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解　　　説

炎症性関節炎におけるミトコンドリアの調節と微細藻類
Mucidosphaerium sp. RG92 抽出物の抑制効果

宮田光義1）#，御筆千絵1）#，加世田国与士1）*
（平成 30 年 7 月 17 日受付，平成 30 年 11 月 5 日受理）

Mitochondrial Regulation and Inhibitory Effect of the Extract 
of a Microalga Mucidosphaerium sp. RG92 on the Pathogenic 

Process in Inflammatory Arthritis

Mitsuyoshi Miyata1）#, Chie K. Mifude1）# and Kuniyoshi Kaseda1）*

Abstract

　　The excess generation of reactive oxygen species (ROS) triggers and accelerates the 
pathogenesis of arthritis such as rheumatoid arthritis (RA) and osteoarthritis (OA).  The 
oxidative ROS is induced by inflammatory cytokines via mitochondria in synovium and 
articular cartilages. We found that interleukin-1β (IL-1β), one of the critical mediators of 
arthritis, impaired the balance of mitochondrial configuration in human fibroblast-like 
synoviocytes (FLSs) : the stimulus factor reduced the cellular population with filamentous 
mitochondria and increased that with rounded mitochondria.  In addition, the cellular level 
of adenosine triphosphate (ATP) was reduced but instead the ROS level was increased in 
the IL-1β-stimulated FLSs.  Significant relationship was observed between the mitochondrial 
morphology and the functions.
　　The effects of the cytokine on the mitochondrial morphology and functions were cancelled 
by the extract of a novel strain of Mucidosphaerium sp. RG92 (RG92 strain) that was isolated 
from a hot spring in Beppu, Oita, Japan.  The current findings of the mitochondrial roles in 
the process of arthritis along with the preventative function of the RG92 strain extract shall 
provide new methodology for the treatment of inflammatory arthritis.

Key words : Mucidosphaerium sp. RG92, mitochondria, reactive oxygen species, ATP, arthritis, 
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要　　　　旨

　活性酸素種（ROS）の過剰生成は，関節リウマチ（RA）および変形性関節症（OA）などの関
節炎の発症や進行に関与している．これらの疾患において，ROS は炎症因子の刺激により滑
膜および軟骨細胞のミトコンドリアから副次的に放出される．私たちは，関節炎における主要
な炎症メディエーターであるインターロイキン 1β（IL-1β）が，ヒト滑膜線維芽細胞（FLS）
のミトコンドリアの形態変化や機能に与える影響を調べた．その結果，IL-1β 刺激により線維
型のミトコンドリアが支配する滑膜細胞の割合が減少し，丸型のミトコンドリアが支配する滑
膜細胞の割合が増加することが判明した．さらに，IL-1β 処理をした FLS において細胞内のア
デノシン三リン酸（ATP）量は減少したが，それに伴い ROS 発生量は増加していた．つまり，
FLS の炎症刺激時において，ミトコンドリアの形態と機能の間には密接な関係が認められ
た．これらのミトコンドリアに対する IL-1β の影響は，別府温泉で発見した新種微細藻類
Mucidosphaerium sp. RG92（以下 RG92 株とする）の抽出物によって抑制された．関節炎の
進行過程におけるミトコンドリアの形態と機能の変調に関する新しい知見と RG92 株抽出物に
よる抑制効果は，炎症性関節炎の新しい治療方法の発展につながるものと期待する．

キーワード：Mucidosphaerium sp. RG92，ミトコンドリア，活性酸素種，ATP，関節炎，IL-1β

1．　は じ め に

　慢性疾患は遺伝的要因や環境的要因などの様々な影響を受ける．関節軟骨および骨の破壊が観察
される関節リウマチ（RA）の初期段階では，インターロイキン 1β（IL-1β）および腫瘍壊死因子 α

