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緒　言

　細胞内でミトコンドリアは分裂･融合を頻繁に繰り返し、ダイナミックにその形態を変化させている事が知られてい
る。近年の研究から、その形態変化は細胞･組織の機能発現およびその維持にとても重要であることが分かってきた１）。
ミトコンドリアは酸素呼吸細菌の共生が起源と考えられており、その名残として独自のゲノム（mtDNA）を保持して
いる。それらには 13 種類のタンパク質、22 種類の tRNA、2 種類のリボソーム RNA がコードされており、ミトコン
ドリアの機能維持に必須である。この欠失や変異といった mtDNA の「質や量の変化」は呼吸活性を低下させ、酸化
ストレスや代謝異常などを引き起こすことで、ミトコンドリア病だけでなく神経変性疾患･糖尿病･がんの悪性化など多
様な病態の原因となることが報告されてきた。mtDNA はミトコンドリアのマトリックスで DNA 結合タンパク質で
あるミトコンドリア転写因子 A（TFAM）などとともに核様体という構造を形成し、内膜上を移動していると考えら
れている。しかし、mtDNA ならびに核様体の動的な特性とその分子機構についてはほとんど明らかになっていない。
そこで本研究では、mtDNA の「動きの変化」とミトコンドリア機能制御との関係について着目し、研究を行った。

方　法

１．免疫蛍光抗体染色
　カバーガラス上で培養した細胞を化学固定し、膜透過処理を行った。その後、ブロッキング、抗体反応（一次抗体、
蛍光標識二次抗体） を行い、スライドガラス上で封入した標本を共焦点顕微鏡で観察した。組織は化学固定した後に
OCT コンパウンド中に包埋し、クリオスタットで薄切しスライドガラスに貼り付け標本とした。標本に膜透過処理、
ブロッキングを行い、一次抗体を一晩、4℃にて反応させた。一次抗体反応後に蛍光標識された二次抗体を一時間反応
させ、十分に洗浄した標本をカバーガラスで封入し、共焦点顕微鏡で観察した。

２．シトクロム c オキシダーゼ活性染色（COX 活性染色）
　カバーガラス上に播種した心筋の初代培養細胞に対して DAB を用いる Seligman 法に準じた COX 活性染色を行っ
た。

結　果

１．HeLa 細胞でミトコンドリア分裂不全により生じる mito-bulb 構造はアポトーシスを制御する
　mtDNA は核様体と呼ばれる構造をとり、HeLa 細胞では 1 細胞あたり 1,000 個以上の核様体が観察される。哺乳類
細胞では、核様体はミトコンドリア内膜に局在していることが分かっていたが、融合と分裂を頻繁に繰り返すミトコン
ドリアの内部でどのような挙動をとっているのかについては明らかになっていなかった。HeLa 細胞を用いてミトコ
ンドリア分裂制御因子である Drp1 の発現を抑制すると、長く伸長したミトコンドリアの一部が非常に大きな風船のよ
うな構造（mito-bulb）を作り、その中で核様体がクラスタリングしていることを見出した２）。この構造は、CRISPR-
Cas9 システムで作製した Drp1 KO 細胞でも観察できる３）。電子顕微鏡でミトコンドリアの微細構造を観察してみる
と、Drp1 ノックダウン細胞の mito-bulb ではクリステが非常に発達しており、ある種のアポトーシスが遅延すること
が分かった。細胞をあらかじめ DNA 合成阻害剤である ddC で処理し核様体を消失させると、Drp1 をノックダウンし
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てもクリステ構造の発達はみられなかった。すなわち、核様体の分布がミトコンドリアの膜構造に影響を与えるという
これまでに知られていなかった新たな知見を得ることができた（図 1）２）。

図 1． 核様体の分布がミトコンドリアの膜構造に影響を与える
HeLa 細胞に Drp1 の siRNA を導入して発現を抑制すると、大きな風船のようなミトコン
ドリアの内部に発達したクリステ構造がみられる（左下）。しかし、事前に ddC 処理を行
い核様体を消失させると、Drp1 の発現を抑制してもクリステ構造は密にならない（右下）。
Scale Bar: 0.5μm.

２．心筋では mtDNA のクラスタリングが呼吸鎖サブユニットの不均一な分布を引き起こす
　mtDNA の動的な特性について生理的な意義を解析するため、Drp1 遺伝子を欠損したマウスの心臓の解析を行った。
このマウスは生後まもなく致死となることがわかった４）。Drp1 KO マウスの心臓の免疫蛍光抗体染色にて mtDNA の
観察を行ったところ、HeLa 細胞で観察されたように核様体のクラスタリングを認めた。このときに、呼吸鎖 IV サブ
ユニット（MTCO1）の分布がミトコンドリア内部で不均一になっていることが分かった。さらに MTCO1 の不均一な
分布と核様体がクラスタリングしている箇所がよくオーバーラップしていた（図 2A）。この意義について詳細な解析
を進めるため、野生型のマウスと Drp1 KO マウスからそれぞれ心筋初代培養細胞を単離した。Drp1 KO マウスでは
HeLa 細胞でみられた mito-bulb が観察され、その内部に核様体のクラスタリングがみられた（図 2B）。この細胞でシ
トクロム c オキシダーゼ活性染色（COX 活性染色）を行い、ミトコンドリアの活性と核様体のクラスタリングとの関
係について検討した。野生型マウスから単離した心筋初代培養細胞は分散した核様体とミトコンドリア全体に COX
活性を確認できた。ところが、Drp1 KO マウス由来の心筋初代培養細胞では不均一な COX 活性のパターンがみられ、
その偏りと核様体のクラスタリングが一致していた（図 2C）。組織と初代培養細胞の解析結果から心筋ではクラスタリ
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ングした核様体は呼吸鎖サブユニットの不均一な分布を誘導し、結果として心筋全体の呼吸活性が低下していることが
考えられた（図 3）。

図 2． 心筋では mtDNA のクラスタリングが呼吸鎖サブユニットの不均一な分布を引き起こす
A）筋組織特異的 Drp1 KO マウス心筋で核様体のクラスタリングと呼吸鎖サブユニットの
不均一な分布がみられる。Scale Bar: 10μm. B）Drp1 KO マウス由来の心筋初代培養細胞
で mito-bulb 構造と核様体のクラスタリングがみられる。Scale Bar: 10μm. C）Drp1 KO
マウス由来の心筋初代培養細胞では核様体の分布が偏り、COX 活性が不均一になる。
Scale Bar: 25μm.

考　察

　本研究の培養細胞とモデルマウスの解析から、ミトコンドリア膜と mtDNA はそれぞれダイナミックにその形態と
挙動を変化させているだけでなく、これらの変化の一部は膜と mtDNA が協調的に働いた結果であることが明らかと
なった。これまでは、mtDNA の議論は「質や量の変化」を中心に進められてきたが、本研究結果から「動きの変化」
もまたミトコンドリア機能制御に重要な要因となることを示すことができた。ミトコンドリア機能低下と疾患の関連
が考えられる際には、mtDNA の変異やコピー数減少だけでなく分布異常や動態不全もその原因となっている可能性が
示唆される。しかし、mtDNA の動態に関わる因子の知見については限られており、今後はこれら因子の探索やその分
子機構の解明が関連疾患の病態理解へとつながっていくことが期待される。
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図 3． 心筋におけるミトコンドリアダイナミクスと mtDNA 分布制御のモデル図　　　　　　　
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