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研究成果の概要（和文）： 

本研究により以下のことが明らかとなった。 

①カリウムチャンネルオープナー投与によりミトコンドリア電位はコントロール値の

51%に低下する。 

②ミトコンドリア膜電位形成に K+の濃度勾配が関与している。 

③ミトコンドリア膜電位の変化は解糖系の活性化に影響しない。 

④ミトコンドリアのカリウム電位は神経細胞のエネルギー代謝に大きな影響を及ぼし

ていない。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 The present research revealed following phenomenon. 

1. Potassium channel opener decreases mitochondrial membrane potential to 51% 
of control level in rats (in vivo).  
2. Concentration gradient of potassium is one of the most important factors that 
generate mitochondrial membrane potential. 
3. Attenuation of mitochondrial potential does not activate glycolysis. 
4.  Attenuation of potassium gradient in mitochondria does not affect energy 
production in rat brain (in vivo). 
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１．研究開始当初の背景 

 

脳虚血後の神経細胞死はネクローシスとア

ポトーシスによりもたらされる。ネクロー

シスは、ミトコンドリア機能の低下に伴う

エネルギー障害が本態である。一方アポト

ーシスはミトコンドリア膜電位の低下に伴

うチトクローム c の遊出により引き起こさ

れる。このように、ミトコンドリアの機能

異常は虚血性神経細胞障害の拡大に大きく

関与している。虚血により過剰なカルシウ

ムがミトコンドリアに流入するとミトコン

ドリア外膜と内膜に孔（ Mitochondrial 

Permeability Transition）が開き、透過性

亢進によりミトコンドリアが膨化する。そ

のまま機能が停止するとネクローシスにな

る。機能を維持しつつチトクローム c を放

出するとアポトーシスになる。ミトコンド

リアへのカルシウムの流入を抑制し、ミト

コンドリアの機能障害を軽減することが重

要である。 

 

２．研究の目的 

 

虚血後にミトコンドリア電位が過分極するこ

とが報告されている（Neurosci Res. 

55:234-43.2006）。右図に示すように、カルシ

ウムの流入はミトコンドリア電位に依存する

ので、ミトコンドリアの過分極によりカルシ

ウムの流入量が増加すると考えられている。

本研究は ATP感受性 K チャンネルオープナー

を用いてミトコンドリア過分極を抑制し、虚

血性神経細胞障害の軽減を図ることを目的と

している。 

 

（2）平成 20年度 

①虚血後にミトコンドリア電位を in vivo で

確認する。 

②ラットに ATP 感受性カリウムチャンネルオ

ープナーを投与し、投与量とミトコンドリア

電位抑制効果の関係を in vivo で観察する。 

 

（1）平成 21－22年度 

ミトコンドリア電位を ATP感受性カリウムチ

ャンネルオープナーで抑制する。投与時のミ

トコンドリア電位、ミトコンドリア酸化還元

電位、脳組織中のエネルギー代謝を観察する。 

 

 
図．ミトコンドリアのイオンチャンネル 

ミトコンドリアのイオンチャンネル。カルシ

ウムは内膜に存在する Uniporter により Up 

takeされる。Up take はミトコンドリア膜電

位に依存しカルシウムを取り込む。ミトコン

ドリア内カルシウム濃度が上昇すると膜透過

性亢進（MPT; Mitochondrial Permeability 

Transition）が形成され、ミトコンドリア機

能の低下によるネクローシスや、チトクロー

ム Cの流出によるアポトーシスが引き起こさ

れる。ミトコンドリア電位はカリウム濃度勾

配により形成され、ATP感受性カリウムチャ

ンネルよりカリウムが流入すると大きく低下



する。流入したカリウムは水素イオンと交換

で排出され、水素イオンは呼吸鎖により供給

される 

 