（TNF-α）などの炎症性サイトカインの量が上昇する（McInnes and Schett, 2011 ; Kapoor et al., 
2011 ; Brennan et al., 1998）．変形性関節症（OA）における炎症性サイトカインのレベルは RA の
それよりも低いと言われているが，OA でも炎症が引き起こす疼痛は患者の主要な苦痛である（Liu-
Bryan and Terkeltaub, 2015 ; Mathiessen and Conaghan, 2017）．軟骨および滑膜などの関節組織
の恒常性のバランスは，サイトカイン等の細胞内刺激や機械的ストレスを含む細胞外刺激によって
変調され（Lotz and Caramés, 2011 ; Miyaki and Asahara, 2012），そのバランスが崩れることによ
り，滑膜線維芽細胞（FLS）の過剰増殖でパンヌスが形成され，軟骨細胞のアポトーシスが誘導さ
れて軟骨破壊が起こる．さらに，タンパク質分解酵素の増加により，コラーゲンやプロテオグリカ
ンなどの細胞外マトリックスが分解され，骨の破壊が加速される（Bartok and Firestein, 2010）．
　ミトコンドリアは，細胞内エネルギーであるアデノシン三リン酸（ATP）を供給するだけでなく，
カルシウム勾配を緩衝したり，プログラム細胞死を制御したりする真核細胞に不可欠な細胞小器官
である（Picard et al., 2013）．活性酸素種（ROS）は，主にミトコンドリアにおける酸化的リン酸
化の過程で生成されることが知られている．ROS の過剰生成は，慢性疾患の発症におけるセカン
ドメッセンジャーとして炎症応答を増強するとともに，脂質，タンパク質および核酸などの生体高
分子を酸化することで細胞の機能を損なう．細胞の状態や環境ストレスに応答して，ミトコンドリ
アは分裂タンパク質や融合タンパク質の調節により形態を変化させる．また，ミトコンドリアの機
能不全は，様々な炎症性，自己免疫性および加齢性疾患と密接な関係にあることが報告されている

（Lotz and Caramés, 2011 ; Hernandez-Aguilera et al., 2013）．
　ミトコンドリアの機能不全は，ヒト FLS および軟骨細胞における炎症反応を促進，悪化させる

（Valcarcel-Ares et al., 2014 ; Vaamonde-García et al., 2012）．IL-1β は，ROS を介した核内因子 κB
（NF-κB）経路によって IL-8，シクロオキシゲナーゼ-2 およびプロスタグランジン E2 などの炎症性
サイトカインメディエーターを誘導する．さらに，炎症性サイトカインは軟骨細胞においてミトコ
ンドリアの量を減少させ，膜電位や細胞内 ATP レベルの低下およびアポトーシスの誘導をもたら
すことも報告されている（Dave et al., 2008）．また，関節由来の細胞における炎症反応は抗酸化剤
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により緩和されることも知られている（Dvir-Ginzberg et al., 2016 ; Nguyen et al., 2017）．従って，
抗酸化剤や抗炎症剤により，関節組織の炎症応答を制御できる可能性がある．
　ミトコンドリア遺伝子の変異が，滑膜組織の炎症レベルと関連していること（Harty et al., 2012），
ミトコンドリアの機能損傷によって誘導される過剰な ROS は，滑膜の炎症と密接に関係している
との報告もある（Biniecka et al., 2011 ; Filippin et al., 2008 ; Lepetsos and Papavassiliou, 2016）．
興味深いことに，RA 患者は OA 患者と比較して，FLS におけるミトコンドリア DNA の突然変異
の発生率が高く，ミトコンドリアの膜電位や呼吸鎖の機能が低いと言われている（Da Sylva et al., 
2005 ; Kim et al., 2017）．従って，RA の発症や進行は OA よりもミトコンドリアの機能異常とより
密接に関連している可能性が示唆され，ミトコンドリアの機能改善を目指した治療は RA の方が効
果的かもしれない．
　軟骨細胞のエネルギー代謝は解糖系が優位であるが，ミトコンドリアでの酸化的リン酸化も重要
な役割を担うことが知られている（Cao et al., 2013 ; Martin et al., 2012）．例えば，ヒト軟骨細胞を
IL-1β や TNF-α で処理すると，ミトコンドリアは断片化され，ATP 産生の低下およびスーパーオ
キシドレベルの上昇が起こる（López-Armada et al., 2006）．このような炎症に伴うミトコンドリ
アの機能変調の解明は，関節症の改善や予防のための新規治療アプローチにつながると考えられる．
実際に，TNF 遮断治療は，炎症性関節炎における酸化的ストレスおよび低酸素がもたらすミトコ
ンドリア突然変異の誘発を効果的に抑制することが報告されている（Biniecka et al., 2011）．
　私たちは，別府市内の温泉（泉質：ナトリウム─塩化物泉）から新規の微細藻類Mucidosphaerium 
sp. RG92 株（以下当該藻類を RG92 と呼ぶ）を発見し，単離培養した藻体から得られたエタノール
抽出物（RG92 抽出物）が様々なヒト初代培養細胞における炎症性サイトカインの過剰発現を抑制
することを見出した（Miyata et al., in press：前項参照）．更に，この抽出物は，FLS における ROS
の過剰産生を抑制すること，細胞の異常増殖を阻害すること，マトリックスメタロプロテアーゼ

