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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はヘテロプラスミック（２種の異なるミトコンドリア
DNA を持つ）マウス系統を用いてミトコンドリア病の世代間の伝達様式を明らかにすること
である。また生体イメージング技術によって、疾病あるいはストレス下における生きたマウス
個体の内部臓器細胞のミトコンドリア動態の変化を理解することである。私は２種のヘテロプ
ラスミックマウス系統がミトコンドリアの伝達様式の解析に適することを検証し、単一の細胞
において２種のミトコンドリアゲノムの存在比を正確に計測する方法を確立した。さらに生き
たマウスの組織の（脈動や拍動に伴う）動きを効果的に抑える安定器具を考案した。これによ
り様々な内部臓器におけるミトコンドリア動態の観察が可能となった。 
 

研究成果の概要（英文）：This study aims to elucidate the mechanism of mtDNA disease transmission 

between generations using mouse strains heteroplasmic for two mtDNA variants, and understand 

alterations of mitochondrial dynamics in live mouse internal organs in disease and stress conditions 

using intravital imaging technology. We have identified two heteroplasmic mouse strains suitable for 

mtDNA transmission analysis and established the methods to precisely examine the ratio of two mtDNA 

variants in single cells. Further, we have invented a stabilization device which effectively suppresses the 

tissue motion of abdominal organs and monitored mitochondrial dynamics in various intraperitoneal 

organs in live mice.  
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１． 研究開始当初の背景 

（１）ミトコンドリアはすべての真核生物の
細胞の細胞質に存在し、それ自身のゲノムで

あるミトコンドリア DNA(mtDNA)をもつ。
哺乳類のミトコンドリアゲノムは細胞内に
多数のコピーとして存在し、母系遺伝する。
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ミトコンドリアは細胞の機能のなかでエネ
ルギー生産、細胞死、カルシウム平衡など、
重要な役割を担っている。ミトコンドリアゲ
ノムの病理学的な変異は、神経変性疾患や筋
疾患、糖尿病、視覚障害などの幅広く重篤な
遺伝病を引き起こす。変異型ミトコンドリア
ゲノムと野生型ミトコンドリアゲノムを合
わせもつ母親からは様々な量の変異型ミト
コンドリアゲノムが子孫に伝達される。この
母親から伝達される変異型ミトコンドリア
の割合が疾病の発症や重篤さを決定する。今
日までミトコンドリア病の治療法は見つか
っていないため、ミトコンドリアゲノムの基
本的遺伝原理の理解に重点を置くべきであ
り、これによって世代間における変異型ミト
コンドリアゲノムの伝達を防ぐ視点に基づ
く方法を探索することができよう。ミトコン
ドリアゲノム上に変異が生じた場合には、世
代間の伝達中に急調分離（個体中のミトコン
ドリアゲノムがヘテロプラズミー状態から
ホモプラズミー状態へと速やかに移行する
現象）が起こることがいくつかの哺乳類で報
告されており、この原因として遺伝的ボトル
ネックを通過する伝達様式が考えられてき
たが、そのメカニズムは完全には明らかにな
っていない。我々はこれまでに、ボトルネッ
ク効果が雌性生殖系列細胞（図 1）で起きる
ことを説明する３つのモデルを提唱し、マウ
スにおける単一の始原生殖細胞(PGCs)と、単
一の卵母細胞のミトコンドリアゲノムのコ
ピー数を世界で初めて直接測定した。この測 

定結果は従来の有力な仮説を否定するもの
であった（Cao et al. 2007）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その後の研究では、限られたミトコンドリア
ゲノムのサブグループが複製することに起
因する、出生後個体の生殖細胞での急調分離
が報告され、モデル C（選択的複製によるモ
デル）が支持されている(Wai et al. 2008)。
しかし、急調分離が初期の PGCs でも起きる
のか、また世代間の急調分離が起きる主要な
ステージがどこなのかはわかっていない。 

 