３．研究の方法 

（1）ミトコンドリア膜電位の測定 

脳実質内にミトコンドリア電位感受性色素

（ＪＣ－１）を注入し、大脳皮質の神経細胞

内に loading する。キセノンランプで４９０

nm の青色光を２秒間脳表に照射し、ミトコン

ドリア内に集積した色素を励起させる。脳表

の赤色蛍光（５９０ｎｍ）、緑色蛍光（５３０

ｎｍ）を電子冷却ＣＣＤカメラで撮影し、そ

の比率から 30μm×30μm の分解能で２０秒

毎にミトコンドリア電位を算出する。 

（2）ミトコンドリア酸化還元電位の測定 

ミトコンドリア電位測定に引き続き、キセノ

ンランプで 365nm の紫外線を２秒間脳表に照

射し、大脳皮質ミトコンドリアのＮＡＤＨ（９

０％以上のＮＡＤＨはミトコンドリア内に存

在し、電子伝達系の停滞により蓄積する）を

励起する。脳表のＮＡＤＨ蛍光（４６０ｎｍ）

を電子冷却ＣＣＤカメラ（解像度３０μｍ×

３０μｍ）で撮影し２０秒毎にミトコンドリ

ア電子伝達系の酸化還元状態を観察する。ミ

トコンドリア膜電位が低下しても、電子伝達

系が停滞せずエネルギーを産生しているかを

明らかにする。 

 

人工呼吸下にラットの左頭頂側頭骨に

cranial window を開け、脳表を露出する。ATP

感受性カリウムチャンネルオープナー（ダイ

アゾキサイド）を電極を通して脳内に直接投

与する。投与中の細胞膜電位の変化、ミトコ

ンドリア膜電位の変化、ミトコンドリア酸化

還元電位の変化、全脳虚血負荷時の膜電位消

失時間を観察する。 

 

４．研究成果 
 
（1）平成 20年度 
カリウムチャンネルオープナー（ダイアゾキ
サイド）がミトコンドリア電位に及ぼす影響、
ミトコンドリア電子伝達系（酸化還元電位）
に及ぼす影響を明らかにした。カリウムチャ
ンネルオープナー（濃度組成、1mmol/l in 
1.5mmol/l NaOH , 150 mmol/l NaCl）を 0.5
μl/分の速度で大脳皮質に直接注入し、ミト
コンドリア膜電位とミトコンドリア酸化還
元電位を測定した。ミトコンドリア膜電位は
４９０nm の青色光を２秒間脳表に照射し、膜
電位標識色素（JC-1）の蛍光比（赤色蛍光５
９０ｎｍ、緑色蛍光５３０ｎｍ）より求めた。
ミトコンドリア酸化還元電位は 365nmの紫外
線を２秒間脳表に照射し、ミトコンドリア内
ＮＡＤＨの蛍光強度（青色蛍光 460nm）より
求めた。 
カリウムチャンネルオープナー投与により
ミトコンドリア電位は直ちに低下し、約 5分
後には定常状態（コントロール値の 51%）に
達した。持続投与を終了すると直ちにコント
ロール値に服した。この間、NADH蛍光強度に
変化は認められなかった。カリウムチャンネ
ルオープナー投与によりミトコンドリア電
位が低下したことは、ミトコンドリア膜電位
形成に K+の濃度勾配が関与していることが
示唆された。また、ミトコンドリア膜電位低
下が低下しても NADH蛍光強度に変化を認め
なかったことは、ミトコンドリア膜電位の変
化は解糖系の活性化に影響しないことを示
唆していると考えられた。 

 

