰唆している. 

 
Fig. 13  CoQ10 および Psap タンパク質レベルに対する 4-NB および 4-HB 処理の影響. 

細胞は 7 ヶ⽉間 4-NB で処理されたものとされなかったものがあった. その後, 4-NB で処
理した細胞, 4-NB と 4-HBで共処理した細胞（4-NB + 4-HB）, 4-NB除去培地の 3群に分
けた. 
(A) 細胞中の CoQ10 定量 
(B）Psap のウェスタンブロット解析 
(C) ImageJ を⽤いた Psap タンパク質レベルの定量化. データは平均値±SD(n=3)で表し
た. 統計解析は, ⼀元配置分散分析により⾏った. 
 *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001 vs.コントロール. 
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3-4-3 4-NB 処理した細胞におけるガングリオシドの細胞レベル 
Psap は, スフィンゴ糖脂質を代謝する⾮酵素的必須タンパク質であるサポシン A-Dの前
駆体である. そこで, 4-NB 処理した細胞におけるガングリオシドの細胞内レベルを解析し
た. Fig. 14A は TLC 分析の結果である. シアル酸に結合した脂質の量が 4-NB 投与により
変化していることがわかる. シアル酸で陽性に染⾊された脂質は, コントロールと 4-NB 投
与細胞の抽出物から検出された. GM3 をマーカーとした場合, GM3 と同じ位置に陽性に染
⾊されたバンドが存在した. このバンドの強度は, 4-NB 処理した細胞抽出物では減少して
いた. GM1, GM2, GDを同じ条件で TLC 分析したところ, GM3 よりも低い位置に染⾊さ
れた（data not shown）. さらなる解析が必要であるが, この結果は, 4-NB 処理細胞株では
シアル酸に結合した脂質の細胞内レベルが減少していることを⽰唆している（Fig. 14B）. 

 

Fig. 14 シアル酸を含む脂質の TLC 分析。 
(A)代表的な TLC プレート. レーン 1 : GM3マーカー, レーン 2：コントロール細胞抽出物
レーン 3：4-NB 処理した細胞からの抽出物 

(B) ImageJによる脂質シアル酸含有量の定量的解析 
データは平均値±SDで表した.(n=2) エラーバーは参考として表記した．. 
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3-4-4 核内転写因⼦ Y サブユニット β（NF-YB）4-NB 処理細胞の細胞レベル 
Tharyan らは, NFYB-1 が Psap の発現を制御していることを以前に報告している.(69) 実
際, NFYB-1 の発現を抑制すると, Psap mRNA の発現が上昇することが確認された. 4-NB 
処置した細胞では Psap mRNA 量が減少していることがわかった．NF-YB は, C. elegans の
NFYB-1 遺伝⼦のヒトホモログである. Fig. 15 に⽰すように, NF-YB mRNA レベルは, 4-
NB 処理によって増加せず, むしろ減少した. したがって, 4-NB を介した Psap mRNA の減
少には, NF-YB は関与していない可能性が⾼い.  

 
Fig. 15  NF-YB mRNA の発現量を ACTB mRNA レベルで正規化したもの 

コントロール（⿊棒）および 4-NB 処理細胞（⽩棒）における遺伝⼦発現を, 定量 PCR に
より測定した. 結果は,平均値±SD(n=3)で⽰した. 平均発現量は, コントロールの発現量
に対して正規化した（2-ΔΔCt 法）. 
統計解析は Student's t-testで⾏った. *p＜0.05,  
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3-5 考察 
上記のように, ⻑期の CoQ10 ⽋乏は Psap の細胞内レベルを低下させた. 4-NBで 3 ⽇間

処理した細胞では, CoQ10 量は減少したが, Psap 量には変化がなかった. しかし, 4-NB 処
理 3ヶ⽉後には Psap 量は減少し, 4-NB 処理数ヶ⽉後にも低いままであった, これらの結果
は, CoQ10が減少した直後ではなく, 慢性的に低値を維持している場合に Psap 量が減少す
ることを⽰唆している. また, CoQ10 合成の基質となる 4-HB を投与すると Psap の減少が
抑制されたことから, 後者は 4-NB 投与による単なる毒性作⽤ではなく, CoQ10 レベルの低
下によるものであることが⽰唆された.  

