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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳虚血に伴うミトコンドリアの生活反応を解明し、その生活反応を指標
とした新規法医脳機能バイオマーカーを開発する事を目的とした。そこで、脳虚血モデル神経細胞を用いて、ミ
トコンドリアの形態と機能との関係について検討した。正常状態に比べ、虚血条件下では、呼吸及びミトコンド
リア活性が有意に減少していた。これら細胞機能の低下に伴ってミトコンドリアの形態は、複雑な繊維構造から
単純な糸状及び粒状のパターンに変化した。さらに、ミトコンドリアの形態変化は、固定標本においても生活反
応として保持されていた。以上の結果は、ミトコンドリアの形態が脳虚血の法医バイオマーカーとして有用であ
ることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：The goal of current study was to elucidate the mitochondrial vital response 
with brain ischemia, and to develop a novel forensic brain function biomarker using its vital 
response. Here, we examined the relationship between mitochondrial function and morphology using the
 brain ischemia model neurons. Under ischemic conditions, cell respiratory and mitochondrial 
activities significantly decreased in comparison with normoxic conditions. With their decrease in 
cellular functions, mitochondria were altered to simple filamentous and granular patterns from its 
complex fibrous structures. In addition, mitochondrial morphological changes were also retained in 
fixative specimens as a vital reaction. These results indicated that mitochondrial morphology would 
be a useful forensic biomarker of brain ischemia.

研究分野： 法医学
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１．研究開始当初の背景 
我国において脳出血、脳梗塞およびクモ膜

下出血などの脳血管疾患は死因の約 12％を
占めており、4 大死因の１つである。脳血管
疾患では、出血による炎症・圧排あるいは虚
血によって脳組織に障害が引き起される。従
って、脳血管疾患に伴う脳虚血の病態を解明
する事は法医学において非常に重要である。 
脳虚血ではグルコースや酸素の不足に伴

い、ミトコンドリアの機能と形態が変化する
と考えられる。また、研究開始当初、本研究
代表者は脳虚血モデル細胞を用いた研究で、
抗酸化ストレス能を有する DJ1 が、ミトコン
ドリアに輸送・局在することを明らかにして
いた[Neurobiol Dis (2014) 62: 56-61, CNS 
Neurosci Ther (2014) 20: 275-281]。この
様に、ミトコンドリアの形態はその機能を通
して脳機能の変化と相関していると考えら
れるが、ミトコンドリアを構成するタンパク
質の多くはその遺伝子が核ゲノムにあり、転
写・翻訳後にミトコンドリアへ輸送されてい
る。そこで、細胞に急激な死がもたらされた
場合、直前の構造がミトコンドリア内に維持
されたまま保持される事が予想される。この
事から、本研究代表者らは「ミトコンドリア
の形態変化はミトコンドリアの機能を通し
て脳機能の変化と相関しており、死後の脳に
おいても脳損傷の痕跡がミトコンドリアの
形態変化として保存されている」と考えた。 
一方、これまでの法医診断ではミトコンド

リアなど細胞内小器官の生活反応に着目し
た解析は殆どない。ミトコンドリアは、エネ
ルギー生産を通して生命に必須であると共
に、アポトーシスやネクローシスなど細胞の
死をも司る細胞内小器官である。生体内にお
いて、ミトコンドリアの形態はその機能を反
映しており、細胞や生体のおかれた状態を理
解する上で重要である。そこで、ミトコンド
リアの生活反応を指標とした新規法医脳機
能診断マーカーを開発するために、 脳虚血
モデル細胞を用いて虚血がミトコンドリア
の機能及び形態に及ぼす影響について検討
本研究の着想に至った。 

 
２．研究の目的 
本研究では、脳虚血に伴うミトコンドリア

の機能と形態変化との関係を明らかにし、ミ
トコンドリアの生活反応を指標とした法医
脳機能診断法を開発する事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)脳虚血モデル細胞の作製 
 神経芽細胞種 SH-SY5Y を用いて、0、0.5、
1、2 および 6 時間 OGD: Oxygen-glucose 
deprivation 処理を実施し、脳虚血モデル細
胞を作製した。即ち、神経芽細胞種 SH-SY5Y 

