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研究成果の概要（和文）：初代培養細胞におけるミトコンドリアの細胞への導入効率は低いことが知られてい
る。そこで細胞膜透過性ペプチドTATとミトコンドリアを結合させる物質としてデキストランに着目し、ミトコ
ンドリアを初代培養細胞へ高効率に導入できる系を構築した。このTATデキストランを用いてミトコンドリア導
入したところ、ラット新生児心筋細胞（RNCM）に対してミトコンドリアの導入効率が改善し、過酸化水素処理し
たRNCMのアポトーシス誘導率を軽減させることを明らかにした。今後はミトコンドリア導入したRNCMのミトコン
ドリア活性について酸素消費速度を指標としたミトコンドリア機能評価をしていく。

研究成果の概要（英文）：It is known that the efficiency of mitochondria transfer into cells in 
primary cultured cells is low efficiency. Therefore, we focusing on TAT peptide known as the cell 
membrane penetrating peptide, we have constructed a system that can high-efficiently transfer 
mitochondria into primary cultured cells. We introduced mitochondria using this TAT dextran and 
showed that the introduction efficiency of mitochondria improves on rat neonatal cardiomyocytes 
(RNCM), and it reduces the apoptosis induction rate of hydrogen peroxide treated RNCM. In the 
future, we will evaluate the mitochondrial function using the oxygen consumption rate as an 
indicator for mitochondrial activity of RNCM introduced mitochondria.

研究分野：心血管移植
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病、がん、心血管障害、神経変性疾患
などの様々な疾患にミトコンドリアの異常
が 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る
（Chan,D.C. Cell. 2006）。心筋虚血再灌流障
害や心不全においても、ミトコンドリア機能
不全が重要な役割を果たしていると考えら
れている（Lesnefsky,E.J. J Mol Cell Cardiol. 
2001）。これまでに様々な手段を用いてミト
コンドリアの治療法が模索されてきたが、現
在のところ生体の異常なミトコンドリアを
治療することは困難である。一方、受精卵に
対しては、外来性の健常なミトコンドリアを
移植することで、着床率が改善することが知
られている（Templeton,A. NEJM. 2002）。
また、in vitro の研究では、培養細胞間でミ
トコンドリアが移動していること、このミト
コンドリアの移動によって障害されていた
細胞の機能が改善することが報告されてい
る（Spees,J.L., PNAS. 2006.）。このことか
ら、我々は生体の体細胞においても、健常な
組織より単離したミトコンドリアを標的の
組織の細胞内に直接移植することにより、移
植先の細胞・組織の機能を改善することがで
きれば、様々な疾患の治療に応用出来るので
はないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 ミトコンドリア機能不全は特殊な疾患だ
けではなく、ヒトの様々な健康状態に悪影響
を及ぼしている。循環器分野においても、心
筋虚血再灌流障害や心不全の発症における
ミトコンドリア機能不全の関与が報告され
ている。これまでに、細胞内にあるミトコン
ドリアの機能の改善が試みられてきたが、い
まだに確立された方法は存在しない。そこで、
本研究では健常な組織より取り出した単離
ミトコンドリアを、細胞内移行ペプチドにて
修飾を行うことによって、ミトコンドリア機
能不全状態にあるヒト細胞内部へと移植し、
細胞・組織の機能を改善させることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では取り出した健常なヒトミトコ
ンドリアを、細胞内移行ペプチドにて修飾を
行い、ミトコンドリア機能不全状態にあるヒ
ト細胞内部へと移植を行うことによって、細
胞・組織の機能を改善させることを目的とす
る。そのために以下の 3 つの研究、「①移植
に適したミトコンドリアの採取方法の確立」、
「②細胞内移行ペプチドの開発およびミト
コンドリアへの修飾の最適化」、「③修飾ミト
コンドリアを培養細胞、虚血再灌流障害モデ
ルの培養細胞へ移植し評価」を進めた。 
 