細胞内の CoQ10 量の減少は, Psap の細胞量を低下させ, スフィンゴ糖脂質の細胞内含量
に影響を及ぼした. Psap はスフィンゴ糖脂質の代謝に重要な役割を担っている. Psap 遺伝
⼦の変異により Psap が⽋損する疾患は, 世界で少なくとも 4 家系で報告されている.(70-73) 
報告例すべてにおいて, 出⽣直後あるいは新⽣児期, 乳児期に全⾝痙攣発作や著しい肝脾
腫などの重度の神経症状が⾒られるとされる. 臨床的特徴はゴーシェ病 II 型（急性神経症
状型）と類似している. また, 胎児死亡も報告されている. それらの症例では, 肝臓にセラ
ミド, グルコシルセラミド, ラクトシルセラミド, スルファチド, ジガラクトシルセラミド
（ジガラクトシルセラミド）, グロボトリオシルセラミド, グロボシド, GM1 および GM2
ガングリオシドなどの糖脂質が検出された. 
藤⽥らは Psap ⽋損マウスを作製し, ヒトの Psap ⽋損に酷似した表現型を⽰した.(74) Psap

⽋損マウスの出⽣率は⾮常に低く, 出⽣前あるいは出⽣後 1-2 ⽇でほとんどが死亡した. ⽣
後 30 ⽇の Psap ⽋損マウスでは, ヒトの症例で報告されたのと同様に, 全⾝の組織に様々
なスフィンゴ糖脂質が蓄積し, 神経系や網膜系の細胞には膜様封⼊体が多数発⽣した(33, 74)

従って, Psap の減少は脂質のホメオスタシスを崩壊させる. ここで, シアル酸含有脂質を測
定し, 4-NB 処理した細胞で減少していることを明らかにした. シアル酸を陽性に染⾊した
脂質は, マーカーとして⽤いた GM3 と同様の位置に検出された. 従って, このバンドは
GM3 由来と考えた. このバンドの強度は, 4-NB 投与により減少した. 今後, 他の脂質に対
する 4-NB 投与の影響を解析することが必要である.  

本研究により, CoQ10 の⻑期的な減少が細胞内の Psap 量を減少させることが⽰された. 
実際, CoQ10 ⽋損細胞では Psap の mRNA 量が減少していた. Tharyan らは，⾼度に保存
されたヒストン様転写因⼦である NFYB-1 が Psap の発現を抑制することを報告してい
る.(69) 我々の⻑期 CoQ10 ⽋乏細胞モデルでは，ヒトの NFYB-1ホモログの発現レベルはむ
しろ減少していた（Fig. 15）．したがって, Psap mRNA レベルの減少は, NF-YB とは独⽴し
たメカニズムによって引き起こされている可能性が⾼い. 酸化ストレスは Psap タンパク質
を増加させることが知られている.(75, 76) 4-NB 処理細胞では, アクロレイン結合タンパク質
のレベルおよび%CoQ10値から判断して, 酸化ストレスが増加していた（Fig. 11）. しかし, 
Psap mRNA とタンパク質レベルは減少した. したがって, 4-NB 処理による Psap レベルへ
の影響を媒介する機構については, さらなる検討が必要である.  
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以上より，CoQ10 ⽣合成阻害剤である 4-NB を細胞に投与することにより，⻑期的な
CoQ10 ⽋乏細胞モデルを構築することができた．細胞内の CoQ10 結合タンパク質 Psap の
量は, CoQ10 量の⻑期的な減少に伴い減少した. Psap はスフィンゴ糖脂質の代謝に関与す
るタンパク質である. また, CoQ10 の⻑期⽋乏により Psap が減少した細胞では, ガングリ
オシドの量も変化していた. CoQ10 およびその結合蛋⽩質 Psap の量の変化が細胞内の糖脂
質代謝に及ぼす影響については, さらなる検討が必要である. 
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第４章 ⻑期 CoQ10 ⽋乏モデルにおけるミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量
の解析 
 
4-1 概要 

第２章では，BN-PAGE を⽤いてミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の測定⼿
法の確⽴を⾏った．その結果，半定量的ではあるが，呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の増減
を議論できるレベルで測定できる⼿法を開発した．第３章では，⻑期 CoQ10 ⽋乏モデルの
確⽴し，CoQ 結合タンパク質である Psap レベルが低下することを⾒出した．本章では，⻑
期 CoQ10 ⽋乏モデルへの CoQ10 投与により，ミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10
量を測定し，Psap レベルの低下と CoQ10 の取り込みがどのように変動するかを検討した． 
 
4-2 試薬・実験⼿法 
4-2-1 HepG2 細胞の培養 

HepG2 細胞は, 10 ％⽜胎児⾎清（HyClone, Thermo Scientific, MA, USA）, 100 units/ml 
penicillin, 100 μg/mL streptomycin を添加したDulbeccoʼs MEM (Sigma, St. Louis, MO, 
USA)で 37℃ , 5 ％CO2 と 95 ％空気の加湿環境下で培養した.  
 
