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　コエンザイムQ10 (CoQ10) は加齢に伴い減少することが知られており，老化現象と
の関係が注目されている．
　加齢が，急性ではく，時間をかけてゆっくり進行する状態であることを鑑み，一過性で
はなく，長期間CoQ10 を欠乏させた細胞モデルの樹立を試みた．CoQ10 量の低下には
CoQ10 合成阻害剤である 4-nitrobenzoate (4 -NB) を使用した．樹立した長期間コエ
ンザイム Q10 量低下細胞モデルのミトコンドリアと CoQ10 結合タンパク質である
Prosaposin (Psap) 量に注目して解析を行った．

　長期間コエンザイムQ10量低下細胞モデルの作成にはヒト肝がん由来の細胞株である
HepG2 細胞を用いた．HepG2 細胞に 4-NB を長期間（数か月～ 2年程度）投与し，
CoQ10 量低下細胞モデル (Chronic) を作成した．比較するために，4-NB 投与 3日の
細胞 (Acute) も作成した．本細胞モデルのミトコンドリアDNA量と Psap 量を解析した．
ミトコンドリアDNA量はリアルタイム PCRを用いて解析した．Psap 量は免疫沈降法お
よびウエスタンブロットにて解析をした．

　HepG2細胞に 4-NBを投与することにより，細胞内CoQ10量が低下することを確認
した．Acute 株，Chronic 株共にミトコンドリアDNAコピー数が増加したが，その増加
は，Chronic 株でより顕著であった．CoQ結合タンパク質 Psap 量は Chronic 株で減少
が認められた．以上の結果から，Chronic 細胞株はAcute 株とは異なる挙動を示すこと
が分かった．
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　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り，重要な抗
酸化物質である．CoQ10 は生体内で合成され，ユビキタスに存在するがその組織内濃度
は加齢や様々な病態で減少することが報告されている．当研究室では，CoQ合成阻害剤
の長期投与によるCoQ10 低下細胞モデルを樹立している．本研究では，長期間CoQ10
低下細胞モデルを用いて，ミトコンドリア呼吸鎖複合体タンパク質の解析を行った．また，
本細胞の酸化ストレスをAcrolein(ACR) 抗体を用いて評価した．

　細胞の酸化ストレスの評価はACR抗体を用いて行った．解析はウエスタンブロッティ
ング手法を用いて行った．
　ミトコンドリアは遠心分離手法を用いて単離した．単離したミトコンドリアには，界面
活性剤であるDigitonin を添加してサンプルとした．Digitonin は，呼吸鎖複合体構造を
保ちながら膜を可溶化できる界面活性剤であることが知られている．Digitonin を添加し
たミトコンドリアサンプルをBlue-Native 電気泳動 (BN-PAGE) で分離し，呼吸鎖複合体
の活性染色を行った．また，2次元電気泳動を行い，呼吸鎖複合体タンパク質量を定量し
た．

　長期間CoQ10低下細胞モデル由来のタンパク質にACRが多く付加している所見を得た. 
長期間CoQ10低下による酸化ストレスの亢進を確認した．
　また，酸化ストレス状態の細胞から単離したミトコンドリア呼吸鎖複合体タンパク質の
解析結果についても併せて報告する． 

5

長期間コエンザイムQ10低下細胞モデルの
樹立と解析Ⅱ

2

【緒　言】

【方　法】

【結　果】

第17回プログラム【2020.1.23】-再校-山本先生提出用.indd   4-5第17回プログラム【2020.1.23】-再校-山本先生提出用.indd   4-5 2020/01/23   18:36:012020/01/23   18:36:01


