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ABSTRACT
　It is well known that reactive oxygen species (ROS) causes various redox related diseases. Recent studies have shown that 
peroxidant molecules, such as hydrogen peroxide, work actively as signaling molecules in cancer cells. Superoxide is 
considered to be a major factor in oxidant toxicity, and mitochondria are the major source of superoxide. The reaction of 
superoxide generated from mitochondria with nitric oxide is faster than superoxide catalyzed reaction, and produces 
peroxynitrite. Then, peroxynitrite produces hydroxyl radicals and nitrogen dioxide, and oxidizes and nitrates DNAs, lipids and 
proteins, etc., and induces cell death. Thus, based on research conducted after Fridovich’s seminal studies, we now propose a 
modified superoxide theory. Manganese superoxide dismutase (MnSOD), which scavenges superoxide anions generated from 
mitochondria, is an important enzyme in cellular homeostasis, cellular defense and functional dynamics. MnSOD expression 
and/or activity is generally lower in cancer cells than in their normal cell counterparts, while other studies demonstrate that 
cancer tissues possess elevated MnSOD expression compared to normal tissues. It suggests that regulation of MnSOD may 
confer differential outcomes in the protection of normal and cancer cells against agents that cause oxidative stress. 
Furthermore, expression and/or the activity of MnSOD may affect the antioxidant capacity and overall health of cells by 
altering mitochondrial metabolism, leading to the development and progression of cancer. It might be suggested that altered 
MnSOD activity on the mitochondrial metabolism in cancer cells is a key factor of cancer treatment strategy.
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はじめに
　活性酸素種（ROS）は，生体内の酸化ストレスを増
加させ，癌，糖尿病などの生活習慣病，難治性疾患と

いった様々な疾患と関連しており，我々もこれまでに
多くの研究報告を行ってきた1-4）。一方，生体内には
低分子のグルタチオンをはじめ，ビタミン C，ビタミ
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ン E，コエンザイム Q10などの抗酸化物質や抗酸化酵
素群が存在しており，酸化ストレスを防御し，生体の
恒常性（ホメオスタシス）を維持している。
　酸化還元（Redox）は，細胞内代謝における重要な
反応であり，また細胞内シグナルとしても働いてい
る。ROSがシグナルトランスダクションとして働き，
タンパク質のシステイン残基をはじめ，種々のアミノ
酸残基の酸化的修飾を引き起こし，タンパクの構造，
機能を調節するといった翻訳後修飾は生体の酸化スト
レス状態に非常に重要な役割を果たしている。近年，
ゲノミクス，トランスクリプトミクス，プロテオミク
ス，メタボロミクスなどといった網羅的解析が飛躍的
に進歩し，様々な疾患の原因解明，治療法の確立に大
きく貢献している。この総説では，ミトコンドリアか
ら生成される活性酸素スーパーオキサイドとミトコン
ドリア内マトリックスに局在し，そのスーパーオキサ
イドを除去する酵素マンガンスーパーオキサイドディ
スムターゼ（MnSOD）の役割について，その一部を
紹介したい。

１．ミトコンドリアから産生される活性酸素
　ミトコンドリアのおもな生理的役割は，エネルギー
産生，つまり ATPを産生することである。ATPの合
成経路には，酸素を必要としない嫌気的な解糖系と酸
素を必要とする好気的な酸化的リン酸化があり，ミト
コンドリアの第一義的な機能は，この酸化的リン酸化
である。すなわち酸素を利用することにより，解糖系
よりも効率よく多くの ATPを産生している。この酸
化的リン酸化は，ミトコンドリア内膜に存在する電子
伝達系で行われている。電子伝達系は，約100種類の
タンパク質が関与しており，様々な酵素が複合体
（Complex I～Ⅳ）を形成している。ミトコンドリアで
は，驚くべきことに酸化的リン酸化のほか，イオン
チャンネル，細胞内カルシウムホメオスタシス，脂肪
酸β酸化，中性脂肪サイクル，ウレアサイクル，アミ
ノ，脂肪，ヘム，プリン，ステロイドおよびステロイ
ドホルモン合成など，代謝に関与する多彩な機能が備
わっている。また，細胞内の鉄はミトコンドリアに最
も多く存在しており，Fe-Sクラスターの形で後述す
る電子伝達系の Complex I, II, IIIの活性中心をなし，
酸化還元を行う上で重要な役割を担っている。
　通常，電子伝達系から２～３％の電子が漏れ，この
漏れ出た電子が近傍の最も反応性の高い酸素分子と反
応し，スーパーオキサイドを産生する。スーパーオキ
サイドの主な発生部位としては，Complex I5） と

