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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは、エネルギー産生に重要な役割を果たす細胞内器官であるが、核内
のゲノムDNAとは異なる独自のゲノム(ミトコンドリアDNA: mtDNA)を持つ。mtDNAの生理機能や病気への関連につ
いては未だ不明な点が多いが、その原因の一端として生きた細胞の中でmtDNAを解析するための手法が限られて
いる点を挙げることができる。そこで、本研究では、mtDNAを生きた細胞の中で可視化・操作するための新規技
術を開発することを目的とした。我々は、生きた細胞の中でDNAの構造を鮮明に可視化するための新規ツール 
ChrocodiLEの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria, organelles which play a central role in cellular energy 
production, have their own genome named mitochondrial DNA (mtDNA). The physiological and 
pathophysiological roles of mtDNA remain elusive partly because the techniques to analyze mtDNA 
function in living cells are still limited. In this research, we aimed to develop a new probe that 
allows us to visualize mtDNA dynamics and to artificially manipulate mtDNA state in living cells. We
 succeeded in generating a new fluorescent probe named ChrocodiLE, which enables us to visualize 
fine DNA structure in living cells.

研究分野：神経科学・薬理学
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１．研究開始当初の背景 

ミトコンドリアは、核内のゲノム DNA とは

異なる独自の DNA(ミトコンドリア DNA; 

mtDNA)を持つ。mtDNA は、ミトコンドリアの

電子伝達系に関わる酵素の一部やミトコン

ドリア内リボソーム RNA をコードしており、

ミトコンドリアの正常なエネルギー代謝に

必須な役割を果たしている。実際に mtDNA の

塩基配列の変異が、エネルギー消費が活発な

筋肉や神経系の組織に異常を生ずるミトコ

ンドリア病の大きな一因となっているから

もその重要性が見て取れる。さらに mtDNA の

コピー数の変動が、細胞の老化や Alzhaimer

病・自閉症といった病気とも関連することも

提唱されてきており、その重要性が明らかに

なりつつある。しかしながら、mtDNA のコピ

ー数とその生理機能との関連を示す直接的

な証拠は未だに乏しい。この原因としては、

これまでのmtDNAの解析が固定した組織を用

いた組織化学や単離した組織を用いた生化

学の手法により主に行なわれており、生きた

細胞の中でmtDNAを定量的に解析する手法と

mtDNA のコピー数を制御する手法の確立し確

立が期待されている。 

 
 
 
 
 
 
 

 

２．研究の目的 

mtDNA は、ミトコンドリア代謝に必須な分

子をコードしており、正常な細胞機能に必須

な役割を果たす。近年、mtDNA コピー数の変

動が、細胞の老化や様々な病態の指標となる

可能性が示唆されてきているが、その関連を

直接結び付けるための証拠は未だに不十分

である。その理由の一端としては、生きた細

胞の中でmtDNAの機能解析を行なうための手

法が未だ限定されている点を挙げることが

できる。そこで申請者は、生きた細胞の中で

mtDNA を可視化する蛍光プローブと mtDNA コ

ピー数を操作するツールを新規に開発する

ことを最終的に目指すことにした (図 1)。特

に、本研究では、DNA に高親和性に結合し、

その構造を精細に可視化する新規DNA標識プ

ローブの開発に注力し、研究を進めた。 

 

３．研究の方法 

(1)高親和性 DNA 標識プローブの作成・評価 

細菌由来の高親和性DNA結合蛋白質をベー

スに変異を導入し、新規 DNA 標識プローブを

作成した。これらのプローブは HeLa 細胞に

発現させ、蛍光イメージング法により性能を

評価した。 

 

(2)DNA 構造変化の高分解能ライブイメージ

ング 

 上記プローブを発現した HeLa 細胞を薬物

により刺激し、刺激に応答した DNA の構造変

化を観察した。所属研究室が所有する超解像

イメージングシステムを用いることで、高分

解能での測定を達成した。 
 

 (3)トランスジェニック動物の作成 
 上記プローブを発現する個体 (マウス、線

虫)の作成を行なった。 

 

(4)ミトコンドリア内腔への局在化 

 上記プローブにミトコンドリア内腔局在

化シグナル配列を付加し、mtDNA の標識を試

みた。 
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４．研究成果 

(1)高親和性 DNA 標識プローブの作成・評価 

 細菌由来の高親和性DNA結合蛋白質をベー

スに様々な変異を導入し、蛍光蛋白質を融合

させたプローブを作成した (図 2)。これらの

結合解離特性を評価するために、プローブを

HeLa 細胞に発現させ、光褪色後蛍光回復法に

よる解析を行なったところ、DNA に対する結

合解離特性を持つプローブを作成できてい

ることが判明した。特に、本プローブの中で

DNA に対する親和性が高く、細胞内に導入し

た際にゲノム構造を最も鮮明に可視化でき

る変異体を、我々は ChrocodiLE と命名した 

(図 3)。マーカー染色による評価などから、

ChrocodiLE は、ほどけた領域に選択的に結合

する性質を持っていることが分かった。 

 

 

(2) DNA 構造変化の高分解能ライブイメージ

ング 

 ChrocodiLEを安定発現するHeLa細胞株を作

成した。本細胞を薬物により刺激した時の

DNA の構造変化を高分解能で捉えることを試

みた。まず、ヒスタミン H1 受容体のアゴニ

ストであるヒスタミンによる刺激を行なっ

た。すると、数十分程度の時間スケールで局

所的な構造変化が観察された。また、プロテ

インキナーゼ Cの活性化薬である PMAによる

刺激を行なったところ、数時間に渡る時間ス

ケールでDNAの全体的な構造変化が観察され

た。上記のように、ChrocodiLE は刺激に応答

した様々なDNAの微細な構造変化を追従でき

る性能を持つことが分かった。 

 

(3)トランスジェニック動物の作成 

 上記の実験で ChrocodiLE を安定発現させ

た細胞株が取得可能なことから、細胞毒性が

低く、ChrocodiLE を発現するトランスジェニ

ック動物を作成することが可能ではないか

と考えられた。そこで、トランスジェニック

マウスと線虫の作成を試みた。マウス、線虫

ともに ChrocodiLE を発現する個体の取得に

成功した。これらの個体は正常に生育し、繁

殖も可能であることが判明している。 

 

(4)ミトコンドリア内腔への局在化 

 ChrocodiLE にミトコンドリア内腔局在化

シグナルを付加し、mtDNA の標識を試みた。

しかしながら、ミトコンドリア局在化

ChrocodiLE はミトコンドリア内腔全体に渡

って局在し、ミトコンドリア核様体への点状

の局在は見られなかった。ChrocodiLE がゲノ

ム DNA に強く結合するのに対し、mtDNA への

結合が見られないのは予想に反する驚くべ

き結果である。今後は ChrocodiLE にさらな

る変異を導入し、mtDNA への局在化機構の解

明を目指す。特に、ChrocodiLE の mtDNA への

局在化のOn/Offを制御できるようになれば、

mtDNA を生きた細胞の中で操作するツールと

して活用できると考えられ、ChrocodiLE の使

用用途のさらなる可能性が期待できる。 
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