4-2-2 4-NB 投与実験 

4-NB (Wako, Japan) は DMSO に溶解して使⽤した. 5 mM 4-NB を含む培養液にて培
養を⾏なった. 対照細胞は, 対応する濃度のDMSOとともに培養した. 4-NB 処理細胞と対
照細胞は，同じ処理時間で培養した. これらの期間において, DMSO処理した対照細胞では, 
肥⼤などの形態的な変化が⾒られなかったことに留意されたい.  
 
4-2-3 CoQ10 投与実験 
⽔溶化 CoQ10 を培養液中に溶解して投与した．1 , 10μMの CoQ10 で処理し 72時間投

与した．細胞中もしくは，ミトコンドリア中の CoQ10 量の定量を⾏った. さらに界⾯活性
剤で可溶化したミトコンドリアサンプルをブルーネイティブ電気泳動し，分画したゲル中
の CoQ10 量も定量した． 
 
4-2-4 HepG2 細胞からミトコンドリア単離 

ミトコンドリアの単離は Wallace の⽅法によって⾏った(59)．簡単に⾔えば，細胞を単離
バッファー（210 mMマンニトール，70 mMスクロース，0.1 mM EDTA，0.5%BSA（脂
肪酸フリー），5 mM HEPES，pH 7.2）中に回収した．次に，この懸濁液をガラスホモジナ
イザーで破砕し，1,000×gで 10 分間遠⼼分離した．上清を回収し，8,500×g、4℃で 15 分
間遠⼼分離し，ペレットをミトコンドリア画分とした． 
また，Rebeca  の⽅法によってミトコンドリア膜可溶化物を得た(55)．すなわち，HepG2 細
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胞から得たミトコンドリアペレットのいずれかを適当量の PBSに懸濁し，界⾯活性剤を加
えて膜タンパク質を可溶化し，氷上で 5 分間インキュベートした．20,000×g で 30 分間遠
⼼分離後，上清を回収し，1M 6-アミオヘキサン酸中の 5% Serva Blue G ⾊素を等量加えた．
ミトコンドリアの可溶化には以下の界⾯活性剤を⽤いた：Dodecilmaltoside（DDM），14g/g，
ジギトニン（DIG），6 g/g.  
 
4-2-5 BN-PAGE 

ブルーネイティブ電気泳動は既報(46)に従い，若⼲の修正を加えて⾏なった．簡単に⾔え
ば，界⾯活性剤で可溶化したミトコンドリアサンプルを 2~15 %グラジェントゲルに 30 μ
gアプライし，電気泳動して呼吸鎖超複合体を分離した．その後，図 1A の様にゲルの半分
を複合体の検出に使⽤した．もう⼀⽅は， wellを除いた 6 mm~27 mmと 30~60 mmに分
画してヘキサン抽出を⾏なった． 
 
4-2-6 ヘキサン抽出 

3 mmもしくは，上下に分画されたゲルを PBS : Methanol : Hexane=1 : 5 : 10(v/v/v)溶液
内でビーズクラッシュ(3200 r/min)した．ゲル粉砕後，遠⼼分離(4 ℃, 3000×g , 5 min)に
よりヘキサン層を分離して回収した．回収したヘキサンを窒素ガスで揮発させ，100μLの
IPA を懸濁し CoQ10 分析サンプルとした． 
 
4-2-7 CoQ10 および遊離コレステロールの分析 

CoQ10 と遊離コレステロール(FC)の細胞内濃度は, 以前に報告された⽅法に若⼲の修正
を加えて HPLCで測定した(60, 61).  2 本の分離カラム (Ascentis® C8, 5 µm, 250 mm × 4.6 
mm i.d. and Supelcosil™ LC-18, 3 µm, 5 cm × 4.6 mm i.d.; Supelco Japan, Tokyo, Japan) と
還元カラム (RC-10, 15 mm × 4 mm i.d.; IRICA, Kyoto, Japan) を使⽤した. 移動相は 50 
mM NaClO4 in methanol/IPA (85/15, v/v)とし，0.8 mL/min の流速で供給した. カラムは
25 ℃に保たれた.  
 