Complex III6） がよく知られているが，Complex IIもミ
トコンドリアから産生される活性酸素に寄与してお
り，Complex II からのスーパーオキサイドの発生部位
は，コハク酸塩酸化部位の末端であることが示唆され
ている7）。電子伝達系阻害剤であるロテノン，アンチ
マイシン A，シアン剤により電子伝達系から産生され
る活性酸素が増加することが知られている8-12）。我々
は，Complex I —ユビキノン（補酵素 Q－CoenzymeQ）
経路を阻害するロテノン（ROT），Complex II を阻害
する3-ニトロプロピオン酸（3-NPA），Complex II —
ユビキノン経路を阻害するテノイルトリフルオロアセ
トン（TTFA），Complex III を阻害するアンチマイシ
ン A（AA），Complex IVを阻害するシアン化ナトリ
ウム（NaCN）を用い，ミトコンドリアから産生され
る活性酸素を測定した。その結果，すべての阻害剤に
よって活性酸素の上昇が見られ，このことから電子伝
達系複合体のすべての部位において，活性酸素が生成
される可能性が示唆された13）。
　電子伝達系と直接関与していないミトコンドリアの
他の酵素もミトコンドリア由来の活性酸素産生の一端
を担っており，ジヒドロオロト酸オキシダーゼがジヒ
ドロオロト酸のオロト酸への変換の際に副産物とし
て14），また TCAサイクルの酵素であるα－ケトグル
タル酸デヒドロゲナーゼも NADH/NAD+ 依存的に活
性酸素が生じることが報告されている15）。

２．スーパーオキサイドセオリー
　酸化ストレスは，酸化還元の連鎖反応により次々と
細胞内の活性酸素を発生させ，DNA，脂質，タンパ
ク質などに様々なダメージを与える。スーパーオキサ
イドの発生系としては，細胞質では， キサンチンオキ
シダーゼ（Xanthine oxidase: XO），NADPH オキシダー
ゼ（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-
oxidase），また，上述したミトコンドリアの電子伝達
系がよく知られている16,17）。
　スーパーオキサイドがイニシエーターとなり，活性
酸素発生系の中心をなすという「スーパーオキサイド
セオリー」はスーパーオキサイドディスムターゼ
（Superoxide dismutase:SOD）の発見者である Irwin 
Fridovich博士によって提唱された。
　しかし，約10年後，Sawyerらがスーパーオキサイ
ドの反応性は低く，強い酸化剤ではないと報告した18）

ことから，この「スーパーオキサイドセオリー」は次
第に蔭を潜めるようになった。スーパーオキサイド
は，SODによって過酸化水素（H2O2）と水（H2O）に
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変換される。H2O2はスーパーオキサイド同様，それほ
ど強い活性力をもたないが ROSのひとつである。さ
らに，この H2O2はカタラーゼやグルタチオンペルオ
キシダーゼによって，速やかに水と酸素に変換され，
無害化される。しかし，H2O2は二価鉄の存在下では，
活性の強いヒドロキシルラジカル（HO•）と三価鉄に
変換される。この反応は「フェントン反応」と呼ばれ
る。さらに，フェントン反応によってできた三価鉄は，
スーパーオキサイドによって，二価鉄に戻り（ハー
バーワイス反応），二価鉄が再び H2O2と反応（フェン
トン反応）し，HO•を生成する。このように，スーパー
オキサイドはそれ自体，活性や反応性はそれほど強く
ないが，連鎖反応を引き起こすことで，活性や毒性の
強い ROSを生み出すことから，これまで重要視され
てきた。この理論に従えば，MnSODが増えれば HO•
の生成量も当然増えることになる。しかし，我々の
MnSODを過剰発現させた細胞株を用いた実験では，
MnSODが増えるとHO•は減少しており，フェントン・
ハーバーワイス反応だけでは説明ができないことが明
らかとなった。
　一酸化窒素とスーパーオキサイドによってパーオキ
シナイトライト（ONOO-）が生成されるが，この
ONOO-は反応性や毒性が強く，チロシンのニトロ化，
SH基の酸化といったタンパク質の修飾を引き起こす
こと，脂質過酸化を引き起こすことが知られてい
る19） 。
　ONOO- のプロトン化した形である ONOOHは，
HO• と二酸化窒素ラジカル （NO2•）に変換され，そ
の後，ヒドロキシル化，ニトロ化によってそれぞれ硝
酸イオン（NO3

