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6. 研 究 課 題 コエンザイムＱ１０結合蛋白質によるミトコンドリア電子伝達系の機能調節
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9. 研究実績の概要

　コエンザイムＱ１０（ＣｏＱ１０）はミトコンドリア電子伝達系の必須因子である。研究代表者らは、ＣｏＱ１０結合蛋白質として
サポシンＢを分離・同定した。本研究は、ＣｏＱ１０結合蛋白質サポシンＢのミトコンドリアＣｏＱ10量調節機構と、その電子伝達系
への関与の解明を目的とする。現在までに、遺伝子工学手法を用いて、ＨｅｐＧ２細胞のサポシンＢ前駆体プロサポシンノックダウン
細胞株（ＫＤ）と高発現株（Ｔｆ）とが樹立されている。細胞内のＣｏＱ１０量は、多い順に、Ｔｆ＞コントロール株＞ＫＤであった
。細胞のミトコンドリアを分画し、ＣｏＱ１０量を解析したところ、多い順に、Ｔｆ＞コントロール株＞ＫＤであった。ＣｏＱ１０は
ミトコンドリア電子伝達系の必須因子である。ＣｏＱ１０量が増加していた高発現株を用いて下記２種類の手法でミトコンドリア電子
伝達系の機能を解析した。
１．酸素消費速度の解析：クラークタイプ酸素電極を用いて、細胞の酸素消費速度を解析した。結果、高発現株では酸素消費速度が上
昇していることを見出した。
２．ミトコンドリア電子伝達系活性の測定：細胞からシュークロース‐マンニトール法を用いてミトコンドリアを分画し、文献(Metho
d Enzymolozy (1996) 264: 484-509)に従い活性を測定した。結果、高発現株では電子伝達系速度が上昇していた。
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（2）おおむね順調に進展している。

研究計画調書に記載のごとく、サポシンＢによるミトコンドリア電子伝達系の機能調節機構の解析が順調に進んでいる。解析内容とし
ては下記を計画していた。
１．酸素消費速度の解析：クラークタイプ酸素電極を用いて細胞の酸素消費速度を解析する。
２．ミトコンドリア電子伝達系活性の測定：細胞からシュークロース‐マンニトール法を用いてミトコンドリアを分画し、文献(Metho
d Enzymolozy (1996) 264: 484-509)に従い活性を測定する。
３．ミトコンドリア由来の活性酸素産生量の解析：蛍光プローブを用いて活性酸素の測定を行う。
１．および２．については、研究実績の概要に記したごとく既に解析を終え結果を得ている。３．については、測定手法の確立、測定
条件の検討等が予定通りに進捗しており、次年度以降の解析が可能である。

(1) (2) (3) (4)

(5) (6) (7) (8)

プロサポシン サポシン ミトコンドリア コエンザイムＱ１０
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（理由）

（区分）

12.

11.現在までの達成度

今後の研究の推進方策　等

Ｈ２５年度は、引き続きサポシンＢによるミトコンドリア電子伝達系の機能調節機構の解析を行う。
１．酸素消費速度の解析：Ｈ２４年度の解析に引き続き、クラークタイプ酸素電極を用いて細胞の酸素消費速度を解析する。Ｈ２４年
度の解析結果、プロサポシン高発現株では酸素消費速度が上昇していることを見出している。Ｈ２５年度は、基質とインヒビターを用
いてミトコンドリア電子伝達系のどのサイトにおける電子伝達が変動しているのかを解析する。さらには、プロサポシンノックダウン
株を用いた解析もすすめる。
２．ミトコンドリア電子伝達系活性の測定：Ｈ２４年度に引き続き解析をおこなう。細胞からシュークロース‐マンニトール法を用い
てミトコンドリアを分画し、文献　(Method Enzymolozy (1996) 264: 484-509)　に従い活性を測定した。Ｈ２４年度の解析の結果、
高発現株では電子伝達系速度が上昇していた。Ｈ２５年度はノックダウン株でも同様の解析を行う。
３．ミトコンドリア由来の活性酸素産生量の解析：蛍光プローブを用いて活性酸素の測定を行う。
４．ミトコンドリア電子伝達系以外のエネルギー代謝動態の検討：Ｈ２４年度の解析で、ミトコンドリア活性に変動が認められたので
、解糖系や脂質代謝等、ミトコンドリア電子伝達系以外のエネルギー代謝動態も検討する。

