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研究成果の概要（和文）：メカニカルストレスは細胞の増殖・分化を制御する重要な因子であり、生体の恒常性
の維持や器官形成において大きな役割を担っている。しかし、そのメカニカルストレス感知の仕組みには、まだ
不明な点が多い。本研究では、メカニカルストレス負荷に応答して細胞内小器官ミトコンドリアのカルシウムイ
オン濃度レベルが上昇し呼吸能の亢進を誘導することを見出し、ミトコンドリアがメカニカルストレスのセンサ
ーとして働いている可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Animal cell utilizes mechanosensors that sense and convert mechanical 
signals into biochemical signals. However, the details of those sensors or signals remain unclear. 
Recently mitochondria have been demonstrated to activate several intracellular signaling pathways 
upon mechanical stress. Therefore, we hypothesize that mitochondria can feel and respond to 
mechanical stress as mechanosensors. In this project, we try to verify our hypothesis and to 
investigate the mitochondrial signaling pathways upon mechanical stress. We found that cultured 
mesenchymal stem cells elevated mitochondrial calcium concentration in response to mechanical 
stress, resulting in increased mitochondrial ATP levels. Pharmacological studies showed that the 
activity of mechanosensitive channels activities was not essential to the changes in mitochondrial 
calcium concentration. These results support our hypothesis that mitochondria could sense mechanical
 stimuli and transduce them to biochemical signals.

研究分野： 細胞生物学、生理学

キーワード： ミトコンドリア　メカノバイオロジー　カルシウム　機械刺激　細胞骨格
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアのメカニカルストレス感知機構は生体の各組織においても機能していると考えられ、特に、骨格
筋ではそのメカノセンシング機構の破綻に伴い筋萎縮が誘導されていることが示唆されている。従って、本研究
によって、メカノストレス負荷に誘導されるシグナルの欠落や変調により筋萎縮が起きるメカニズムを他の経路
と区別して解析することが可能になり、廃用性筋萎縮の予防・治療方法の開発へつながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 メカニカルストレスは細胞の増殖・分化を制御する重要な因子であり、生体の恒常性の維持や
器官形成において大きな役割を担っている。細胞のメカニカルストレス感知のセンサーとして
機械刺激受容チャネルや接着斑関連分子が精力的に研究されてきたがまだ不明な点が多い。一
方、多くの細胞でメカニカルストレスがミトコンドリアの Ca2+濃度変化、ミトコンドリアからの
ROS 産生、などの細胞内シグナルを
誘導することが知られている。しか
し、それらのシグナル誘導は間接的
な事象と考えられており（図１-A）、
ミトコンドリア自体がメカニカル
ストレスを感知しているか明らか
にされていなかった（図１-A）。  

しかし、我々の予備的な実験結果
では、メカニカルストレス依存的な
ミトコンドリア由来シグナルの中
でも、主要なメカノセンサーのシグ
ナルを抑制しても見られ、ミトコン
ドリアと相互作用する細胞内骨格
を破壊すると消失するものがある
ことがわかった。すなわち、メカニ
カルストレスが細胞内骨格を介
してミトコンドリアに伝わり、ミ
トコンドリアがそのストレスを
直接感じている可能性が示唆さ
れた（図１-B）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では「ミトコンドリアを含んだオルガネラ・ネットワークが、直接的に、メカニカルス
トレスを化学的シグナルに変換するメカノセンサーとして機能し、ミトコンドリア由来の細胞
内シグナルを通じて細胞の応答反応を誘導する」という仮説を検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究のポイントは、ミトコンドリア複合体が
直接的にメカニカルストレスを感知していること
を検証することであり、間接的な効果と区別する
ことが肝要である。そのために、下記の３つのア
プローチを取った。（1）生細胞中にメカニカルス
トレスを負荷し、ミトコンドリア由来の細胞内シ
グナルを解析する（図２-A）、（2）光ピンセットに
よってミトコンドリアへ直接的に力を負荷しミト
コンドリア由来のシグナルを解析する（図２-B）、
（3）生きている細胞内でミトコンドリア由来のシ
グナルとミトコンドリアに掛かる張力を同時観察
し、その因果関係を解析する（図２-C）。ミトコン
ドリア由来の細胞内シグナルとしてミトコンドリ
アの Ca2+濃度変化・電位変化、ROS 産生などをイ
メージング解析する。 
（1）では、メカニカルストレス（負荷時の細胞

内シグナルに加えて、オルガネラの動態や相互作
用を経時的に解析した。また、細胞骨格の薬理学
的な破壊、細胞骨格とミトコンドリア間、あるい
はミトコンドリアと ER 間の相互作用に関わる分
子の発現抑制や機能阻害の効果を調べ、オルガネ
ラ・ネットワークのメカノセンシングにおける役
割を解析した。また、メカニカルストレスにより
誘導される Ca2+流入や Src、FAK や p38 などのキ
ナーゼ活性化を阻害し、ミトコンドリア由来のシ
グナルへの影響を解析し、ミトコンドリア・シグナ
ルが二次的なものかどうか検討した。 

図 1．メカニカルストレス感知応答過程におけるミトコ
ンドリアの役割。(A)これまで考えられてきた間接的な応
答。(B)新しい仮説：メカノセンサー様な直接的感知・応
答。 

図 2. 本研究で用いた３つのアプローチ 



（2）では、細胞から取り出したミトコンドリア、あるいは、細胞骨格を破壊した細胞内のミ
トコンドリアに対し、外膜に結合したビーズを光ピンセットによって牽引し、直接、ミトコンド
リアに対して力を負荷し、ミトコンドリア由来の細胞シグナルが負荷に応じて誘導されるか解
析を試みた。 
（3）においては、ミトコンドリアと細胞骨格の相互作用を担うアダプター分子の一つネスプ