（2）平成 21年度 

カリウムチャンネルオープナー（ダイアゾキ

サイド）が細胞膜電位に及ぼす影響、ミトコ

ンドリア電位に及ぼす影響に及ぼす影響を明

らかにした。ミトコンドリア電位を求めるた

め、Wistar ラットおよび砂ネズミの左頭頂側

頭骨に cranial windowを開け、脳表を露出し、

細胞外ガラス電極より大脳皮質にミトコンド

リア電位感受性色素（ＪＣ－１）を１０分間

かけて注入し、色素を神経細胞内に loading

した。色素注入による細胞外電位の変化は認

められなかった。次に細胞外ガラス電極より

ダイアゾキサイドを 0.5μl/分の速度で大脳

皮質に直接注入した。キセノンランプで４９

０nmの青色光を２秒間脳表に照射し、ミトコ

ンドリア内に集積した色素を励起させ、脳表

の赤色蛍光（５９０ｎｍ）、緑色蛍光（５３

０ｎｍ）を電子冷却ＣＣＤカメラで撮影し、

その比率から２０秒毎にミトコンドリア電位

を測定した。この方法によりミトコンドリア



電位と細胞外電位を同時に測定することが可

能になった。ダイアゾキサイドの投与でミト

コンドリア電位はコントロール値の 51%に低

下した。しかし細胞外電位に変化は認められ

なかった。この状態で椎骨動脈、総頸動脈を

結紮し全脳虚血を負荷すると 3．1 分で細胞膜

は脱分極を示した。ダイアゾキサイドを投与

しなかった群は 2．3 分で細胞膜は脱分極を示

した。ミトコンドリアのカリウム電位は神経

細胞のエネルギー産生に大きな影響を及ぼし

ていないことを示唆していると考えられた。

ミトコンドリアカリウム電位勾配のコントロ

ールはエネルギー代謝に障害を及ぼすことな

く治療効果を発揮できる可能性がある。 

 

（3）平成 22年度 

ミトコンドリア電子伝達系阻害薬（CCCP）が

細胞膜電位とミトコンドリア電位に及ぼす影

響、ミトコンドリア電子伝達系（酸化還元電

位）に及ぼす影響を明らかにした。ミトコン

ドリア電位を求めるため、Wistar ラットおよ

び砂ネズミの左頭頂側頭骨に cranial window

を開け、脳表を露出し、細胞外ガラス電極よ

り大脳皮質にミトコンドリア電位感受性色素

（ＪＣ－１）を１０分間かけて注入し、色素

を神経細胞内に loading した。色素注入によ

る細胞外電位の変化は認められなかった。キ

セノンランプで４９０nmの青色光を２秒間脳

表に照射し、ミトコンドリア内に集積した色

素を励起させ、脳表の赤色蛍光（５９０ｎｍ）、

緑色蛍光（５３０ｎｍ）を電子冷却ＣＣＤカ

メラで撮影し、その比率から２０秒毎にミト

コンドリア電位を測定した。この方法により

ミトコンドリア電位と細胞外電位を同時に測

定することが可能になった。ミトコンドリア

電子伝達系阻害薬は微細ガラス電極を用いて

大脳皮質に持続注入した。ミトコンドリア電

子伝達系阻害薬の持続注入により酸化還元電

位は緩やかに還元型に傾いた。ミトコンドリ

ア電位はコントロール値の 10％に低下した。

細胞膜電位に変化を認めなかった。これら観

察結果よりハロタン麻酔下の大脳皮質はミト

コンドリアのエネルギー産生の有無によらず

細胞膜電位を維持できる可能性が示唆された。 

 

５．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に

は下線） 

 

〔雑誌論文〕（計 １件） 

①Toshihiro Sasaki, Yoshimasa Takeda, 

Hideki Taninishi, Minako Arai, 

Kensuke Shiraishi, Kiyoshi Morita 

Dynamic changes in cortical NADH 

fluorescence in rat focal ischemia: 

Evaluation of the effects of hypothermia on 

propagation of peri-infarct 

depolarization by temporal and spatial 

analysis 

Neuroscience Letters 、査読有、449, 2009, 

61–65 

 

〔学会発表〕（計 ２件） 

①佐々木俊弘、ラット脳部分虚血における低

体温による再発性脱分極の伝播様式に対する

影響（NADH 蛍光画像を用いた検討）、麻酔科

学会、2008年 6月 12日、横浜 

 

②佐々木俊弘、低体温による再発性脱分極の

発生・伝播に対する影響の NADH蛍光画像を用

いた検討、神経麻酔集中治療研究会、2008年

4 月 12日、新潟 

 

 

６．研究組織 

 (1)研究代表者 

森田 潔（MORITA  KIYOSHI） 

岡山大学・大学院医歯薬学総合研究科・教

授 

 研究者番号：40108171 

(2)研究分担者 

 武田 吉正（TAKEDA  YOSHIMASA） 

 岡山大学・岡山大学病院・講師 

 研究者番号：30294466 

 

(3)連携研究者 

該当なし 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


