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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは，活性酸素種（ROS) を産生する．特に、虚血再灌流障害の場合、再開血
流によって誘起された物理ストレスがROS産生の原因となる。しかし、ミトコンドリアへの物理ストレスとROS産生の関
係は全く解明されていない。本研究では、この関係を明らかにするため、力印加共焦点光学顕微鏡を開発し、単離ミト
コンドリアに力を印加したときのMitoSOX蛍光強度を測定した。その結果、40nNの外力を印加したとき、10nNに比べて
蛍光強度増加率が大きいことが明らかとなった。すなわち、ミトコンドリア内で産生されたROSは、印加された物理ス
トレスの大きさに依存することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria produce reactive oxygen spices (ROS). Especially, in the case of 
ischemia- reperfusion injury, physical stress induced by blood flow at narrowing blood vessel causes ROS 
production from mitochondria in the living cell. However, the relationship between physical stress 
applied to mitochondrion and mitochondrial ROS production is absolutely unknown. To investigate this 
relationship, we developed a force-applying confocal laser scanning microscopy (F-CLSM). The ROS response 
of mitochondrion was measured by using MitoSOX fluorescent indicator. We confirmed 90 % difference of 
fluorescence increase rates between inhibitor and activator injections. Finally, we monitored the 
fluorescence of MitoSOX while applying force onto single mitochondrion. In the case of applied force of 
40 nN, fluorescence intensity rate was larger than that of 10 nN. Therefore, we revealed that the ROS 
produced in the mitochondrion depends on the magnitude of physical stress applied to mitochondrion.

研究分野： ナノフォトニクス

キーワード： ミトコンドリア　ベント型光ファイバー　局所微小荷重　蛍光色素　共焦点顕微鏡　ヤング率　ナノニ
ュートン　ROS
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１．研究開始当初の背景 
 生体組織，特に細胞に対する力学的刺激に

関する研究は多数報告されている．特に

AFM の登場以降は，ナノメートルサイズの

局所領域に 10nN 程度の微小な力を加えるこ

とができるようになり，様々な細胞に対する

研究が進んでいる．これらの研究報告では，

外力は AFM プローブで印加できるものの，

生体組織の生理学応答の直接検出は不可能

であるため，形態学的変化の観測が主な得ら

れる情報となっており，十分な知見が得られ

ているわけではない．というのも，一般に

AFM と蛍光顕微鏡の横分解能には大きな隔

たりがあり，前者が数 nm〜数十 nm である

のに対して，後者は 200nm 程度が限界で，

力学応答の位置分解能を十分発揮できてお

らず，蛍光顕微鏡の高解像度化が課題となっ

ている． 
 これに対して，本研究で開発するシステム

のコンセプトは，図１に示すように，先端を

先鋭化させた光ファイバーを曲げてベント

カンチレバーとして，その先端を生体組織に

押し付けて応力を与えるとともに，その先端

から蛍光励起光を射出させて蛍光色素を励

起させ，その蛍光光を検出することにより，

生体組織の生理学応答を検出する．このため，

荷重範囲が直径数十 nm，蛍光励起領域も数

十 nm であるため，応力点と生理学応答検出

範囲が完全に一致するとともに，その大きさ

も数十 nm 以内と AFM に匹敵するほど高分

解能であることがこれまでにない独創的な

手法である． 

 
２．研究の目的 
 本研究は，細胞やオルガネラの力学刺激に

伴う生理学応答を近接場光学顕微技術によ

って検出分析することで，これまで全く明ら

かにされてこなかった生体組織のダイナミ

クスを明らかにするとともに，それら生体組

織を起源とする様々な疾病の機序の解明に

迫ることができる分析システムの構築を目

的とする．その目的を達成するために，本研

究ではミトコンドリアによって産生される

活性酸素種（ROS)と力学刺激の関係に着目す

る． 

心筋梗塞の原因となる虚血再灌流障害は， 
虚血状態により狭小化された血管への血液

再潅流によって，毒性物質である活性酸素

(Reactive Oxygen Species: ROS)が産生され

ることで生じる疾患である．狭小化された血

管に対して血液再潅流が生じると，血圧によ

る血管を広げる力が血管内皮細胞に加わる．

この細胞への物理ストレスが ROS の産生を

促すことが示唆されている．ROS の代表的な

ものとして，スーパーオキシドが挙げられ，

強い酸化力を持ち，細胞を傷付けることで細

胞死を引き起こす． 
ROS の主な発生源は，細胞のエネルギーで

あるアデノシン三リン酸(ATP)を合成するミ

トコンドリアである．ミトコンドリアは ATP
合成過程である電子伝達系で電子を受け渡

すことで ATP を合成する．この ATP 合成過

程で用いる酸素の 0.1〜2 %が ROS となる．

よって，虚血再灌流障害のメカニズム解明の

知見を得るためには物理ストレス負荷時の

ミトコンドリアにおける ROS を測定するこ

とが必要不可欠である．しかし，単一ミトコ

ンドリアに直接物理ストレスを印加した際

の ROS の応答は全く未解明である． 
これに対して，本研究では単一ミトコンド

リアに直接外力を印加することが可能なベ

ント光ファイバープローブ(BOF)と共焦点顕

微鏡を組み合わせた力印加共焦点顕微鏡

(F-CLSM)を開発した． 
 

３．研究の方法 
(1)力印加共焦点光学顕微鏡(F-CLSM) 

