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研究成果の概要（和文）：アポトーシスが実行される為には、ミトコンドリアの膜透過性の

亢進が不可欠の現象である。しかしながら、その詳細は明らかにされていない。本研究では、

超微形態学や蛍光イメージングを駆使して、膜透過性亢進に関わる分子構造を解き明かすこ

とを目的とした。その結果、膜透過性が亢進する際には、クリステの融合や開裂、外膜のブ

レッブ様構造の出現が観察された。また、Bak（あるいは Bax）分子が巨大なオリゴマーを形

成することを見出した。これらの知見は、膜透過性亢進機構の分子実態を明らかにするもの

である。 

 
研究成果の概要（英文）：The molecular mechanism of apoptotic mitochondrial permeability 

increase has not been fully elucidated yet. We aimed to analyze this structure using 

electron and fluorescence microscopes. In this research, we found the occurrence of criste 

fusion and opening, outer membrane blebbing, and Bak oligomerization during apoptosis. 

These findings unveil structural mechanism of apoptotic mitochondrial changes.  
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１．研究開始当初の背景 

 細胞死の研究は、様々な生命現象を制御

する細胞機能の一つとして積極的に研究が

進められ、分子カスケードの解明が進んで

きた。そして多くの研究者の手により、ミ

トコンドリアにはアポトーシスを決定する

アポトーシス孔が存在し、その開閉が細胞

死の on/off のスイッチとなっている事が

明らかとなっている。 

 このアポトーシス孔の開閉機構の解析は、

生物学的に極めて重要であり、多くの研究

者が長年にわたって解析に取り組んできた

が、その実態はベールに包まれている。 
 
２．研究の目的 

 電子顕微鏡や超解像度顕微鏡等を駆使す

る事により、細胞死の際にミトコンドリア膜

に形成されるアポトーシス孔を捕捉し、細胞

の生死決定機構の動的実態を明らかにする
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ことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

⑴単離ミトコンドリオンの膜透過性変化を

リアルタイムイメージングし、アポトーシス

孔を観察した。 

 ミトコンドリオン膜上に一過性に形成さ

れるアポトーシス孔の開口を、単離ミトコン

ドリオンをカバーガラス上に固着化し、その

形態（ノマルスキー画像）と膜透過性変化（ア

ポトーシス孔の開閉）をリアルタイムで観察

した。 

 アポトーシス孔を特異的に開口させる刺

激として BH3 ペプチドを用い、BH3 の点突

然変異ペプチドを陰性コントロールとした。 

 

⑵電子顕微鏡解析を用いて、アポトーシス時、

ならびにネクローシス時の単離ミトコンド

リアの形態を観察した。 

 アポトーシスの誘導は BH3 ペプチドを用

いて、ネクローシスの誘導はカルシウムイオ

ンを投与することによって行なった。これら

の薬剤投与後に、経時的にミトコンドリアの

形態変化を、化学固定法と急速凍結切片法に

て観察した。 

 

⑶量子ドットを用いて、アポトーシス実行に

関わる蛋白質 Bak の局在変化を観察した。 

 Bak 蛋白質はアポトーシス実行時に、多量

体を形成する。そこで、単量体を認識する抗

Bak 抗体と多量体を認識する抗 Bak 抗体に

各々異なる量子ドットを固着し、電子顕微鏡

にて観察した。 

 

⑷アポトーシス孔の制御化合物の同定と作

用点解析 

 約２万４千種類の化合物ライブラリーの

中から、ミトコンドリアのアポトーシス孔を

強く制御できる低分子化合物を探索し、細胞

レベルでの影響を観察した、また、標的分子

の同定を試みた。さらに、新しいアポトーシ

ス孔制御分子を同定する為に、酵母の遺伝学

を用いる系を開発した。 

 

⑸Bcl-2 ファミリー分子に依存しないアポト

ーシス機構の発見 

 アポトーシスの実行には Bax や Bak など

の Bcl-2 ファミリー蛋白質が必要と考えられ

て来たが、上記の研究を遂行する過程で、

Bax/Bak に依存しないアポトーシス経路を

発見した。 

 
４．研究成果 

⑴単離ミトコンドリオンの膜透過性変化を

リアルタイムイメージングし、アポトーシス

孔を観察した。 

 単離ミトコンドリオンを観察したところ、

アポトーシスが実行される時に、ミトコンド

リア外膜の変形を伴う事を見出した。 

 

⑵電子顕微鏡解析を用いて、アポトーシス時、

ならびにネクローシス時の単離ミトコンド

リアの形態を観察した。 

 ネクローシス刺激が加えられたミトコンド

リアでは、⑴外膜と内膜の間の膜間スペース

やクリステの膨潤、⑵ミトコンドリアの破裂

、⑶外膜の破壊、が観察された。 

 一方、BH3ペプチドによってアポトーシス刺

激が加えられたミトコンドリアでは、⑴外膜

の膨潤に引き続く膜間腔の開裂、⑵ミトコン

ドリア外膜にブレブ様の構造物の形成を観察

する事ができた。これらの変化は、アポトー

シス活性を失った変異型BH3ペプチドの投与

や、BH3の標的分子であるBakを欠損させたマ

ウス由来のミトコンドリアでは観察されなか

った。即ち、これらのミトコンドリア膜の変

化は、アポトーシス時のミトコンドリアの膜

透過装置そのものであると考えられた。 

 

⑶量子ドットを用いて、アポトーシス実行に

関わる蛋白質 Bak の局在変化を観察した。 

 量子ドットを電子顕微鏡によって充分に

捕捉することができなかった。この研究の為

には、超解像度顕微鏡技術の応用が望ましい

事が判明した。 

 

⑷アポトーシス孔の制御化合物の同定と作

用点解析 

 約２万４千種類の化合物ライブラリーの

中から、アポトーシス孔を強く制御できる低

分子化合物を５種類同定した。このうち、３

種類は、細胞に投与したときにアポトーシス

を抑制できる事が判明した。これらの化合物

の標的分子を探索中であるが、未だ同定には

至っていない。 

 酵母細胞にBax分子を過剰発現することに

より、酵母ミトコンドリア上で膜透過性亢進

現象を起こさせる事に成功した。さらに、こ



の反応を抑制できる遺伝子の同定を行なった

。その結果、ミトコンドリアの外膜に局在す

る新規膜蛋白質の同定に成功した。この分子

は、膜透過性亢進装置の形成に関わっている

ものと思われた。 

 

⑸Bcl-2 ファミリー分子に依存しないアポト

ーシス機構の発見 

 従来知られているアポトーシスを誘導す

る膜透過装置の他に、新たな膜透過亢進装置

が存在する事を見出した。即ち、Bax や Bak

を用いずに外膜の膜透過性を亢進させるア

ポトーシス誘導性の装置である。この装置を

Bax/Bak 依存的膜透過装置と比較することに

よって、アポトーシスを誘導するコア分子の

同定が可能になる。 
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