
地方独立行政法人東京都健康長寿医療センター（東京都健康長寿医療センター研究所）・東京都健康長寿医療セ
ンター研究所・研究副部長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６７４

挑戦的萌芽研究

2017～2015

老化過程におけるミトコンドリア・クリステ構造のリアルタイムイメージング

Real-time imaging of morphological changes in mitochondrial cristae during the 
aging process

３０３４３５８６研究者番号：

大澤　郁朗（Ohsawa, Ikuroh）

研究期間：

１５Ｋ１５０７５

平成 年 月 日現在３０   ６ ２２

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは老化と寿命制御の中核的オルガネラである。各呼吸鎖複合体はクリ
ステ膜上に存在するが、その構造は200 nmの光学限界以下である為、そのダイナミズムとミトコンドリア機能と
の相関は不明である。本研究では、超解像STED顕微鏡を用いて、膜電位感受性色素（TMRM）で染色したミトコン
ドリアの内部構造（内膜クリステ）変化を数10 nmの解像度で経時的に観察する手法を確立した。さらに各呼吸
鎖複合体のサブユニットを蛍光タンパク質でラベルしてクリステ上での局在を観察したところ、複合体IとIII、
IVが近接したスーパーコンプレックスの存在を示唆する画像を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：We applied stimulated emission depletion imaging with subdiffraction 
resolution to submitochondrial structures. Their shapes depend on both a cell’s type and its 
physiological state. Staining with a cationic fluorescent dye, TMRM, unveiled intriguing details of 
lamellar structure, consisting of rapidly changeable, curtain-like formations. The TMRM-positive 
structure colocalized with neither protein in the matrix nor on the outer membrane, but partially 
localized with the nucleoid. Suppression of a component in the mitochondrial contact site disrupted 
the lamellar TMRM-positive structure. Uncoupling of the oxidative phosphorylation system released 
TMRM from the inner membrane without any alteration in the matrix structure. The approach presented 
here provides novel insights into the in vivo nature of submitochondrial structures, and can be used
 for further functional investigations of these complex structures.

研究分野： 生体調節機能
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１．研究開始当初の背景 
	 ミトコンドリアは活性酸素種の主要産生源
であり、老化過程でミトコンドリア新生
（mitogenesis）は低下し、その除去機構
（mitophagy）の抑制が疾患の発症と寿命低
下をもたらす（文献１）。申請者らもミトコン
ドリアの脂質過酸化で生じるアルデヒド類を
除去する酵素 ALDH2 の活性低下で加齢に伴
う認知機能障害が生じることを報告している
（文献２）。近年、疾患や老化のメカニズムを
知る上で、ミトコンドリアの断片化や巨大化
などの構造異常を引き起こすミトコンドリ
ア・ダイナミズム解明の重要性が増している。
ミトコンドリアには内膜が存在し、ひだ状形
態のクリステを形成している。マトリックス
内に突き出たクリステ膜、外膜と面する内膜
境界、両者を分けるクリステ接合部に分類で
き、接合部にはミトコンドリア内膜形成機構
（MICOS）が存在する(図１)。酸化的リン酸
化（OXPHOS）が主にクリステ膜上で行われ
ることから、クリステ構造がミトコンドリア
機能を制御している可能性が高い。実際、ミ
トコンドリア病患者では骨格筋細胞で異常増
殖したクリステが観察され、老化過程では腎
組織や筋細胞、神経細胞でクリステ構造の変
性が見られる。しかし、クリステのミトコン
ドリア機能における重要性に鑑みて、生きた
細胞での動的変化に関する研究はほとんど進
んでいない。これは、クリステ構造が光学限
界（200 nm）より小さい為であるが、最近、
50 nm 近い微細構造を観察できる超解像
STED顕微鏡が開発された（文献３）。 

 
２．研究の目的 
	 リアルタイムでのクリステ観察に適した蛍
光タンパク質発現ベクターを作製し、特異的
な蛍光色素と組み合わせ、超解像 STED顕微
鏡下でサブミトコンドリア構造の経時的変化
を捉える。さらにMICOS 形成阻害や膜電位
抑制などのミトコンドリア機能低下がクリス
テ構造変化に及ぼす影響を解明する。 