本研究で開発した F-CLSM システムの構

成図を図 2 に示す．ミトコンドリアに一様に

力印加するため，先鋭化した光ファイバーの

先端 2〜3 mm部分を 90度に曲げたベント光

ファイバープローブ(BOF)を用いた．BOF 先

端は，超音波カッターによって切断すること

で直径が 3〜4 μm 程度の端面を形成した．

BOF 端面をミトコンドリアに接触させ，押

し込むとたわみが発生する．たわみ量は，

BOF 上部に設置した静電容量変位センサー



(NCDS)によって測定した．BOF のたわみ量

を Δdとすると，フックの法則によりBOF の
たわみ量から印加力 F=k∆d が求められる．

測定された印加力Fとミトコンドリアの変形

量 δ を用いて，ヘルツの弾性接触論によるフ

ィッティングからミトコンドリアのヤング

率 E を算出した．  

   図 2 F-CLSM の構成図 

 
ミトコンドリアの ROS は，蛍光色素によ

る共焦点光学系を用いて測定した．対物レン

ズ(NA=0.55)によって 1 μm のレーザースポ

ットが形成され，単一ミトコンドリアを観察

することが可能である．ミトコンドリアを観

察するためには，位置を特定する必要がある

ため，2 次元ピエゾステージを用いて，ROS
によるミトコンドリア蛍光イメージングを

行った． 
 

(2)ミトコンドリア蛍光染色と試薬 

 豚心筋から単離したミトコンドリアを接

着タンパク質であるセルタックによりガラ

スボトムディッシュ上に固定し，MitoSOX 
Red(Molecular Probes INC, 励起波長 : 532 
nm，蛍光波長 : 580 nm)で染色した． 

 本研究では，ミトコンドリアのスーパーオ

キシドの産生量を制御するため，以下の 2 つ

の試薬を使用した． 
・Antimycin-A(和光純薬工業) 
・Succinate(和光純薬工業) 

 

４．研究成果 

(1)アンチマイシン添加に対する ROS 応答 

単一ミトコンドリアの蛍光測定の最中に

アンチマイシンを滴下し，その後の蛍光応答

を測定した．本研究では滴下したアンチマイ

シンの最終濃度を 0.4, 0.8, 1.2 μM と設定し

た． 
0.4 μM のアンチマイシンを滴下したとき

の蛍光強度電圧の時間変化を図 3 に示す．ア

ンチマイシンを蛍光観察開始からおよそ 150 
秒後に滴下すると，蛍光強度電圧の増大が確

認された．アンチマイシンは，ATP 合成過程

である電子伝達系における電子の流れを止

め，ミトコンドリア内に電子を漏出させる働

きがある．その電子がミトコンドリア内の酸

素と結合してスーパーオキシドが産生する

ことから，蛍光が増大したと考えられる． 
さらに，スーパーオキシド産生率を求める

ため，アンチマイシン滴下後 200 秒での蛍光

強度電圧変化を算出した．0.4 μM のアンチ

マイシンを滴下したミトコンドリアにおけ

る蛍光強度電圧変化を ΔIF1，アンチマイシン

滴下後 200 秒間を T200とすると，T200での

ΔIF1：1.1 nV/s であった． 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
図3 Antimycin(0.4 μM)を添加した時の蛍光強

度変化 

阻害剤滴下によるミトコンドリアの活性

低下時のスーパーオキシド産生率と比較す

るため，蛍光観察中に活性剤であるコハク酸

を滴下する実験を行った．測定開始からおよ

そ 600 秒後にコハク酸を 1 mM 滴下すると，

わずかながら蛍光強度電圧の増大が確認さ

れた．1 mM のコハク酸を滴下したミトコン

ドリアにおける蛍光強度電圧変化を ΔIF4と

すると，T200における ΔIF4は，ΔIF4：0.61 nV/s
であった． 
濃度 0.4 ～1.2 μMのアンチマイシン及び，

1 mM のコハク酸の滴下実験をそれぞれサン

プル数 5 個体において測定し，両者の結果を

比較した結果を図 4 に示す． 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 アンチマイシンとコハク酸添加による蛍光

強度増加率 

 
滴下したアンチマイシン濃度 0.4，0.8，1.2 

μM に対する ΔIFは，それぞれ，2.7，4.7，
7.1 nV/sであった．アンチマイシン濃度が 0.4 
μM と 0.8 μM の場合では，およそ 75 %の増