（MMP）の遺伝子発現を抑制することが明らかとなった．これらの結果は，RG92 抽出物が関節炎の
各ステップで進行を防ぐ可能性を示唆している．しかしながら，FLS のミトコンドリアへの影響に
ついては不明なままであった．ここでは，IL-1β で刺激された FLS のミトコンドリアの形態および

表 1　滑膜線維芽細胞におけるミトコンドリアの形態

RG92 抽出物の存在下および非存在下で，IL-1β 処理を行った滑膜線維芽細胞のミトコ
ンドリアの形態を観察した．ミトコンドリアの形態を線維型，丸型，これらの混合型
の 3 群に分類した細胞の割合（%）を示す．データは 3～6 回の独立した実験の平均値
±標準偏差として表す．括弧内には観察した細胞の総数を示す．NAC, N-アセチルシ
ステイン．
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機能に関する新しい知見とともに，それらに対する
RG92 抽出物の効果について解説する（Mifude et al., 
2017）．

2．　ミトコンドリアの形態変化

　毛乳頭細胞を用いた以前の報告（Mifude and Kaseda, 
2015）と同様に，FLS のミトコンドリアは主に線維型お
よび丸型の 2 つの異なる形態を示した．37％の細胞は線
維型ミトコンドリアのみを有し，6％は丸型ミトコンド
リアのみを示した．残りの細胞は，線維型と丸型の混合
タイプであった（図 1，表 1）．図 2 と表 1 に示すように，
細胞を IL-1β で処理すると，線維型ミトコンドリアを持
つ細胞の割合は低下し（9％），代わりに丸型ミトコンド
リアを持つ細胞の割合が増加した（26％）．従って，IL-1β
による炎症刺激はミトコンドリア形態のバランスに大き
な影響を与えることが判明した．

3．　ミトコンドリアの形態と機能の関係

　私たちは以前，線維型ミトコンドリアは丸型ミトコンドリアよりも多くの ATP を産生すること

図 1　ヒト滑膜線維芽細胞におけるミトコンドリアの形態
（a）線維型ミトコンドリア，（b）丸型ミトコンドリア，（c）線維型と丸型が混在する混合型ミトコ
ンドリアの蛍光顕微鏡画像．白枠内は矢印部分の拡大画像．スケールバー＝20 µm. （d）各タイプの
ミトコンドリアを有する細胞の割合　データは5つの独立した実験の平均値±標準偏差として示す．

図 2　線維型ミトコンドリアの分布に及ぼ
す RG92抽出物の効果
IL-1β 非存在下あるいは存在下で，線
維型ミトコンドリアを持つ滑膜線維芽
細胞の割合に及ぼす RG92 抽出物の影
響を示す．データは 3～6 回の独立し
た実験の平均値±標準偏差として表
す．NAC, N-アセチルシステイン．*, p
＜0.001.
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を見出した．さらに，線維型ミトコンドリアは多くのエネルギーを必要とする細胞移動に有益であ
ることを示した（Mifude and Kaseda, 2015 ; Mifude and Kaseda, 2016）．そこで，IL-1β の存在下
または非存在下で FLS の ATP 量を調べた．図 3 に示すように，当サイトカインの存在下で，細
胞内 ATP レベルは有意に減少し，逆に ROS レベルは増加した．したがって，ミトコンドリアの
形態変化と並行して，IL-1β が関節細胞における ATP 合成反応の脱共役を誘導することが示唆さ
れた．事実，図 4a に示すように，線維型ミトコンドリアの割合に対する ATP および ROS レベル
で強い相関が確認された．また，丸型ミトコンドリアの割合は線維型とは正反対の関係性を示した