Ｈ２４年度予定していた下記解析項目が、予備実験の段階までは終了したものの、本解析にはいたらなかった。　　解析項目：ミトコ
ンドリア由来の活性酸素産生量の解析（蛍光プローブを用いた活性酸素の測定）。　　したがって、本解析に必要としていた蛍光プロ
ーブ代等（物品費）と、研究結果を報告するための旅費（旅費）がＨ２４年度は未使用となっている。　Ｈ２５年度は、Ｈ２４年度未
使用額を用いて、Ｈ２４年度解析に至らなかった上記解析を行う。具体的には、物品費（細胞培養関係：細胞培養に必要なメディウム
、抗生物質等の費用、および、蛍光プローブ代）と旅費（研究成果発表）に用いる。
Ｈ２５年度請求額は、次年度実験予定の下記物品費として使用する。
１．細胞培養関係：細胞培養に必要なメディウム、抗生物質代
２．ミトコンドリア電子伝達系、蛍光物質、基質や阻害剤等の試薬代
３．解糖系や脂質代謝の基質や産生物の測定試薬代
４．細胞分画のマーカーエンザイム抗体代

（今後の推進方策）

（次年度の研究費の使用計画）

(２)
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13.研究発表（平成２４年度の研究成果）

〔雑誌論文〕　計( ０ )件　　うち査読付論文　計( ０ )件

〔学会発表〕　計（ ４ ）件　　うち招待講演　計（ ０ )件

東京（東京工科大学）

発表年月日

発表年月日

発表年月日

2013年02月01日

2013年02月01日

2013年02月01日

第10回日本コエンザイムＱ協会研究会

第10回日本コエンザイムＱ協会研究会

第10回日本コエンザイムＱ協会研究会

発　表　場　所

発　表　場　所

発　表　場　所

東京（東京工科大学）

発　表　者　名

発　表　者　名

発　表　者　名

野村剛，田中秀幸，加柴美里，森内寛，吉村眞
一，山本順寛，藤沢章雄

宮内優樹，緋田哲也，永瀬　翠，森内　寛，加柴美
里，吉村眞一，山本順寛

ジョン・チュンユン，長嶋康平，森内　寛，加柴美
里，吉村眞一，山本順寛

学　会　等　名

発　　表　　標　　題

発　　表　　標　　題

発　　表　　標　　題

ミクロ2次元電気泳動を用いたＣｏＱ結合タンパク質サポシンＢの定量法の開発

コエンザイムＱ１０結合タンパク質プロサポシンの血漿レベルとリポたんぱく質との相互作用

ＣｏＱ１０結合蛋白質プロサポシン発現量改変株の細胞内ＣｏＱ10量と活性酸素量の変動

学　会　等　名

学　会　等　名

東京（東京工科大学）

論　　文　　標　　題著　者　名

査読の有無雑　　誌　　名 最初と最後の頁巻 発行年

掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）

（3）
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〔図書〕　計（ ０ )件

14.研究成果による産業財産権の出願・取得状況

〔出願〕　計（ ０ )件

〔取得〕　計（ ０ )件

取得年月日産業財産権の種類、番号 国内・外国の別産業財産権の名称 発明者

出願年月日

権利者

発明者産業財産権の名称 権利者 国内・外国の別出願年月日産業財産権の種類、番号

総ページ数発行年

出　版　社著　者　名

書　　名

徳島（徳島県郷土文化会館）

発表年月日

2012年06月07日

学　会　等　名

第６５回　日本酸化ストレス学会学術集会

発　表　場　所

コエンザイムQ10 結合タンパク質プロサポシンの母乳中での役割

発　表　者　名

宮内　優樹，関　学，宮前多佳子，石田　史彦，森
内　寛，加柴　美里，横田　俊平，山本　順寛

発　　表　　標　　題
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