加，アンチマイシン濃度が 0.8 μM と 1.2 μM
の場合ではおよそ 50 %の増加が確認された．

これから，アンチマイシンの濃度増大による

ミトコンドリアの活性低下に伴い，スーパー

オキシドの産生率も増大することを確認し

た． 
 一方で，コハク酸を 1 mM 滴下した場合，

ΔIFは 0.55 nV/s であった．アンチマイシンを

滴下した際の ΔIFと比較すると，およそ 90 %
小さい値であった．コハク酸は ATP 合成過

程の電子伝達系に電子を流す活性剤であり，

電子伝達系からミトコンドリア内へ漏出す

る電子も増加する．その結果として，スーパ

ーオキシド産生量も増加したが，活性阻害剤

であるアンチマイシンよりも漏出する電子

が少ないので， コハク酸を滴下した場合の

スーパーオキシド産生率はアンチマイシン

を滴下した場合よりも少なくなったと考え

られる． 
従って，ミトコンドリアの不活性化時と活

性化時におけるスーパーオキシド産生を区

別して測定することができたと考えられる． 
 
(2)機械刺激による ROS 応答 
 MitoSOXによる蛍光信号を収集しながら，

BOF によってミトコンドリアに機械刺激を

印加した結果を図 5 に示す．このミトコンド

リアの名称を MitoA とした． 
 本実験では，BOF 端面とミトコンドリアと

の接触に関して 4つの領域Ⅰ～Ⅳが確認され

た．ピエゾステージによって BOF を移動さ

せると，領域Ⅱにおいてミトコンドリアは弾

性変形を起こした．これに伴い蛍光強度が大

きく増大した．領域Ⅲはミトコンドリアの外

膜が損傷し，ミトコンドリア内の MitoSOX
蛍光分子が漏出したため蛍光強度が減少し

た．領域ⅣではBOFにガラス基盤が接触し，

ミトコンドリアが完全に破壊された．  
 同様の測定を別のミトコンドリアに対し

て行った場合の結果を図 6 に示す．このミト

コンドリアの名称を MitoB とした．MitoA
の場合と同じように，BOF 端面がミトコンド

リアに接触すると，MitoSOX 蛍光強度電圧

が増大したことが確認されたが，MitoA の場

合よりも小さいことが分かる． 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
図 5  MitoSOX 蛍光と BOF 変位の同時計測（MitoA) 

図 6  MitoSOX 蛍光と BOF 変位の同時計測（MitoB) 

 
 MitoA 及び MitoB の結果から，ミトコン

ドリアが破壊されるまで物理ストレスを印

加したときのミトコンドリア内のスーパー

オキシドの挙動を観察することができたと

考えられる．その中で，ミトコンドリアに負

荷された物理ストレスによるスーパーオキ

シド産生率に着目して考察を行う． 
MitoA の場合について，領域Ⅱにおいて加

えた印加力に対して MitoA の変形量及び

MitoSOX 蛍光強度電圧をプロットした結果



を図 7 に示す．これから，MitoA におよそ

40 nNの印加力を加えたことが分かる．また，

40 nN の印加力を MitoA に印加したことで

MitoSOX 蛍光強度電圧はおよそ 1.6 μV 増大

した．MitoA において 40 nN の物理ストレス

を受けている際のスーパーオキシド産生率

を算出した．40 nN の印加力を受けて弾性変

形を起こしている領域Ⅱでの時間はおよそ

15.4 秒であり，その間の蛍光強度電圧変化を

ΔIFA とすると，ΔIFA ：112.6 nV/s であった． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

図 7 MitoA への応力に対する蛍光強度変化 

同様に MitoB の場合について，領域Ⅱにおい

て加えた印加力に対して MitoB の変形量及

び MitoSOX 蛍光強度電圧をプロットした結

果，MitoA におよそ 10 nN の印加力を加えた

ことが分かる．また，10 nNの印加力をMitoB
に印加したことで MitoSOX 蛍光強度電圧は

およそ 0.63 μV 増大した．10 nN の印加力を

受けて弾性変形を起こしている領域Ⅱでの

時間はおよそ 11.5 秒であり，その間での蛍光

強度電圧変化を ΔIFBとすると，ΔIFB ：31.6 
nV/s であった． 
以上の結果から，外部から物理ストレスを

受けることによって，ミトコンドリア内にお

けるスーパーオキシド産生量は，阻害剤で処

置をした場合と同様に増加することが分か

った．さらに，ミトコンドリア内のスーパー

オキシドの産生量は，ミトコンドリアに印加

される物理ストレスの大きさに比例して増

加することが初めて明らかになった． 

(3)結論 
 本研究では，ミトコンドリアに物理ストレ

スが負荷された際のミトコンドア内で産生

されるスーパーオキシドの挙動を観察する

ことを目的とした．これに関して実験及び考

察を行い，以下のような結果を得た． 

1)  ミトコンドリアのスーパーオキシド産生

率は，活性剤及び活性阻害剤滴下の場合

で 90 %程度の差異があることが示され

た．これから，ミトコンドリアの活性状

態によるスーパーオキシド産生の差異

を区別して測定することができた． 

2)  ミトコンドリアに40 nNの印加力を与え

ると蛍光強度電圧が 60 % 増大した．一

方で，10 nNの印加力を与えた場合では，

蛍光強度電圧は 38 % 増大した．これか

ら，ミトコンドリアのスーパーオキシド

産生量は，物理ストレスの大きさに依存

することが明らかになった． 
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