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研究成果の概要（和文）：より効果的な骨格筋萎縮や代謝疾患の治療を実現するためには、骨格筋のミトコンド
リアの機能を正しく測定することが必要となる。しかし、従来のミトコンドリアの解析法は、骨格筋のミトコン
ドリアを均質溶液化することで評価されており、ミトコンドリアの不均質性・多様性は評価できなかった。本研
究では、骨格筋のミトコンドリアのATP産生能力をミトコンドリアの空間情報を保持しながら評価する新たな手
法を開発した。

研究成果の概要（英文）：In order to achieve more effective treatment of skeletal muscle atrophy and 
metabolic diseases, it is necessary to accurately measure the mitochondrial function in skeletal 
muscle. However, conventional methods for mitochondrial analysis have been based on homogeneous 
solution of mitochondria in skeletal muscle, and mitochondrial heterogeneity and diversity could not
 be evaluated. In this study, we developed a new method to evaluate the ATP-producing capacity of 
skeletal muscle mitochondria while preserving mitochondrial spatial informatics.

研究分野：分子運動生理学

キーワード： ミトコンドリア　骨格筋

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、空間情報を保持しながら骨格筋のミトコンドリアの機能を評価できる手法が開発されたことによ
り、微小であるが重要なミトコンドリアの機能的変化を評価できるようになった。このような技術は、骨格筋に
関わる病態の一層の理解や治療法やリハビリテーションの開発に寄与することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
 ミトコンドリアは、細胞内のエネルギー（ATP）産生を担う細胞小器官であり、細胞内の恒常性性維持

に重要な役割を担っている。特にヒト生体で最大の組織である骨格筋において、ミトコンドリアの機能が

低下すると、廃用性および加齢性の骨格筋萎縮、糖尿病などの代謝疾患、がん性悪液質の病因となる

ことが実験生物医学および疫学から明らかにされてきた。したがって、「ミトコンドリアの機能を改善させ

ること」が、骨格筋ミトコンドリアの機能不全を起因とした上述の疾患予防・治療の基本戦略となる。より効

果的な治療戦略を実現するためには、「骨格筋のミトコンドリアの機能を正しく測定・評価すること」が必

要不可欠である。 

 骨格筋を含め、生体組織のミトコンドリアの機能は、組織を破砕しミトコンドリアを単離することで測定さ

れてきた。このような生化学手法による解析では、定量的な解析が可能である利点がある。ただし、対象

とする骨格筋内のミトコンドリアを「均質/同質な集団」であることを前提とした評価手法であることに留意

する必要がある。 

申請者は最近、ミトコンドリアの健全度を保持したまま高解像度で骨格筋のミトコンドリアを可視化する

手法を確立した。その結果、「骨格筋内のミトコンドリアが不均一なネットワークを形成し、多様性を有す

ること」および「骨格筋の不均一なネットワーク形成は高い可塑性（=適応性）を有すること」を見出した。 

上述の通り、骨格筋のミトコンドリア機能を測定する従来手法では、対象とする骨格筋内のミトコンドリア

を均一な集団として見なしている。つまり、骨格筋内のミトコンドリアの空間情報（不均一性・多様性）は

考慮されていない。つまり、従来の評価手法では、下記の重大な課題が生じる。 

 

課題① 細胞内局在によってミトコンドリアの機能・が異っていたとしても、違いを検出することは不可能 

課題②   「生物学的に重要であっても、微細な変化」を検出することはできない（もしくは過小評価）。 

 
 
２．研究の目的 

 
本研究では、上述の課題を解決するために、空間情報を保持しながら、骨格筋のミトコンドリアの機能を

評価する新たな手法を開発することを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 

 
「ミトコンドリア局在型の緑色蛍光タンパク質」および「ミトコンドリア局在型 ATP センサー蛍

光タンパク質（MaLionRed）」を骨格筋細胞もしくは骨格筋組織に導入し、マウス骨格筋のミトコ

ンドリアと ATP 産生を同時に可視化する。続いて、骨格筋に反応試薬を添加し、ミトコンドリア

の ATP 産生に共役した最大酸素消費を惹起させる。ATP の産生速度を疑似カラーに変換し、ミト

コンドリアのネットワーク画像にマッピングする。このような一連の作業により、空間情報を保

持しながら骨格筋の機能評価を達成する。本研究では、上記の研究を遂行するために、下記の検

討課題を設定した。 



 

