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研究成果の概要：過酸化水素処理した細胞からミトコンドリアDNAを精製して、その PCR産
物の拡散係数から酸化的ストレスによる損傷の程度を推定できることを指摘した。さらにミト

コンドリア遺伝子変異のホットスポットに注目して、制限酵素処理による断片長分布を蛍光相

関分光の多成分解析によって簡便に推定できるようにした。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2005 年度 1,600,000 0 1,600,000 

2006 年度 700,000 0 700,000 

2007 年度 700,000 210,000 910,000 

2008 年度 600,000 180,000 780,000 

  年度    

総 計 3,600,000 390,000 3,990,000 

 
 
研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：人間医工学・医用生体工学 
キーワード：(1)ミトコンドリアDNA 、(2)蛍光相関分光法、(3)ブラウン運動、(4)拡散定数、 
(5)共焦点光学系、(6)レーザー 
 
１．研究開始当初の背景 
わが国は未曾有の高齢化社会に突入しつつ
あり、高齢者の急増は、糖尿病を始めとする
疾病罹患者数の増加による社会的コストの
増大を伴う。最近、加齢によるミトコンドリ
アの機能低下と糖尿病の関連が注目されて
いる。ミトコンドリア機能異常は内因性とし
て核 DNAやミトコンドリア DNA（mtDNA）
の遺伝子変異に起因することが知られてい
る。特にmtDNAは核 DNAより一桁以上変異
が速いことから mtDNA 異常を検出すること
は重要である。mtDNA 異常には欠失や点変
異など質的評価とともに、細胞や組織ごとに
どの程度の量で変異 mtDNA が存在している

かという量的な評価が必要である。さらに組
織や臓器の多様な機能低下との相関を検討
できるほどの高感度で信頼性がある計測手
段が求められている。 
 
２．研究の目的 
このように検査・診断の機会が今後増加する
ミトコンドリア DNA 異常に対して、その検
出システムの早急な開発が望まれているが、
従来のゲル電気泳動・サザンブロットでは操
作が煩雑すぎる。蛍光相関分光法（FCS, 
Fluorescence correlation spectroscopy）はそのよ
うな作業をせずに特異的な配列を持つ DNA
の数と鎖長を評価することに適している。こ
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のような特徴を持つ蛍光相関分光法を用い
て、多サンプルを対象とするミトコンドリア
DNA異常検出システムの開発をめざして、二
つの異なるアプローチを検討した。 
 
３．研究の方法 

 
図１ 蛍光相関分光法の光学系 

 
蛍光相関分光法は図１に示すようなレーザ
を光源とした共焦点光学系を用いて観察で
きる微小な領域を、蛍光分子がブラウン運動
により出入りすることで生じる蛍光強度揺
らぎからを自己相関分析して、分子量と分子
数を評価できる方法である。 
 
（１）分子量からのミトコンドリア DNA 異
常の検出 

図２ 濃度からの評価 
 
 
過酸化水素処理によるミトコンドリア

DNA への影響を検討するために、17000 塩
基対の全長のミトコンドリアDNAをPCRで
増幅後、蛍光相関分析した。過酸化水素によ
り損傷されたミトコンドリアDNAはPCRの
鋳型にはなれない（図２の×印）。 
 

（２）制限酵素処理後の断片数からのミトコ
ンドリアDNA変異の検出 

図３ 分子数からの評価 
 

前項の方法は非特異的な DNA 損傷の検出
には適しているが、配列に生じた変異の場所
を特定することはできない。そこでホットス 
ポットに DNA 変異が生じると制限酵素で断
片化されないことに着目した（図３の赤丸）。 
 
４．研究成果 
（１）過酸化水素処理濃度に依存して、相関
が早く減衰した（図４）。これは全長の PCR  

図４過酸化水素処理が自己相関関数に 
及ぼす影響。白三角: 0, 黒四角:0.1,  
白丸:0.2, 黒三角:0.4 mM H2O2 

 
産物が減り、プライマのすばやいブラウン運
動の寄与が大きくなったことを示唆してい
た。 
 
（２）変異がないときは制限酵素処理による
フラグメントの数は遺伝子配列からあらか
じめわかる。自己相関関数のｙ切片は分子数
を示すので（図５）、この値がデータベース
からの推定値と異なるときには変異が疑わ
れる。そのサンプルについてはシークエンス
などを行って、詳細に検討することを提案し
た。 



 

 

 
図５ ミトコンドリア DNAの制 
限酵素処理が自己相関関数へ与え 
る影響。黒四角:制限酵素処理なし,  
白丸: Hga I, 黒三角: Hae III。 

 
これらの抽出されたミトコンドリア DNA

の結果を踏まえ、次の段階の研究として、生
細胞内での計測進めていく予定である。その
ためにミトコンドリアそのものを緑色蛍光
タンパクでラベルして観察すると、酸化的ス
トレスはミトコンドリア DNAだけでなく、
ミトコンドリアの形態に影響を与えている
ように見えた。しかしミトコンドリアは大変
複雑な形態であり、その変化を客観的に評価
することは困難であった。そこで画像処理に
よるミトコンドリアの形態の定量解析法を
現在提案している。さらにミトコンドリア病
の新たな診断法を確立するために、ミトコン
ドリア自身の複雑な形態変化とミトコンド
リア DNAのダイナミックな挙動を蛍光波長
の異なる色素でラベルして同時に観察し、画
像相関分光解析を進めている。 
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