（図 4b）．これらの結果は，ミトコンドリアの形態変化が ATP 合成活性に重要な役割を担うことを
意味している．

4．　微細藻類Mucidosphaerium sp. RG92株の効果

　FLS が IL-1β で刺激された場合，TNF-α, IL-1β, IL-6 および MMP-1，MMP-3，MMP-9 の遺伝子レ

図 3　RG92抽出物によるミトコンドリア脱共役の改善
（a）IL-1β 非存在下あるいは存在下における滑膜線維芽細胞の ATP 量に対する RG92 抽出物の作用
（b）IL-1β 非存在下あるいは存在下における細胞内 ROS 量に及ぼす RG92 抽出物の影響　データは
3 回の独立した実験の平均値±標準偏差として表す．NAC, N-アセチルシステイン．*, p＜0.05.

図 4　ミトコンドリアの形態と機能の関係
（a）線維型ミトコンドリアを持つ細胞の割合に対する細胞内 ATP および ROS 発生量（b）丸型
ミトコンドリアを持つ細胞の割合に対する細胞内 ATP および ROS 発生量
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ベルが上昇するが，RG92 抽出物は，これら RA の発症に関わる因子の過剰発現を抑制した（Miyata 
et al., in press：前項参照）．これらの結果は RG92 が関節疾患の改善や予防に有用なツールになる
ことを示唆している．今回更に，RG92 抽出物が炎症刺激した FLS におけるミトコンドリアの形態
と機能に及ぼす効果を調べた．図 2 および表 1 に示すように，IL-1β 存在下では線維型ミトコンド
リアを有する細胞の割合は有意に減少するが，RG92 抽出物によってその割合が正常レベルに戻り，
炎症性サイトカインの影響を抑制する効果があることが示された．加えて，同抽出物は，IL-1β が
引き起こす ATP 産生の阻害および ROS 生成の増加の効果を打ち消した（図 3）．従って，RG92
抽出物は炎症刺激によるミトコンドリアの酸化的リン酸化反応の阻害を抑制する作用を持ち合わせ
ていることが分かった．本抽出物の効果は，代表的な ROS スカベンジャーである N- アセチルシス
テイン（NAC）に類似していた．今後，RG92 抽出物に含まれる機能分子を同定し，作用機序の比
較検討を行いたい．

5．　ま　と　め

　滑膜細胞のミトコンドリアの形態と機能を調べ，IL-1β 刺激により線維型ミトコンドリアを持つ
細胞の割合が減少し，ATP レベルの低下と ROS の過剰産生がもたらされることを示した．RG92 抽
出物は，IL-1β によるミトコンドリアの形態変調及び機能の低下を抑制することが判明した（図 5）．
ミトコンドリアに対する RG92 抽出物の効果は，その抗炎症作用と密接に関連している可能性があ
る（Liu-Bryan and Terkeltaub, 2015）．これらの研究成果が RA や OA の新しい治療方法の確立に
つながるものと期待する．
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図 5　関節リウマチにおけるミトコンドリアの形態および機能の変調と RG92抽出物の効果
慢性関節炎の初期段階で，主要な炎症性サイトカインである IL-1β が産生される．IL-1β は，FLS に
おいてミトコンドリアの形態変調および機能の低下を引き起こす．丸型ミトコンドリアでは，ATP
産生の減少および ROS（活性酸素）の過剰生成をもたらす．このようなミトコンドリアの機能異常
に加えて，酸化ストレスおよび炎症反応の相乗的な悪循環により，滑膜細胞の異常増殖および関節
破壊がもたらされる．RG92 抽出物は，ミトコンドリアの形態と機能に対する IL-1β の効果を相殺す
るように働く．丸型ミトコンドリアは，以前の報告（Mifude and Kaseda, 2016）に基づいて，折り
たたまれた形（tangled form）で描写している．
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