検討課題 1：プラスミドベクターの構築 

検討課題 2：骨格筋細胞・骨格筋組織への効率的な遺伝子導入法の検討 

検討課題 3：骨格筋の培養細胞を対象とした検討 

検討課題 4：マウス骨格筋組織を対象とした検討 

 

 

４．研究成果 

 

検討課題 1：プラスミドベクターの構築 

先行研究では、細胞内の ATP 濃度を感知する赤色蛍光バイオセンサーとして MalionRed が開発

された。本研究では、MalionRed の N 末端にミトコンドリアを移行シグナルを付加し、ミトコン

ドリアの ATP 濃度を選択的に評価できるようにした。続いて、T2A リンカーでミトコンドリア移

行シグナルを付加した EGFP を連結させた。このような設計により、ミトコンドリアの ATP 濃度

とミトコンドリアの空間情報を同時に得ることができる。本研究では、以降の検討で最終的にア

デノ随伴ウイルスを用いて遺伝子導入を行うこととなったため、導入遺伝子の両端にアデノ随

伴ウイルスのパッケージングに必要な ITR を付加した。最終的なプラスミドのデザインは下図

の通りとなった。 

 

 

 

 

検討課題 2：骨格筋細胞・骨格筋組織への効率的な遺伝子導入法の検討 

マウス骨格筋由来培養細胞株（C2C12 myoblasts/myotubes）およびマウ

ス骨格筋組織は、遺伝子導入が難しい細胞および組織であることが知

られている。本研究では、検討課題１で作成したバイオセンサーを効率

的に発現させるための方法を検討した。本研究では、エレクトロポレー

ションおよびアデノ随伴ウイルス（血清型 6および血清型 9）を検討し

た。本研究では、遺伝子導入効率ならびに遺伝子導入に伴う骨格筋の損

傷の程度等を踏まえ、血清型 9 のアデノ随伴ウイルスを遺伝子導入の

ためのベクターとして用いることが妥当であるとの結論に至った。遺

伝子の導入実験の一例を右図に示す。 

 

  

ITR CMV MTS Malion Red T2A MTS EGFP WPRE poly A ITR

可能性のある候補の探索（探索的研究）」と「現時点での申請者の予備的検証結果から、関与が疑われるヒ

ト特異的遺伝子 ARHGAPA11B の機能解析（仮説検証型研究）」を並行して実施する。このような取り組み

により、「仮に、探索的研究で、候補遺伝子を抽出することが不可能」となった場合でも、ARHGAP11B
に注目した研究を継続することで、本研究の目的の達成を目指す。 
 

検討課題１：データ駆動型の研究展開 

STEP1：ヒト特異的遺伝子の中でミトコンドリアの量や機能に影響を与える可能性のある候補の選定 

「公共データベース」や転写物の網羅的解析のデータを再解析すると、チンパンジーと比較した場合、

ヒトが特異的に保有する遺伝子（発現/欠損[偽遺伝子化]など）は、845 個存在する。その中で、ヒトの骨格筋

においても発現が確認できる遺伝子は、267 個である。そのうち、タンパク質をコードする遺伝子は、21
個である。このように、現時点での予備的な検討として、in silico 解析による候補遺伝子の抽出を終えて

いる。これらの遺伝子を「『マウスの骨格筋細胞や骨格筋組織に導入した際のミトコンドリアや持久力の適

応を評価する』といった Gain of Function 実験」および「『ヒトの骨格筋細胞（ヒト骨格筋細胞株/iPS細胞か
ら分化した骨格筋細胞）に候補遺伝子の発現を siRNA を用いて低下させた際のミトコンドリアの量や機能を

評価する』といった Loss of Function 実験」を展開する。 

 

STEP2：ヒト特異的遺伝子の骨格筋への導入 

ヒト特異的遺伝子は、アデノ随伴ウイルスベクター（血清型 9）を用
いて、骨格筋の培養細胞やマウスの骨格筋組織に導入する。マウス

骨格筋への導入は、「局所的な骨格筋への感染」あるいは「尾静脈注

射による全身の骨格筋への感染」により達成する。一般的に骨格筋

細胞や骨格筋組織への遺伝子導入の効率は低く、その点が実験上の

制約となる。しかし、申請者はこれまでに、アデノ随伴ウイルスベク

ターを使用することにより、100%の遺伝子導入効率を達成できるこ
とを確認している。申請者は、アデノ随伴ウイルスベクターの産生・

精製方法を習得しており、日常的にアデノ随伴ウイルスベクターを

用いた研究を実施している。アデノ随伴ウイルスベクターを民間企

業に産生・精製を依頼すると、約 3-6ヶ月の納期を要する。しかし、
申請者の方法によって研究室内で合成・精製すれば、発案から最短 2週間でアデノ随伴ウイルスベクタ