－）に異性化される3,19）。
　我々は，MnSODがスーパーオキサイドのレベルを
低下させるだけでなく，スーパーオキサイドと
ONOO-との結合を抑えることにより，ONOO-から生
成される HO•を抑え，それによって引き起こされる
脂質過酸化，ミトコンドリア膜のカルジオリピンの酸
化，放射線誘導アポトーシスを抑制することを示し
た。我々は，このようにミトコンドリアから出てくる
スーパーオキサイドが酸化ストレス連鎖反応を調節す
る重要なイニシエーターであると提唱し，これを新た
に「ミトコンドリアルスーパーオキサイドセオリー」
と呼んでいる3）。

３．マンガンスーパーオキサイドディスムターゼ 
（MnSOD）
　ミトコンドリアは，エネルギーを産生する重要な細

胞内小器官であり，また酸素消費量が多く，活性酸素
が多く産生されるにもかかわらず，ミトコンドリアの
遺伝子 DNAはヒストンに保護されていないため変異
しやすい。ミトコンドリアにはスーパーオキサイドを
消去するMnSODをはじめ，H2O2を消去するグルタチ
オンペルオキシダーゼ（GPx），ペルオキシレドキシ
ン（PRX）などの抗酸化酵素が存在している。
　これら抗酸化酵素系と活性酸素産生系の不均衡が
DNAやタンパク質に障害を及ぼし，強いてはアルツ
ハイマーやパーキンソンなどの神経疾患，動脈硬化，
発癌，老化といった様々な疾患と関与していると考え
られ，抗酸化物質を用いた治療も報告されている20,21）。
　MnSODはヒトでは第６番目の染色体，マウスでは
第８番目の染色体にその遺伝子が存在する。22kDaの
モノマーからなる４量体を形成し，活性中心はMnで
あり，His26，His74，Asp159，His163のアミノ酸によっ
て配位されている。MnSODはの遺伝子 SOD2 は核に
コードされており，MnSODの cDNAは666bpで最初
の72bpはミトコンドリア移行するためのリーダー
シークエンス（Mitochondrial targeting sequence : MTS）
であり，24のアミノ酸に翻訳される。MTSは塩基性
のアミノ酸を多く含み，全体としてはプラスの電荷を
持っている。ミトコンドリアの外膜はマイナスに帯電
しており，電気的に引き寄せられていることが考えら
れていた。しかし，その後の研究で，ミトコンドリア
の外膜と内膜上には「膜透過装置」があることがわ
かってきた。外膜の膜透過装置は TOM （Translocate of 
the outer mitochondrial membrane）複合体，内膜の膜透
過装置は TIM （Translocate of the inner mitochondrial 
membrane）複合体とよばれる。外膜に存在する TOM
複合体は，膜通過可能なミトコンドリアタンパク質を
認識する受容体として働いており，タンパク質の高次
構造がほどけた一次構造の状態で外膜を通過させるた
めのチャネルでもある。内膜に存在する TIM複合体
は，マトリックスまたは内膜のタンパク質を認識する
受容体で，タンパク質を内膜に通過させる17-19）。この
膜透過装置を通過してマトリックスに入ったMnSOD
はMTSの部分がはずれ，三次元構造をした成熟した
MnSODの形態になると考えられている22-24）。 MTSの
中の Valが Alaになった変異ではMnSODのミトコン
ドリアへの移行や mRNAの安定性の低下が示されて
いる25）。我々はMTSを欠失したMnSODの cDNAを
作成し，MnSODの局在の重要性について検討した。
MTSを欠失したMnSOD の過剰発現細胞株では正常
な MnSODを過剰発現させた細胞株と比較して，
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MnSODの活性 /発現量が低下し，ミトコンドリアか
ら生成される活性酸素および放射線誘導アポトーシス
の抑制が見られなかった26）。これらの結果は，MnSOD
が正常に機能するためにはミトコンドリア内に局在す
る必要性があるということを示している。MnSODの
その重要性については，MnSOD遺伝子ノックアウト
マウスが生後２週間しか生きられないこと，このノッ
クアウトマウスは，心筋症，脂肪肝，骨格筋アシドー
シス，またミトコンドリア障害に基づく中枢神経細胞
変性を示すことからも証明されている27,28）。