	 近年、複数の呼吸鎖複合体から形成される
スーパーコンプレックス（SC）とミトコンド
リア機能との相関が示唆されていることから、
生細胞でこの SCの存在を確かめる。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では、比較的密度が高く、細長い枝
分かれ構造を示すミトコンドリアを観察でき
るヒト肺胞基底上皮腺癌細胞由来の A549 細
胞を用いた。細胞は 35 mmガラスディッシュ
（IWAKI）に播種し、一晩培養した。ミトコ
ンドリア内膜は 50 nM TMRMで、ミトコン
ドリア DNA（mtDNA）は SYBR Green（SG, 
1/1000）で染色した。 
	 複合体 I サブユニット NADH-ubiquinone 
oxidoreductase Fe-S protein 3、複合体 IIサ
ブ ユ ニ ッ ト succinate dehydrogenase 
complex、subunit B, iron sulfur protein、複
合体 III サブユニット ubiquinol-cytochrome 
c reductase, 6.4 kD subunit、複合体 IVサブ
ユニット cytochrome c oxidase、複合体 Vサ
ブユニット mitochondrial ATP synthase, g 
subunit 1、ミトコンドリア外膜タンパク質 
metaxin 2 の各遺伝子を HeLa 細胞由来の
cDNAよりPCR法で増幅し pAcGFP1-N1 ベ
クターあるいは pDsRed2-N1に挿入すること
で、蛍光融合タンパク質でラベルした各発現
ベクターを構築した。Lipofectamine を用い
て、これらのベクターにより A549 細胞を一
過的に形質転換した。また、MICOS構成タン
パク CHCHD3 は siRNA（Sigma 社製）で
knockdownした。 
	 超解像顕微鏡画像は Leica TCS SP8 STED 
3X microscope を用いて取得した。STED 光
は 660 nmを用い、ピクセルサイズは 5 から 
20 nm に設定して、0.5-6.5 nsのゲートを懸
けた。画像取得後、Huygens社ソフトウェア
で deconvolution し、ノイズを除去した。 
 
４．研究成果 
	 A549細胞ミトコンドリアをTMRMで染色
した。従来の共焦点レーザー顕微鏡で撮影し
た画像ではミトコンドリア内部の超微細構造
は観察できていない（図２A）。次に、STED
顕微鏡を使用して画像を取得し（図２B）、
deconvolutionを行った（図２C）。これによ
り、ミトコンドリア内部にドレープ様のひだ
状構造を観察することが出来た。その半値幅
（FWHN）は〜90 nmで（図２D）、75 – 300 
nm程の間隔で存在していた（図２E）。 
	 ミトコンドリア構造体であるマトリックス
はマトリックスに局在する mtYFP タンパク
質で、mtDNAは SGで、外膜は metaxin 2-
GFP 融合タンパク質でそれぞれ可視化し、
TMRMで染色後に STEDを用いて観察した。
また、ミトコンドリアの代表的色素である
MitoTracker Green（MTG）と TMRMでの
二重染色を行った（図３J-L）。その結果、
mtYFP と TMRM はほとんど重なり合わず、
縞状に存在していることがわかった（図３A-

 

図１．クリステ構造の概略 



C）。それぞれの輝度をチャートにした図３C
でも mtYFP と TMRM のピーク位置は異な
っており、交互に存在していることがわかる。
さらにマトリックスに存在する核様体に内包
された mtDNAは、TMRMで染められたひだ
状の構造にはまり込むように存在し、ひだ状
構造体と一部で接触している（図３D-F 内矢
印）。これは核様体が内膜にアンカーしてい
るという報告と一致する。一方、TMRM 染色
像は metaxin 2で標識された外膜に囲まれ、
交差は見られない（図３G-I）。尚、ミトコン
ドリア膜電位に対する感受性が低いMTGは、
ドット状の染色像がミトコンドリア全体を非
特異的に覆っており、TMRM染色像とは全く
異なる（図３J, K）。以上の結果から、TMRM
で染められたひだ状の構造は、外膜内でマト
リックスと核様体を覆うように存在すること

から、内膜クリステ構造であることが示され
た。 
	 この TMRM で染色されたクリステ構造を
経時的に観察した。その結果、サブ 秒で急激
にひだ状の構造が変化していることを突き止
めた（図４）。 

	 TMRM で染色されたクリステ構造が
MICOS 変性により消失することを確認する
ため、MICOSサブユニットである CHCHD3
を siRNAにより knockdownし、クリステ構
造の変化を観察した（図５）。断片化したミト
コンドリアは mtDNA を中心に球状の形態を

示し、予想通り、内部にクリステを示唆する
ような特徴的ひだ状構造を持ったミトコンド
リアはほとんど観察されなかった。 
	 次いで、ミトコンドリア膜電位が消失する
とクリステ構造にどのような変化が起きるの
か観察した（図６）。細胞に antimycin A、
oligomycin、FCCPを順次投与し、TMRMの
変化を観察した。FCCP投与 5分後に TMRM
の解離が始まり、10分後には消失した。一方、
mtYFP で標識されたマトリックスの形態は
保たれていた。このことから、膜電位が消失
しても短時間ではクリステ構造が破壊されな
いことが判明した。 
	 大半の呼吸鎖複合体 I-V はクリステ上に存
在すると考えられている。そこで TMRM 染
色像と呼吸鎖複合体の位置関係を解析した。
GFP でラベルした呼吸鎖複合体 I-V のサブ
ユニットを一過的に発現させ、TMRMで染色
したところ、全ての呼吸鎖複合体サブユニッ
トとも TMRM の近傍に発現しているが、完
全に重なり合ってはいなかった（図７A-E）。
そこで GFP の輝度のピークから最も近い
TMRM の輝度のピークまでの距離を測定し、

 

 
図２．生細胞ミトコンドリアの TMRM 染色像．

A: 共焦点、B: STED、C: B の decovolution 画

像．Scale bars, 2 µm（挿入画像内 500 nm）．

D: 半値幅．E: ひだ状構造中心線からの距離 
 

 
図３．サブミトコンドリア構造と TMRM 染色像．

Scale bars, 2 µm in A, D, G, and J, and 500 nm in 
B, E, H, and K. 
 