ーの産生・精製が完了する。このような技術を自らが保有していることにより、よりスピーディな

研究開発を展開することが可能となる。 
 

STEP3：ミトコンドリアの評価 および メカニズムの検討 

ミトコンドリアの量は、クエン酸合成酵素（Citrate Synthase）の最大活性、呼吸鎖を構成するサブユニット

のタンパク質量、mtDNA のコピーナンバーを指標として評価を行う。 

ミトコンドリアの呼吸機能（酸素消費速度および ROS 産生速度）は、申請者が開発した独自の手法を採用す

る。ミトコンドリアの呼吸機能の分析に使用する基質は、4 種類（1.ピルビン酸+リンゴ酸、2.グルタミン酸+リンゴ酸、
3.アシルカルニチン+リンゴ酸、4.コハク酸+ロテノン）使用し、ミトコンドリア呼吸

能力の適応に基質依存性が生じるか否かを明らかにする。このような基

質特異性の存在の評価は、申請者の独自技術の特徴の一つである。

基質依存的な変化が生じた場合、単にミトコンドリアの機能的変化（向

上・低下）では言及できない、エネルギー基質の選択性の変化（すなわ

ち、代謝リモデリング）が生じたことを意味する。 

ミトコンドリアの機能的な変化が観察された場合、ミトコンドリアの呼吸

機能を変化させたメカニズムを明らかにする。基質非依存的にミトコンド

リアの呼吸機能を変化させる上流因子として、各呼吸鎖複合体の最大

酵素活性、呼吸鎖複合体同士の物理的・機能的連関（スーパーコンプレ

ックス）、ミトコンドリア同士のネットワークを評価する。一方で、エネルギ

ー基質依存的な呼吸機能の変化が認められた場合は、各基質がミトコ

ンドリアで ATP に変換されるまでの経路にある「各基質の輸送体の発

現量」や「酵素の活性」を評価する。このような解析により、ミトコンドリア
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呼吸鎖同⼠の物理的連関（Super-complex）の評価の例

⾻格筋組織のミトコンドリアネットワークの評価の例



検討課題 3：骨格筋の培養細胞を対象とした検討 

C2C12 myotubes にアデノ随伴ウイルスベクターを用いて、ATP 評価用のバイオセンサー遺伝子

を導入した。まず、定常状態の ATP 濃度を評価したところ、ミトコンドリアの ATP の濃度分布

は、不均質であることが確かめられた（下図）。 

 

 

 

続いて、ミトコンドリアの ATP 産生能力を評価するために、Digitonin で細胞膜の透過処理を行

った C2C12 myotubesに、基質としてピルビン酸とリンゴ酸、ADP を加えた。その結果、空間情

報を保持しながらミトコンドリアの ATP 産生を評価することが可能であることが示された。（下

図） 

 

 

検討課題 4：骨格筋の培養細胞を対象とした検討 

培養細胞を対象として機能する実験系が、生体の骨格筋においても利用できるか否かを評価す

るための検討を行った。マウスの腓腹筋を対象にアデノ随伴ウイルスベクターを用いてバイオ

センサー遺伝子を導入し、摘出した腓腹筋を対象に検討を行った。培養細胞と同様に、Digitonin

で細胞膜の透過処理を行ったあと、ピルビン酸、リンゴ酸、ADP を加え、ミトコンドリアの ATP

産生を惹起した。その結果、マウスの骨格筋組織においても、空間情報を保持しながら、ミトコ

ンドリアの ATP の産生動態を評価可能であることが示された（下図）。 

mitoEGFP
Mitochondria

mitoMalionRed
Mitochondrial ATP

Merge Ratio (pseudocolor)
mitoMalionRed / mitoEGFP

Baseline 10 min after ADP addition



 

 

まとめ 

本研究では、当初の目的・計画通り、空間情報を保持しながら、骨格筋のミトコンドリアの ATP

産生機能を評価できる技術を開発することができた。現在は、この技術をより簡便に利用できる

ように深層学習を用いた解析アルゴリズムの開発に着手している。 

mitoEGFP (Mitochondria) mitoMalionRed (Mitochondrial ATP)

Merge Ratio (pseudocolor) mitoMalionRed / mitoEGFP
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