（２）これまでに蓄積された知見は、ミトコ
ンドリアの形態や、細胞内での分布、運動の
変化は多くの疾病の進行過程と関連するこ
とを示している。従って、一般状態からスト
レス環境、病態条件下においてミトコンドリ
ア動態を動物生体内で観察することは、ミト
コンドリアが関与する病態の発症・悪化に対
して理解し、さらには治療法を開発する上で
重要な情報が得られると期待される。マウス
の脳におけるミトコンドリアの生体内イメ
ージングは神経変性疾患におけるミトコン
ドリアの関与についての重要な知見をもた
らした（Misgeld et al. 2007）。しかし、生体
を用いる場合、呼吸や拍動に伴って組織が動
くため、腹部組織のミトコンドリア挙動を直
接捉えるなどの生体内イメージングは非常
に困難であった。従って、腹部器官の動きを
最小限に抑え、生体内においてミトコンドリ
アや他の細胞内小器官の動態を視覚化する
ことを可能にする技術の開発が非常に重要
であり、かつ緊急の課題となっている。 

 

２．研究の目的 

（１）ミトコンドリア変異の世代間の伝達様
式を調べるために、ミトコンドリア変異の急
調分離の解析に適したヘテロプラスミック
（2種の異なるミトコンドリア DNAを持つ）
マウス系統を選び、この解析に適するかを検
証する。この系統を用いることで、妊娠初期
の胎児から成体の様々な発生・成長段階の生
殖・体細胞系列における mtDNA 分離様式を
解析することが可能である。これらのヘテロ
プラスミックマウスを用いた解析を行うこ
とで生殖細胞発生の様々なステージにおけ
るミトコンドリア DNA の遺伝子型の推移を
調べることが可能となり、新知見を得ると同
時に世代間におけるmtDNA伝達機構のより
深い理解に繋がる。 

 

（２）本研究ではまず腹部組織の動きを効果
的に抑える技術を開発する。ミトコンドリア
動態の変化や、疾病の進行過程、ストレス条
件への反応を明らかにするために、この技術
を用いることで、ミトコンドリアや自食胞な
ど他の細胞内小器官を生きたマウス個体の
内部器官内で直接観察することができる。 

 

３．研究の方法 

(1)ヘテロプラスミックマウスモデルの検証 

①本研究には B6spr, B6 および B6NZB, B6 マウ
ス系列を用いた。B6spr, B6 系列は通常利用さ
れるマウスであるMus musculusの近縁種で
ある Mus spertus のミトコンドリア DNA と
Mus musculus の系列である C57BL6(B6)の
ミトコンドリア DNA をあわせ持ち、B6 由来
の核ゲノムを持つ系統である。一方、B6NZB, B6

系列は NZB/NSlc(NZB)系列と C57BL6(B6)



系列のミトコンドリア DNA をあわせ持ち、
同じく B6 由来の核ゲノムを持つ系統である。
マウス系統の複数の新生仔の肝臓、心臓、卵
巣、精巣、筋肉等、および各ペディグリーの
若い個体の尾より DNA を抽出し、定量 PCR

法によって各器官内での２つの異なるミト
コンドリア DNA の比率を測定する。統計学
的解析を行い、ある器官中で特定のミトコン
ドリア DNA の選択が起きているかを評価す
る。 

②単一の生殖系列細胞における２つの異な
るミトコンドリア DNA の存在比計測方法の
確立と、様々な発生段階にある単一の生殖系
列細胞における２つの異なるミトコンドリ
ア DNA の存在比の推定。 

生殖系列細胞を胚と成体から取り出す。各単
一の生殖細胞はプロテイナーゼ K で一晩処
理して溶解させる。得られた反応液は 95℃で
プロテイナーゼ K を失活させ、そのままミト
コンドリア DNA のコピー数計測に用いる。 

B6spr, B6系列マウスについては、spr ミトコン
ドリア DNA と B6 系列のミトコンドリア
DNA を増幅させるようにそれぞれのプライ
マーを設計する。 

定量リアルタイム PCR 法を用いて、コント
ロールコピーの増幅曲線を作成し、spr ミト
コンドリア DNA と B6 系列におけるミトコ
ンドリア DNA の生殖系列の単一細胞内にお
けるそれぞれのコピー数を推定する。またこ
れにより各ミトコンドリア DNA の割合も決
定する。 

B6NZB, B6 系列マウスについては、NZB 系列
のミトコンドリア DNA と B6 系列のミトコ
ンドリア DNA の両方を増幅させるようにプ
ライマーを設計する。PCR は単一細胞の溶解
液について行い、生殖細胞系列の単一の細胞
内の各ミトコンドリア DNA の割合は RFLP

解析法によって決定する。 

 

(2) 内臓器官の拍動や脈動による動きを効果
的に抑制する安定器具の開発 

①各内臓器官のサイズを測定する。安定器具
はマウス内臓器諸器官の解剖学的、形態学的
特徴に基づき、すべての内臓器官の動きを効
果的に抑制できるように考案する。器具の安
定効果とマウスに対する安全性については
包括的に評価を行う。 