  



 50 

4-3 結果 
 

4-3-1 CoQ10 投与によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体内の CoQ10 量の解析 
外因性の CoQ10 はミトコンドリア呼吸鎖超複合体に取り込まれるかの検討を⾏った． 

CoQ10 の投与には⽔溶化 CoQ10 を培養培地中に溶解して投与した． Fig. 16A-B には
HepG2 細胞内，および単離したミトコンドリア内の CoQ10 量は濃度依存的に増加した．
しかしながら，これらの結果は，細胞膜中および，ミトコンドリア膜中に付着している⽔溶
化 CoQ10 を反映していることは否定できない．次に，Fig. 16C-D に⾮投与細胞および，
CoQ10 投与細胞中の呼吸鎖超複合体の解析結果を⽰した．⾮投与細胞に⽐べて，CoQ10 投
与細胞から単離したミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 レベルが増加しているこ
とがわかる．しかしながらこれらの結果も，呼吸鎖タンパク質に付着している CoQ10であ
ることは否定できない．第２章の Fig. 9 と⽐較すると細胞内 CoQ10 量は，1 μM CoQ10
投与において，半量程度であった．しかしながら，10 μM CoQ10 投与においては概ね同
程度に定量された．興味深いことに，ミトコンドリアレベルでは，1，10 μM CoQ10 投与
共に Controlに⽐較して，低値に定量された．さらに，ミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の 
CoQ10 レベルも低値に定量されたことから，Psap レベルの低下により，外因性 CoQ10 の
取り込み能が低下していることが⽰唆された． 
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Fig. 16  CoQ10 投与によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体内 CoQ10 量変動解析 

(A) CoQ10 処理による細胞中の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩棒：CoQ10 処理) 
(B) CoQ10 処理によるミトコンドリア中の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩棒：CoQ10 処理) 
(C) CoQ10 処理によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩棒：

CoQ10 処理) 
(D) CoQ10 処理によるミトコンドリア呼吸鎖超複合体以外の CoQ10 量(⿊棒：Control, ⽩
棒：CoQ10 処理) 
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4-4 考察 
第２章に⽰したミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の定量⼿法を⽤いて，⻑期

CoQ10 ⽋乏モデルの呼吸鎖超複合体を解析した．第３章に⽰したように⻑期 CoQ10 ⽋乏
モデルでは CoQ 結合タンパク質である Psap レベルが低下していることを⾒出した．本章
で⽰したように，⻑期の CoQ10 ⽋乏モデルにおいて CoQ10取り込みのレベルに差が観察
された．細胞内 CoQ10 量は，1 μM CoQ10 投与において，半量程度であったが，10 μM 
CoQ10 投与においては概ね同程度に定量された．興味深いことに，ミトコンドリアレベル
では，1，10 μM CoQ10 投与共に Controlに⽐較して，低値に定量された．さらに，ミト
コンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 レベルも低値に定量されたことから，Psap レベル
の低下により，外因性 CoQ10 の取り込み能が低下していることが⽰唆された． 
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第５章 結語 
 

ミトコンドリア電⼦伝達系タンパク質群は，独⽴して存在するのではなく呼吸鎖超複合
体を形成していることが報告されており，内部に CoQ10が含まれていることも報告されて
いる．加齢に伴い組織中の CoQ10 量が低下することが報告されている．しかしながら，こ
れらのデータは細胞レベルや細胞⼩器官レベルトータルの CoQ10 量を解析したデータで
あり，ミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の変動については不明である．加齢に
伴い⽣体内濃度が低下する CoQ10 は⾷事やサプリメントでの摂取が推奨されている．ラッ
トに静脈投与した CoQ10が細胞⼩器官に取り込まれ，ミトコンドリアに取り込まれること
が報告されている．しかしながら，これらのデータもミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の
CoQ10 量の変動については不明である． 

⽣体内における CoQ10 の輸送機序も不明な点が多く残されている．Psap は既に CoQ10
結合タンパク質として⾒出されている．しかしながら，加齢による⻑期の CoQ10 量低下状
態が Psap の合成量にどのように影響するかは不明である． 

