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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは、細胞にエネルギーの大半を供給する一方で、活性酸素種を発生させる細
胞内器官である。活性酸素種は多量に発生すると、細胞に有害な影響を及ぼす。本研究では、計算機シミュレーション
と単離ミトコンドリアを用いた実測を行い、ミトコンドリアの密集がエネルギー合成と活性酸素種発生に及ぼす影響を
調べた。その結果、ミトコンドリアは密集すると、形成する電気化学的プロトン勾配が大きくなり、エネルギー合成の
効率を増大させ、活性酸素種の発生を抑制することが分かった。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria are organelles that produce most of ATP and reactive oxygen species 
(ROS) in cells. Once ROS are excessively generated, they have a deleterious influence on intracellular 
components. In this study, we examined the effects of mitochondrial crowding on the generation of ATP and 
ROS by computer simulation and by measuring isolated mitochondria. When mitochondria exist in high 
density, mitochondria effectively generate electrochemical proton gradient across the inner membrane. As 
a result, the crowding of mitochondria leads to the efficient generation of ATP and the suppression of 
ROS.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは様々な化学反応を進め

るために働くATPと組織や細胞にダメージを
与える活性酸素種（ROS）を産生している。
これらの産生は電子伝達系により形成され
るプロトン等のイオン濃度勾配や膜電位差
などのミトコンドリア周囲の環境により大
きな影響を受ける。 
ミトコンドリアは細胞内で移動しており、

これらの動態と細胞機能の関係は、 国内外
で多く研究されている。特に神経細胞では、
ミトコンドリアの移動（輸送）障害を伴う 神
経障害がいくつも発見（例えば、Wang X et 
al., 2011 Cell）されており、ミトコンドリア 
がエネルギー要求性の高い神経突起の先端
に移動する必要性が示唆されている。また、
神経細胞以外の細胞でも、ミトコンドリアの
細胞内分布には偏りがあり、やはりエネルギ
ー要求性の高い箇所に密集していると考え
られている。 
これまでにミトコンドリアの密集度とそ

の活性に着目した研究はほとんど行われて
いない。それはミトコンドリア研究の多くは
懸濁液で行われており、細胞内のような密集
状態を作り出せないこと（ミトコンドリア間
の距離 懸濁液 1mg/ml：約 5μm 細胞内：
約 1～3μm）などの問題があったためと考え
られる。 
２．研究の目的 
本研究では、ミトコンドリアの密集が細胞
の働きにどのような影響をもたらすか調べ
るために、ミトコンドリアの密集がミトコン
ドリアのＡＴＰ合成とＲＯＳの発生に及ぼ
す影響を調べることを目的とする。 
３．研究の方法 
(1)ミトコンドリア膜電位の計測 
密集の膜電位差への影響を調べるために

ミトコンドリアを Glass base Dish に吸着さ
せ、膜電位感受性蛍光色素（TMRE）で染色し、
蛍光顕微鏡を用いて個々のミトコンドリア
の膜電位差に由来する蛍光をガウス関数で
フィッテングし、強度を求めた。 
(2) ＡＴＰ合成速度の計測 
ATP 合成への影響を調べるために様々な密

度でミトコンドリアをポリスチレンディッ
シュに吸着させ、その上清を採取した。上清
に含まれるATP量をルシフェリンルシフェラ
ーゼ法により計測し、ミトコンドリア 1つ当
たりの ATP 合成速度を調べた。 
(3) ＲＯＳ合成速度の計測 
ROS合成への影響を調べるために2)と同様

にミトコンドリアを吸着させたディッシュ
で上清のROS量を市販のキットを用いて計測
し、ミトコンドリア 1つ当たりの ROS 合成速
度を調べた。 
(4) コンピューターシミュレーション 
呼吸速度とＡＴＰ合成速度の差に基づい

て、ミトコンドリアの周囲にプロトン濃度勾
配が形成されるかどうか、シミュレーション
を行い検討した。 

４．研究成果 
(1) ミトコンドリア膜電位の計測結果 
ミトコンドリア間の距離調べ、近距離に他

のミトコンドリアが存在する場合（Short）
と存在しない場合(Long)で、ミトコンドリア
の膜電位を比較した。その結果、近距離にミ
トコンドリアがある場合のほうが、ミトコン
ドリアが大きく分極していた（Fig.1）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) ＡＴＰ合成速度の計測結果 
ミトコンドリアを高密度でディッシュに

吸着させた場合と、低密度で吸着させた場合
とで、上清に含まれるＡＴＰ量を計測すると、
高密度で吸着させた場合のほうが、ＡＴＰ合
成速度は高い値を示した。この効果は、イン
キュベーション中の撹拌や懸濁液における
計測により消失した。一方、膜電位に依存し
たＡＴＰ合成の阻害剤（オリゴマイシン）の
存在下では、低密度で吸着させた場合のほう
が、高い値を示した。 
(3) ＲＯＳ合成速度の計測結果 
ミトコンドリアを高密度でディッシュに

吸着させた場合と、低密度で吸着させた場合
とで、ミトコンドリア 1個当たりのＲＯＳ合
成速度を比較した。その結果、高密度で吸着
させた場合のほうが、ＲＯＳ合成速度は低い
値を示した。また、電子伝達系複合体Ⅲの阻
害剤（Antimycin A）の存在下では、この効
果は見られなくなった。 
(4) シミュレーションの結果 
ミトコンドリアの密集状態では、ミトコン

ドリアがくみ上げたプロトンのうち、ごくわ
ずかがミトコンドリア内部に戻らないだけ
で、周囲と内部との間に有意のプロトン濃度
勾配が形成されることが、コンピューターシ
ミュレーションにより示された。 
 以上の結果をまとめると以下のようにな
る。本結果は、ミトコンドリアは密集するこ
とで分極しやすくなり、ATP 合成速度を上昇
させ、ROS 産生を減少させる。さらに、イン
キュベーション中の撹拌や懸濁液における
計測から、周囲のイオン環境の変化やミトコ
ンドリア間の距離が十分近いことがATP合成
速度の上昇に重要である。これらのことは、
ミトコンドリアが密集すると電子伝達系に
より汲み上げたプロトンやイオンを周囲と
共有することができるため、①プロトン駆動
力の増大による ATP 合成の効率化や、②1 つ



のミトコンドリアが負担するプロトン汲み
上げ量を減少させ、内部のアルカリ化を抑え
たことによるROS産生の減少が起きたと考え
ることで説明できる。 
 

 
   Fig.2 ミトコンドリアの密集効果 
 
ミトコンドリアのATP合成の仕組みは化学

浸透共役と呼ばれ、多くの生物に共通する機
構である。本研究から、ミトコンドリア以外
の化学浸透共役を有する生物、器官において
も密集によるエネルギーの効率的利用が考
えられる。更にはこの仕組みを利用した物質
生産システムを作れば、密集させることで高
い効率で物質生産を行うことが出来るかも
しれない。 
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