４．シグナルセンサーとしてのミトコンドリア内の活
性酸素の役割
　SOD2遺伝子は，転写因子である nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells （NFκB），
Forkhead box O3 （FOXO3a）によってその発現は制御
されている。これらの転写因子は，ミトコンドリア内
の活性酸素の量によってその発現量が調節されてお
り，ミトコンドリア内の活性酸素がシグナルセンサー
となりうることが考えられる。
　Storzらは，ミトコンドリア内の活性酸素が Srcを
介し，NFκBを活性化することで細胞死を抑制する
こと29），Connorらは，ミトコンドリア内の H2O2が
PTEN （Phosphatase and Tensin Homolog Deleted from 
Chromosome 10）を酸化することによって血管新生を
調整すること，また in vivoにおいても発現が血管新
生の表現系を調整している30）。また，Kaewpilaらは，
MnSOD がスーパ－オキサイドを介し，hypoxia-
inducible factor-1 alpha （HIF1-α）を調整しているこ
と31）を報告している。これらの結果は，ミトコンド
リア内の活性酸素が何らかのシグナルセンサーとして
働いていることを示唆している。酸化ストレス応答シ
グナルとしてよく知られているものとして Nuclear 
factor （erythroid-derived 2）-like 2 （Nrf2）と Kelch like-
ECH-associated protein 1 （Keap1）から成る Nrf2-Keap1
シグナリングがある。Nrf2-Keap1の活性は，Keap1の
システイン残基（Cys残基）の酸化的修飾によりおこ
ることが知られている32）。我々は，ミトコンドリアか
ら生成される活性酸素が Nrf2-Keap1 シグナリングを
調整していることを報告した。活性酸素がシグナルト
ランスダクションとして働き，タンパク質の Cys残
基をはじめ，種々のアミノ酸残基の酸化的修飾を引き
起こし，タンパクの構造，機能を調節するといった翻
訳後修飾は，生体の酸化ストレス状態に非常に重要な
役割を果たしている。しかし，活性酸素による直接的

なシグナリングの活性化については，未だ不明な点も
多い。
　細胞内のタンパク質の Cys残基，グルタチオン， 遊
離 SH基などのチオール基（SH: スルフヒドリル基）
は酸化還元反応を受けやすく，細胞内のチオールレベ
ルは酸化ストレスマーカーの指標とされており，分子
内チオール基の酸化 /還元状態によってタンパク質の
機能や活性酸素シグナリングが調整されていることが
考えられる。
　我々はラット胃上皮粘膜癌様細胞株（RGK1）に
MnSODの遺伝子を過剰発現させ，ミトコンドリア内
の活性酸素を抑制した状況下での細胞内チオールレベ
ルの変化について検討した。細胞内チオールレベルの
検出には還元型のチオール基に結合する5-IAF
（5-iodoacetamidofluorescein）を用いた。MnSOD過剰
発現株ではコントロールに比べて，還元型のチオール
レベルを示す蛍光強度が著明に増加していた（図１－
A）。次にこれらのタンパクを二次元泳動したところ，
いくつかの異なるスポットが検出された（図１－B）。
これらの検出されたスポットのタンパク質は Cys残
基や分子内チオール基が変化し，タンパクの機能に変
化をもたらしていることが考えられる。これらのこと
から，ミトコンドリア内の活性酸素がシグナルセン
サーとして酸化ストレスを調節することで，いくつか
のタンパク質の機能や活性酸素シグナリングを変化さ
せることが示唆された。

５．MnSODと癌
　癌細胞では，酸素が十分な環境下においてもエネル
ギー効率の悪い解糖系が有意に働くことが知られてお
り，Warburg効果と呼ばれている33）。癌細胞では，
ROSなど何らかの異常によってミトコンドリアの電
子伝達系に破綻が生じ，酸化的リン酸化からのエネル
ギーを十分に得ることができない。そのため，代償的
に解糖系が有意に働くことで不足したエネルギーを得
ていると考えられ，正常の細胞に比べてグルコースの
取り込みが劇的に増加していることが知られている。
実際，PET （positron emission tomography ） はこの現象
を利用した検査法であり，「全身の小さな癌を早期に
発見できる」として，癌検診にも広く活用されてい
る34）。
　癌細胞において，好気性解糖系はアポトーシスの抵
抗性を増加させることによって癌細胞の増殖を亢進し
ている35）。実際，酸化的リン酸化を活性化する薬とし
て，ピルビン酸脱水素酵素（ピルビン酸をアセチル



ミトコンドリア由来活性酸素の役割とその病態 29

CoAに変換する）を活性化するジクロロ酢酸ナトリ
ウム（DCA）は転移性乳がん細胞の増殖を阻害する
という報告がある36）。また酸化的リン酸化と解糖系の
バランスが癌化と関連している，解糖系の亢進の結
果，癌やその周囲組織が酸性化することによって，癌
細胞を浸潤・転移しやすい環境にしているとの説もあ
るが，未だわかっていないことも多い。
　正常なラット胃上皮粘膜細胞株（RGM1）とその癌
様変異株 RGK1細胞にMnSODを過剰発現させたとき
のミトコンドリア代謝機能評価をしたところ，正常細
胞のMnSOD過剰発現 RGM1株では酸化的リン酸化を
亢進していたが，癌細胞のMnSOD過剰発現 RGK1株
では酸化的リン酸化が抑制されていた（図２）。これ
らの結果は，MnSODの発現量は正常細胞では，細胞