そこで本論⽂では，まずミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の測定⼿法を確⽴
した.次に細胞内 CoQ10 量変動時の呼吸鎖超複合体内の CoQ10 量がどのように変動するの
かを解析した．また，⻑期間 CoQ10 量を低下させることにより Psap タンパク質量の挙動
の解析を通じて，ミトコンドリア電⼦伝達系への CoQ10 量輸送機序の解明を試みた． 
  

第２章ではミトコンドリア呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の定量⼿法の確⽴した．単離し
たミトコンドリアはジギトニンを添加して可溶化し電気泳動サンプルとした．電気泳動は
BN-PAGE を⽤いて呼吸鎖タンパク質群を分離した．電気泳動したゲルは，半分に切り分け
⽚⽅を複合体タンパク質の検出に⽤いた．他⽅は CoQ10 測定⽤に使⽤した．ウェスタンブ
ロッティングもしくは In-gel assayにより検出された呼吸鎖超複合体付近に CoQ10 のピー
クも検出された．異なる界⾯活性剤 DDM を⽤いて同様の実験を⾏ったところ，ジギトニ
ン処理サンプルで確認された呼吸鎖超複合体タンパク質および，CoQ10 のピークは得られ
なかった．このことから，得られた CoQ10 のピークは呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量を反
映していると考えられる．また，ジギトニンと CoQ10 を混合した溶液を電気泳動するとゲ
ル内には CoQ10 は保持されなかった．これらの結果より，ゲル内から抽出された CoQ10
はミトコンドリアタンパク質に由来するものであると考えられる． 

本⼿法を⽤いて細胞内 CoQ10 量の増減条件下におけるミトコンドリア呼吸鎖超複合体
中の CoQ10 量の解析を⾏ったところ，呼吸鎖超複合体内の CoQ10量の変動も確認された． 
これらの結果より，本⼿法により呼吸鎖超複合体中の CoQ10 量の測定⼿法が確⽴できた

と考えられる． 
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第３章では⻑期 CoQ10 ⽋乏株における Psap 量変動の解析を⾏った．CoQ10 は, 加齢や
様々な疾患によって減少するため⻑期間の CoQ10 ⽋乏状態における細胞応答を理解する
ことは興味深い. ⻑期間 CoQ10 ⽋乏細胞株の作製には 4-NB を⽤いた．細胞内 Psap レベ
ルの評価を⾏ったところ，遺伝⼦レベル，タンパク質レベル共に⻑期 CoQ10 ⽋乏株におい
て低下が⾒られた．⼀過性(CoQ10低下 3 ⽇⽬)では，Psap タンパク質レベルの低下は⾒ら
れなかったことから，⻑期の CoQ10 レベルの低下によるものであると⽰唆された．これら
の結果より，⻑期の CoQ10 の⽋乏は細胞内 Psap レベルが低下した．これらの結果は, 
CoQ10 が減少した直後ではなく, 慢性的に低値を維持している場合に Psap 量が減少する
ことを⽰唆している. また, CoQ10 合成の基質となる 4-HB を投与すると Pssp の減少が抑
制されたことから, 後者は 4-NB 投与による単なる毒性作⽤ではなく, CoQ10 レベルの低下
によるものであることが⽰唆された. 

 
第 3 章での解析において，⻑期 CoQ10 ⽋乏株では，CoQ10 結合タンパク質プ Psap レベ

ルが低下したことを⾒いだした．そこで，第４章では，⻑期 CoQ10 ⽋乏株への CoQ10 投
与により，呼吸鎖超複合体中に取り込まれる CoQ10 量について解析したところ，4-NB ⾮
投与群と⽐較して，取り込み量が低値に定量された．これらのことから，Psap レベルの低
下により，外因性の CoQ10 の取り込み能が低下していることが⽰唆された． 

 
以上をまとめると，これまでに加齢や様々な疾病において議論されてきた CoQ10 量は細

胞およびミトコンドリアレベルであったが，本⼿法を⽤いることにより半定量的であるが
ミトコンドリア呼吸鎖超複合体レベルまで解析することが可能となった．少なくとも，呼吸
鎖超複合体中の CoQ10 量の増減は解析することができると考えられる．また，慢性的な
CoQ10 量の低下は，輸送タンパク質である Psap レベルを低下させることが明らかとなっ
た． 
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