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研究要旨 
ミトコンドリア病モデル細胞を用いて、乳酸存在下とピルビン酸存在下における
網羅的遺伝子発現を比較し、乳酸存在下で発現が顕著に上昇する遺伝子群を同定
し、その中から、細胞外に分泌される蛋白質を選択した。その結果 growth 
differentiation factor 15 (GDF15)がミトコンドリア病の診断と重症度評価に有
用なバイオマーカーであることが明らかになった。既存の抗体を用いて
Parkin-Elmer 社のLISA 法を約 1000 人の高齢者の血清中の GDF15 濃度を測定し
た。さらに、新たに GDF15 に対するモノクローナル抗体とポリクローナル抗体を
製造し、ELISA 法に基づいた体外診断薬キットを試作した。 

 
 

Ａ．研究目的 
  ミトコンドリア病の診断と重症度評価に有用なバ
イオマーカーの探索を目的として、以下の通り、ミ
トコンドリア病モデル細胞を用いた実験系の確立、
網羅的遺伝子発現解析による候補バイオマーカーの
同定、臨床検体による検証を実施した。 
 
Ｂ．研究方法 
1. ミトコンドリア病モデル細胞を用いた実験系の
確立 
①  本研究では、ミトコンドリア病の中でも比較的
発症頻度の高い MELAS（mitochondrial myopathy, 
encephalopathy, lactic acidosis, and stroke-like 
episodes）患者の筋芽細胞とヒト骨肉腫由来 143B 細
胞から樹立したサイブリッドをモデル細胞として使
用した。具体的に、MELAS の原因変異である A3243G
変異を 90%以上有する細胞株をミトコンドリア病モ
デル細胞（2SD）、A3243G 変異が検出されない細胞株
をコントロール細胞（2SA）とした。 
②  これまでに、2SD 細胞と 2SA 細胞のメタボロー
ム解析を行い、細胞内のエネルギー代謝に対するピ
ルビン酸の効果を明らかにしてきた。その中で、2SD
細胞に高濃度（10 mM）の乳酸を投与すると 4時間後
にはエネルギー代謝障害が促進していること、高濃
度（10 mM）のピルビン酸ではそれらが認められない
ことを示した。また、2SA 細胞では高濃度の乳酸や
ピルビン酸を投与してもエネルギー代謝に大きな影
響は認められなかった。これらの結果をもとに、2SD
細胞において高濃度の乳酸で発現誘導される分泌タ
ンパクが、細胞内のエネルギー代謝障害を反映し、
ミトコンドリア病の診断と重症度評価に有用な新規
バイオマーカーになる可能性を着想した。そこで、

10 mM 乳酸あるいは 10 mM ピルビン酸を投与した 2SA
細胞と 2SD 細胞の網羅的遺伝子発現解析を行い、バ
イオマーカーの候補となる分泌タンパクの探索を実
施した。 
2. 網羅的遺伝子発現解析による候補バイオマーカ
ーの同定 
①  10 mM 乳酸または 10 mM ピルビン酸を投与後 0・
4・8時間の 2SD 細胞と 2SA 細胞を回収した。これら
の RNA を抽出した後、マイクロアレイによる網羅的
遺伝子発現解析を実施した。データ解析の結果、2SD
細胞に 10 mM 乳酸を投与した場合に発現が誘導され
る遺伝子を 313 個同定した。 
②  血中バイオマーカーを探索するために、313 個
の遺伝子の中から分泌タンパクをコードするものを
選抜し、23 個の遺伝子を同定した。 
③  これらの遺伝子に関する文献を精査し、23 個
の遺伝子の中から 3個の遺伝子を選抜した。 
④  これら 3 遺伝子の定量 RT-PCR を行い、網羅的
遺伝子発現解析の再現性を検証した。その結果、い
ずれの遺伝子についても再現性が確認されたため、
これら 3 種類の分泌タンパクを候補バイオマーカー
として同定した。 
⑤  候補バイオマーカーとして同定した分泌タン
パクの細胞培養上清中の濃度を、ELISA とマルチプ
レックスサスペンションアレイで測定した。その結
果、growth differention factor 15 (GDF15)の濃度
は 2SA 細胞と比較して 2SD 細胞で高値を示した。ま
た、2SD 細胞では、10 mM 乳酸の投与によって GDF15
の濃度がさらに増加していた。他の分泌タンパクに
ついては、検出限界以下で測定できなかった。 
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（倫理面への配慮） 
ミトコンドリア病患者血清の採取と分析について

は久留米大学医学部倫理委員会の承認を得て実施し
た。 
 
Ｃ．研究結果 
 ミトコンドリア病の診断に有用な新規バイオマー
カーとしてGDF15を同定した。既存の抗体を用いてP
arkin-Elmer社のLISA法を約1000人の高齢者の血清
中のGDF15濃度を測定した。さらに、新たにGDF15に
対するモノクローナル抗体とポリクローナル抗体を
製造し、ELISA法に基づいた体外診断薬キットを試作
した。 
 
Ｄ．考察 
 ミトコンドリア病のバイオマーカーとしてフィ

ンランドの研究グループは FGF21 を報告していた。
FGF21 と GDF15 を同時に測定したところ、FGF21
と比較して GDF15 の方が感度・特異度ともに高い
ことが判明した。 
1）達成度について 
ミトコンドリア病の早期診断を可能にする新規バ

イオマーカーを同定したことは大きな進歩である。 
2）研究成果の学術的・国際的・社会的意義について 
これまでミトコンドリア病の診断には、血中の乳

酸・ピルビン酸比（L/P 比）、筋組織・培養線維芽細
胞におけるミトコンドリア電子伝達系酵素活性の測
定、ミトコンドリア DNA および核 DNA の遺伝子検
査などが用いられてきた。GDF15 の血中レベルを測
定することにより迅速にミトコンドリア病の診断が
可能になる。ピルビン酸ナトリウム療法などの適切
な治療法を早期に開始することができれば、症状の
進行を遅らせることが可能になる。 
3) 今後の展望について 
血清中の GDF15 を測定する体外診断薬キットを

開発し、性能試験を実施している。ピルビン酸投与
開始後 3 ヶ月で、ミトコンドリア病重症度スコア
（JMDRS, NMDAS）の改善とともに GDF15 レベ
ルの低下が観察されている。ピルビン酸ナトリウム
の第Ⅱa 相臨床試験において、症状の改善と同時に
GDF15 値の低下が観察されるかどうかを検証する。 
4）研究内容の効率性について 
培養細胞における遺伝子発現解析の研究から、臨

床の場で使用できる診断システムの開発に発展させ
たものであり、信頼性と実用性が確保されている。 
 
Ｅ．結論 
 以上の結果から GDF15 がミトコンドリア病の診断
と重症度評価に有用なサロゲートマーカーになる可
能性が示唆された。 
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