４．研究成果 
①移植に適したミトコンドリアの採取方法
の確立 
 

 過去に報告されているミトコンドリアの
単離方法を再検討し、改良を加えることによ
って、移植に適したミトコンドリアの単離方
法を確立した。すでに先行する実験において
形態的にも損傷の少ない、膜電位の保たれた
ミトコンドリアを単離することに成功して
いる。そこでさらにミトコンドリア特異的タ
ンパク質を認識する抗体結合磁性ビーズを
用いた単離した。この単離ミトコンドリアを
電子顕微鏡にて確認したところ、磁性ビーズ
ごとミトコンドリアが回収されていること
が分かり、この方法では磁性ビーズと一緒に
細胞内に移行してしまうため、何らかの悪影
響の可能性が否定できない。また Thermo 
Fisher Scientific Inc.製の単離キットを用
いてミトコンドリア単離を試みたが、現行の
方法ほどクリアーなミトコンドリアが回収
できないことも明らかにした。以上の理由か
ら本研究では当初の遠心分離機を用いた従
来法によるミトコンドリア単離にて研究を
進めることとした。 
 
②細胞内移行ベクターの開発およびミトコ
ンドリアへの修飾の最適化 
 低分子デキストラン（分子量約 40,000）を
利用して細胞膜透過性ペプチドを単離ミト
コンドリアの表面に修飾することを計画し
ている。細胞膜透過性ペプチドはエイズウィ
ルス由来の TAT ペプチド（GRKKRRQRRRPQ）を
用いることにした。TAT ペプチドはカチオン
性アミノ酸であるアルギニンを含んでおり、
細胞膜と結合しやすいとされている。このペ
プチドと低分子デキストランはシアノ水素
化ホウ素ナトリウムと過ヨウ素酸ナトリウ
ムを用いて架橋し、結合させた。この結合に
最適なデキストラン由来グルコース残基と
TAT ペプチドの比は 3.25:1 であった。この
TAT ペプチドとデキストランを結合させた
TAT デキストランを用いてミトコンドリアの
細胞内移行の効率を検討することにした。 

 
 合成したTATデキストランと細胞から抽出
したミトコンドリアが結合するかを検討す
るために Zeta 電位を測定した。この結果、
TAT デキストラン容量依存的に抽出ミトコン
ドリアの Zeta 電位の減少が確認できた。ま
た、ミトコンドリアの大きさは TAT デキスト
ランの有無によって変化しなかった。 



次にミトコンドリアとTATデキストランを複
数組み合わせて重量比の最適化を試みたと
ころ、細胞への取り込みは 1:5 が最適である
ことが明らかとなった。 
 
③修飾ミトコンドリアを培養細胞、虚血再灌
流障害モデルの培養細胞へ移植し評価 
 TAT デキストランはミトコンドリア移行に
有効かどうかを評価するために、先程の条件
にてTATデキストランとミトコンドリアを寿
命延長処理したヒト子宮内膜由来間葉細胞
へ導入した。ミトコンドリアはミトコンドリ
ア移行シグナル付DsRedを取り込ませたミト
コンドリアを同培養細胞から抽出し、導入効
率は FACS にて DsRed 陽性細胞数にて評価し
た。この結果、従来法よりも 1.7 倍の効率に
て導入できることが明らかとなった。 

 次に培養細胞ではなく、初代培養細胞にお
いてもミトコンドリア移行がTATデキストラ
ンにて効率化するかどうかを評価した。初代
培養細胞としてはラット新生児心筋細胞を
用いることにした。この結果、ラット新生児
心筋細胞でも従来法よりも高効率（1.7 倍）
にミトコンドリアが取り込まれることが確
認できた。 

 
そこでラット新生児心筋細胞に虚血再灌流
処理し、TAT デキストラン付加したミトコン
ドリアを導入し、アポトーシスに対する影響
について評価することにした。新生児ラット
心臓を生後 1日目にて取得し、コラゲナーゼ
にて細胞化した。この新生児心筋細胞を低酸
素（1%）培養庫にて虚血再灌流処理したとこ
ろ、25%の細胞が Tunel 陽性となった。一方
で TAT デキストランを用いなかった場合、用
いた場合でそれぞれのTunel陽性率を測定し
たこところ、16、8%となった。 
 さらに過酸化水素処理したラット新生児
心筋細胞でも同様の結果になるかを評価し
た。低酸素条件と同様に TAT デキストラン付
加ミトコンドリアを細胞外から移行させた
ところ、心筋細胞の Tunel 陽性率は有意に減

少した。 

 
 これらの結果から、TAT デキストランはミ
トコンドリアの導入効率を上昇させ、低酸素
や過酸化水素処理によるTunel陽性細胞数を
減少させる結果となった。この結果は培養細
胞だけでなく、初代培養細胞においても確認
することができた。 
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