内の酸化ストレス状態を抑えることにより細胞保護的
に働き，一方，癌細胞では酸化的リン酸化を抑制し，
解糖系にスイッチすることで癌の増殖を促進している
可能性を示唆している。我々は，この癌細胞において，
MnSODの過剰発現は，Actin ，talin，S100A4の相互
作用を増強することによって癌の浸潤を増加させるこ
とを報告している37）。
　MnSODの発現量がエネルギー代謝にも関係してお
り，酸化的リン酸化と解糖系のスイッチの役割をして
いる可能性が考えられるが，MnSODの発現量は癌の
種類，性質によって異なっており，またミトコンドリ
ア内の活性酸素発生量の違いによってもシグナル伝達
が変化するため，さらなる検討が必要であると思われ
る。
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図１: MnSOD 過剰発現による細胞内チオールレベルの変化

RGK1細胞にMnSODを過剰発現させ，ミトコンドリア内の活性酸素を抑制した状況下での細胞内チオールレベルの変
化，すなわち酸化ストレスの大きさについて検討した。細胞内チオールレベルが増加すると細胞内酸化ストレスの程度
は小さくなる。生細胞に還元型のチオール基に結合する5-IAF（5-iodoacetamidofluorescein）を用いてラベリングしたのち，
蛍光強度を共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。MnSODの過剰発現株では，その蛍光強度が有意に増加していた（A）。
それらのタンパクを回収し，2次元泳動を行ったところ，MnSOD過剰発現株ではコントロールに比べていくつかの異な
るスポットが認められた（B）。参考文献34）より一部改変
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６．結論と今後の展望
　今回の総説では，図３に示すように，我々が提唱し
ている「ミトコンドリアルスーパーオキサイドセオ
リー」の概要と MnSODの機能について紹介した。
MnSODは，酸化還元酵素としての酸化ストレス応答
シグナルのみならず，癌細胞の細胞周期，代謝経路，
転移などの他のシグナルも調整していることが予想さ
れる。癌細胞において，MnSODの活性 /発現量は酸
化的リン酸化と解糖系のスイッチをすることにより，

癌の増殖を調節している可能性があり，我々はMnSOD
の高い活性 /発現量が，細胞内のチオールレベルを変
化させ，浸潤・転移能に関連していることを明らかに
した37）。MnSODは腫瘍マーカーとして癌の診断，
MnSOD製剤として癌治療に用いられているが，その
一方でMnSODの過剰発現株では放射線26,38），抗がん
剤39）に抵抗性を示すことが報告されている。これま
で，放射線照射による細胞死を誘導するメカニズムの
解明，放射線抵抗性の獲得に関する研究，癌の浸潤転
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図２ ： 正常なラット胃上皮粘膜細胞株 （RGM1） とその癌様変異株 RGK1細胞に MnSOD を過剰発現させたときのミトコンドリア

代謝機能評価

（A）に示す電子伝達系の阻害剤，脱共役剤を用い，細胞外フラックスアナライザー XF （Seahorse Bioscience, MA, USA）
によるミトコンドリア代謝機能評価を行った。
正常細胞のMnSOD過剰発現株では，コントロール株に比べ，電子伝達系の阻害剤，脱共役剤によって ATP産生，最大
呼吸量は増加していたが，癌細胞のMnSOD過剰発現株では減少していた（B）。MnSODは正常細胞では酸化的リン酸
化を亢進し，癌細胞では酸化的リン酸化を抑制していることが示された。
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移に関する研究は，数多くなされているが，放射線抵
抗性の獲得と癌の浸潤・転移についての関連性につい
ては，未だ詳細に解明されておらず，不明な点も多い。
癌の放射線治療において，放射線抵抗性の獲得は重要
な問題であり，その後の予後にも大きな影響を及ぼ
す。MnSODのさらなる機能を調べることは，癌克服
のための放射線抵抗性の機序解明の一助となる可能性
があり，また放射線抵抗性の獲得と癌細胞の転移因子
との関連性を明らかにすることによって，これらの基
礎研究が臨床に反映されるように，さらなる研究を遂
行していく所存である。
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