 
図４．急激に変化するクリステ構造．Scale bars, 
500 nm in A and 100 nm in B. 
 

 
図５．MICOS 変性によるクリステ構造の消失．

Scale bars, 2 µm（挿入画像内 500 nm）． 
 



確率密度関数をカーネル密度推定により求め
た。その結果、各呼吸鎖複合体サブユニット

とも TMRM によって染められたクリステ構
造から 20 nm前後の距離に分布していた（図
７G−K）。 
	 本研究で観察されたクリステ構造のモデル
図を示す（図８）。TMRM１分子が発した蛍
光の FWHNは〜60 nmであり、TMRMで染
色されたクリステ構造の FWHN は〜90 nm
ほどの幅を持って存在していた。この結果か
ら、TMRMが発した蛍光は 20〜30 nmの幅
で重なり合って観察されていると推定される。

また、各呼吸鎖複合体サブユニットはクリス
テ構造から 20 nm前後の距離で存在していた。
TMRM が発した蛍光が最も強く観察される
部分（重なり合っている部分）をクリステの
中心とすると、そこから 20 nm前後の距離に
GFPの蛍光 が存在している。すなわち、クリ
ステの膜表面から 5〜10 nm の距離で、各複
合体サブユニットがそれぞれの複合体に組み
込まれる形で存在していると考えられる。 
	 	 従来から SC は blue native ポリアクリ
ルアミド電気泳動法(BN-PAGE)で検出され
ているが、生細胞でその存在は確認されてい
ない。そこで SCの存在を検証した（図９）。
DsRed（赤）で標識した複合体 I サブユニッ
トと AcGFP（緑）で標識した他の複合体サブ
ユニットとの距離を画像解析したところ、Iと
IIは重ならず、距離が 10 nm以上離れていた。
I と II は SC 構造を取らないと考えられてお
り、観察結果と一致する。一方、Iと III及び
IV は重なって黄色くなり 10 nm より近接し
ているケースが観察された。V でも同様に I
と近接しているケースが観察された。これら
は SCを形成していると考えられる。また、I

A 

 

B 

 
図６．膜電位の消失によるクリステ構造の変

化．(A) TMRM の蛍光強度で示した阻害剤投与

による膜電位の低下．(B)サブミトコンドリア

構造変化．Scale bar, 500 nm. 

 
図７．呼吸鎖複合体サブユニットの STED 画

像．Scale bars, 2 µm（挿入画像内 500 nm）．

（G-K）カーネル密度推定（赤線）． OSW, 
optimal kernel width. A, G: 複合体 I サブユニッ

ト; B, H: 複合体 II サブユニット; C, I: 複合体 III
サブユニット; D, J: 複合体 IV サブユニット; E, 
K: 複合体 V サブユニット． 
 

 
図８．STED 画像において TMRM で染色され

たクリステ構造のモデル．ミトコンドリア内膜

（IMM）が陥入したクリステのマトリックス側

に TMRM（赤）が局在し、IMM 上に複合体サ

ブユニット（緑）を観察できる。 

 

 
図９．生細胞での SC 可視化．(A) 複合体 I と
II.(B) 複合体 I と IV.重なっている箇所を矢印で

示す．(C)複合体 I 同士及び複合体 I と II 間距離

の分布．(D)複合体 I と複合体 III,IV 及び V との

距離の分布．赤線で囲った 10 nm 以下で隣接

したシグナルが認められる． 

 



同士は予想通り 10 nm以上離れ、近接してい
ないことが示された。 
	 本研究で、超解像 STED 顕微鏡によって、
生細胞でミトコンドリア内クリステに相当す
るひだ状構造が観察できた。経時的解析によ
り、クリステは高速（サブ秒）に変形している
ことが確認された。従来は主にミトコンドリ
アの外観から機能と構造の変化が議論されて
きたが、今後は老化過程などにおける内部構
造との機能相関が解析可能である。また、結
晶構造解析から複合体 I、III、IV の SCは長
径 10 nmと推定されているが、今回の画像解
析により複合体 I、III、IV が 10 nm 以内に
近接して検出された結果と一致する。複合体
I と SC を形成しない複合体 II や I 同士では
近接しているものがほぼ検出されなかったこ
とは、複合体 I、III、IVの近接画像が特異的
であり SC を示している可能性を強く支持し
ている。また、複合体 Iと Vでも近接画像が
得られた。複合体 Vも SCを形成していると
する報告もあり、今回の結果はこれを支持し
ている。 
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