を播種後、 37 C 、 5% CO2 で培養した。3
日毎に 10 M レチオニン酸で処理し、樹状突
起が伸長するまで７～10日間培養した。その
後、得られた神経細胞の培養液を Glucose 
free DMEM で 3 回洗浄・置換した。続いて、
5% CO2、5% O2になるまで 37C で 30 分間プレ
インキュベート後、 OGD 処理を行った。 
なお、神経細胞への分化は MAP2 免疫細胞

化学で確認した。 
 
(2)細胞及びミトコンドリア機能の解析 
 細 胞 の 生 存 ・ 死 亡 率 は 、 LIVE/DEAD 
Viability/Cytotoxicity Kitを用いて調べた
[図 1]。細胞及びミトコンドリア機能は Cell 
Counting kit-8（細胞呼吸活性）及び MTT 
assay（ミトコンドリア活性）を用いて調べ
た[図 1]。 
 

 
 
(3)細胞及びミトコンドリア形態の解析 
 ミトコンドリアの形態は、特異的蛍光試薬
MitoTraker Green FM および CM-XRos を用い
て染色後、 培養液を Glucose free DMEM に
置換し、 OGD 条件下（5% CO2、5% O2）、37C
で経時的に観察した。 
本 研 究 で は 、 高 分 解 能 蛍 光 顕 微 鏡

DeltaVision を用いて画像を取得した。得ら
れた画像をデコンボリューション処理後、3
次元像を構築して解析に用いた。 
 
(4)死後のミトコンドリア形態の解析 
 死後のミトコンドリアの形態が、死の直前
(生前)のミトコンドリアの形態を反映して
いるかについて調べた。即ち、4%パラホルム
アルデヒド緩衝液を用いて 37C で 20 分間固
定後、ミトコンドリアの形態を観察した。そ
の後、(3)と(4)の結果を比較した。 
 なお、本研究では細胞の固定条件を決定す
るために、ミトコンドリア内で蛍光タンパク



質遺伝子(GFAP)を発現させた細胞を作製し
た。また、蛍光蛋白質発現細胞を用いて、固
定後のミトコンドリア蛍光試薬の特異性や
染色性を評価・確認した。 
 
４．研究成果 
(1)虚血後の神経細胞では、呼吸活性やミト
コンドリア活性が残存している 
 虚血条件下の神経細胞では、虚血処理 2及
び 6時間で生理的条件下の細胞と比較して有
意に死亡率が上昇していた[図 2]。一方、生
存率(エステラーゼ活性)は、虚血処理 0.5 時
間で急速に低下していた。また、細胞呼吸活
性やミトコンドリア活性は虚血処理時間依
存的に低下していた。これらの活性は間接的
な細胞の生存率の指標として用いられてお
り、死亡率との相関が認められた。即ち、こ
れらの残存活性は、死戦期における細胞の生
活反応に起因している事が示唆された。 
 

 
 
(2)虚血後の神経細胞では、細胞及びミトコ
ンドリアの形態が変化する 
 生理的条件下の神経細胞において、ミトコ
ンドリアは分裂と融合を繰り返しダイナミ
ックに変化しており、全体的には複雑な繊維
状の形態を示していた[図 3]。一方、虚血条
件下の神経細胞では、細胞体、樹状突起、核
の委縮を認めた。また、ミトコンドリアの形
態は虚血処理時間依存的に単純な糸状及び
斑点状の構造へと変化した。 
 
(3)虚血に伴うミトコンドリアの形態変化は
その機能や細胞機能を反映している 
 虚血後の神経細胞において、ミトコンドリ
アの形態は死戦期のミトコンドリアや細胞
の機能を反映していた[図 2 及び 3]。また、
これらの形態変化はネクローシスやオート
ファジーなどの細胞死の過程と関連してい
ると推察され、ミトコンドリアの形態は細胞
や生体のおかれた状態を反映することを支

持した。 
 

 
 
(5) 死後の神経細胞においても脳虚血の痕
跡がミトコンドリアの形態変化として保持
されている 
 固定後の神経細胞においても、脳虚血に伴
うミトコンドリアの形態変化は保持されて
いた[図 4]。即ち、死後の脳においても脳損
傷の痕跡がミトコンドリアの形態変化とし
て保存されている可能性が示唆された。以上
の結果から、ミトコンドリアの形態は法医脳
機能マーカーとして有用である可能性が示
唆された。 
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