リン-2 の分子内に張力センサー（蛍光共鳴エネルギー移動の効率の変化を指標に力を測定）を
挟み込んだもの（Arsenovic ら, Biophys J. 100:34–43, 2016）を使い、ミトコンドリアに掛かる力を
測り、同時に取得したシグナルとの相関性を解析しその因果関係を探った。 
 
４．研究成果 
 ミトコンドリアにおけるシグナル
としてはとしては、予備実験におい
て変化が見られたミトコンドリア内
Ca2+濃度に注目し解析を行った。間
葉系幹細胞において、柔らかい基質
の牽引と薬理学的な Rho 活性化、い
ずれの方法においてもメカニカルス
トレス負荷によりミトコンドリア内
Ca2+濃度上昇が誘導された（図 3）。 
より定量的な FRET タイプのカメ

レオン型カルシウム・プローブ
（Palmer et al, 2006）をミトコンドリ
ア内に発現させ解析を行った場合で
も、メカニカルストレス負荷依存
的なミトコンドリア内 Ca2+濃度の
上昇が観察された（図 4）。プロー
ブの出力指標から判断して、スト
レス負荷前後で Ca2+濃度が 50 ~ 
100 nM からその 10 倍以上に上昇
していると考えられた。また、その
Ca2+濃度上昇は、リガンド刺激など
に誘導される速いものとは異なり、
比較的ゆっくりとしたもので負荷
後 15 分程度より見られ、かつ、濃
度上昇の継続していた（図 4）。その
Ca2+濃度上昇は、細胞外液の Ca2+除
去や機械刺激受容（MS）チャネルの
阻害剤 GsMTX-4 処理した場合でも
見られ、さらに、同時に計測した細
胞内 Ca2+濃度上昇がなくても、ミト
コンドリア内 Ca2+濃度の上昇が観
察された。従って、メカニカルスト
レス依存的に活性化するMSチャネ
ル作用を介していないと考えられ
た。一方、アクチン・ストレス繊維
の張力を弱めると変化が弱まり、ミ
トコンドリア内膜上のユニポータ
ーMCU の発現抑制により Ca2+濃度
上昇が抑えられた。メカニカルスト
レス負荷時に小胞体内 Ca2+濃度を
観察したところ、ミトコンドリア内
Ca2+濃度変化と相反する動態が見
られた。従って、メカニカルスト
レス負荷時には、MCU を介して
小胞体内の Ca2+がミトコンドリ
ア内に移行していると考えられ
る。 
逆に、ミトコンドリアに掛かるメカニカルストレス負荷を低減した場合、ミトコンドリア内

Ca2+濃度は変動するのか？それを調べるために、細胞に ROCK 阻害剤 Y27632 処理を行いストレ
ス繊維の張力を低下させた。その結果、処理後数時間後からミトコンドリア内 Ca2+濃度の低下が
認められた。 
ミトコンドリア Ca2+濃度は、呼吸鎖の酵素活性に作用しミトコンドリアの ATP 産生に影響を

当てることが知られている。メカニカルストレス負荷によりミトコンドリア Ca2+濃度が上昇す

図 3. メカニカルストレス負荷により誘導された間葉系幹
細胞のミトコンドリア内カルシウム濃度上昇 
同時取得した(左) ミトコンドリアに局在させた緑色蛍光
Ca2+プローブと(右) 赤色蛍光のミトコンドリアマーカー
の共焦点蛍光観察画像。 

図 4. FRET タイプの Ca2+プローブで見た間葉系幹細胞ミ
トコンドリアのメカニカルストレス負荷誘導後のカルシ
ウム濃度上昇の経時変化 



る際にも、ATP 産生が影響を受ける可能性が考えられた。そこで、呼吸能の解析を行ったとこ
ろ、メカニカルストレス負荷により、ミトコンドリア Ca2+濃度上昇と同様にミトコンドリア呼吸
能上昇していることが分かった。同様に、ミトコンドリア内の pH 変化も解析したが、Rho 活性
化前後で pH の変化は認められなかった。 
ミトコンドリアと細胞骨格の間の張力を測定するために、アダプター分子内に FRET タイプ

の張力センサーを組み込んだプローブを用いた（図 5）。この張力センサーは、ミトコンドリア
周囲に局在し、Rho 活性化によってストレス繊維の張力を上昇させると FRET シグナルの低下、
すなわち、張力センサーが引っ張られている、ことが確認できた（図 6）。すなわち、ミトコンド
リアの掛かる張力が増加していることが確認された。 
ミトコンドリアへの直接的なメカニカルストレス負荷に関しては、ミトコンドリアへマイク

ロビーズを結合し、2 本の光ピンセットにより、牽引、圧縮といったメカニカルストレスを負荷
する計画であった。ミトコンドリア外膜上にタグを融合した膜分子を導入し、ビーズを結合する
ことに成功した。 

 
 
図 5．生細胞内でのミト
コンドリアに掛かる力
の測定 A.張力センサ
ーの模式図。アクチン線
維とミトコンドリアの
間で力が掛り、伸張する
と FRET 効率が低下。B. 
生細胞中のミトコンド
リア近傍での張力セン
サーの観察例。薬理学的
にアクチン線維を壊す
と FRET 効率が上昇し
た。C. Rho 活性化後には
FRET/CFP シグナル（擬
似カラー表示）の低下、
すなわち、張力の亢進が
確認された。 
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