②異なる生理的条件下やストレス条件下に
ある内臓器官内でのミトコンドリアや自食
胞など細胞内小器官の高解像度生体イメー
ジング 

ミトコンドリアや、自食胞、小胞体などの細
胞内小器官をラベルする蛍光たんぱく質を
発現するトランスジェニックマウスを用い
る。これらの構造の動態変化を異なるストレ
ス条件下にある生きたマウス個体で生体イ
メージングし、解析する。 

 
４．研究成果 
(1)ヘテロプラスミックマウスモデルの検証 

①解析の結果、B6spr, B6 および B6NZB, B6マウ
ス系列のいずれも新生仔の内臓諸器官内の
２つの異なるミトコンドリア DNA の割合の
違いは認められなかった。さらに尾部の生体
検査においては、母親の異なるミトコンドリ
ア DNA の割合は性的に成熟した子マウスの
異なるミトコンドリア DNA の割合の平均に
近かった。これらの結果は、２つのマウス系
列の胚から成体までの生殖細胞系列では特
定の異なるミトコンドリア DNA の選択的複
製は起きていないことを示唆している。従っ
て、この２系列はミトコンドリア DNA の分
離と世代間の伝達の研究に適したモデルと
判断された。 

②単一の生殖系列細胞における２つの異な
るミトコンドリア DNA の存在比計測方法の
確立と、様々な発生段階にある単一の生殖系
列細胞における２つの異なるミトコンドリ
ア DNA の存在比の推定。 

spr-mtDNA用にデザインされたプライマーセ
ットは定量リアルタイム PCR 法によって、
B6 系列のミトコンドリア DNA の存在下で
spr-mtDNAだけを増幅することが確認された。
B6 系列用のプライマーセットについても同
様に B6 だけを増幅することが確認された。
従って、B6spr, B6 系列のマウスの単一の生殖
系列細胞について各異なるミトコンドリア
DNA の存在割合を正確に推定することが可
能となった。RFLP 解析についても、B6

NZB, B6
 

系列のマウスの単一の生殖系列細胞につい
て各異なるミトコンドリア DNA の存在割合
を正しく推定することが可能となった。これ
により様々な発生段階にある単一の生殖系
列細胞における２つの異なるミトコンドリ
ア DNA の存在比の推定した。 
 
(2) 内臓器官の拍動や脈動による動きを効果
的に抑制する安定器具の開発 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．マウス膵臓の生体イメージ 



上、マイクロステージなしで撮影した歪んだ画像 

下、マイクロステージを用いて撮影した正常な細胞と血

管の形態 

スケールバー：20 ㎛ 

 

①器官の動きを抑制するために考案し、製作
した装置“マイクロステージ”は腹部内臓器
官の動きを効果的に抑制している（図２）。こ
の装置によってマウス生体の肝臓と膵臓のミ
トコンドリアを含む細胞内小器官の動態をイ
メージングすることが世界で初めて可能とな
った。この装置が器官に与えるダメージはご
く僅かなため、生体イメージを何度も撮影し
たマウスは正常に行動し、平均的な寿命を保
った。 

② 異なる生理的条件下やストレス条件下
にある内臓器官内でのミトコンドリアや自
食胞など細胞内小器官の高解像度生体イメ
ージング 

４つのトランスジェニックマウスモデル、
Mito-DsRed2, GFP–LC3, mRFP–MBD-nls, お
よび ERAI を用いて生体イメージングを行
った。これらのマウスの蛍光タンパク質はそ
れぞれミトコンドリア、自食胞、ヘテロクロ
マチンの凝集、小胞体をラベルした。マイク
ロステージを用いてマウス内臓諸器官の生
体イメージングを行い、次のような解析を行
った。 

１）定量的な解析によって、ミトコンドリア
の形態、寿命、分布が組織によって異なり、
ストレス条件下で変化の対象となることが
分かった。自食や小胞体ストレス、グローブ
DNA メチレーションについての定量的な解
析を行った。 

２）飢餓や化学物質の投与などを含むストレ
ス条件に反応するミトコンドリア動態や自
食をリアルタイムで観察した。 

３）生きたマウス個体の腹部内臓器官のオプ
ティカルセクショニングと、これをもとにし
た三次元画像構築を行った。 
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