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単離ミトコンドリアの細胞内導入法開発による 
細胞加齢・病態モデルの構築 

 
 
 
［１］組織 
  代表者：田中 敦 

（山形大学医学部メディカルサイエンス

推進研究所） 
  対応者：小椋 利彦 

（東北大学加齢医学研究所） 
 分担者：野村 慎一郎 

（東北大学大学院工学研究科） 
 

   研究費：物件費345,120円，旅費4,880円 
 
［２］研究経過 
ミトコンドリアは細胞内エネルギーの生産の場と

して中心的な役割を果たすだけでなく、脂質代謝や

ヘム合成などの多岐にわたる生命活動に必須な生反

応の場である。近年、ミトコンドリアの機能維持メ

カニズムの生理的意義について多くの知見が報告さ

れ、その崩壊がさまざまな疾患・老化などの原因で

あると考えられるようになった。しかしながらミト

コンドリアは細胞内に多数存在することで、部分的

な機能障害をミトコンドリア集合全体（ネットワー

ク）で相補し、細胞内の環境悪化を防ぐメカニズム

を持つ。このことは「どれだけのミトコンドリアが

病的になった場合に、細胞全体が老化・病態を示す

か」といったことを定量的に測定することを困難に

する（機能閾値問題）。 
本研究計画では、細胞や臓器から精製したミトコ

ンドリアを対象とする細胞にダメージを与えること

なく導入することにより、さまざまな状態（病的・

機能障害ミトコンドリア）・由来のミトコンドリアを

任意の量・時期に細胞に導入し、定量的にミトコン

ドリアネットワークとしての機能閾値を検証する新

たな手法を、分担者野村慎一郎研究室（東北大学大

学院工学研究科）と開発することを目的とする。さ

らに、精製ミトコンドリアを細胞に導入し経時的に

追跡するために、共同研究者である小椋研究室（東

北大学加齢医学研究所）とともに、一細胞における

自己・非自己ミトコンドリアの識別法を開発検討す

る。これらの研究計画により、これまで定量的ある

いは一細胞レベルでは観察が困難であったミトコン

ドリアの経時的変化、病的変化を捉えることを可能

とし、細胞・個体における老化・疾患発症とミトコ

ンドリア機能障害の関係性をより詳細に説明できる

ものと考える。 
 今年度の研究経過の概要としては、東北大学加齢

医学研究所小椋利彦教授、東北大学大学院工学研究

科野村慎一郎准教授と、加齢医学研究所にて研究計 
画打ち合わせを行い、その後東北大学大学院工学研

究科野村研究室および山形大学医学部田中研究室を

中心に単離ミトコンドリアの導入手法の条件検討、

非自己ミトコンドリア検出法の開発を進めた。手法

開発を中心とした研究論文を共同執筆の予定である。 
 
［３］成果 
 （３－１）研究成果 
 本研究では定量的にミトコンドリアネットワーク

としての機能閾値を検証することを可能にし、一細

胞における自己・非自己ミトコンドリアの識別法を

開発検討するために、下記の3課題について遂行し

た。 
 
 １．精製ミトコンドリアの細胞導入条件の至適化 
 ２．細胞導入した精製（ドナー）ミトコンドリア

によるレシピエント細胞の環境変化観察 
 ３．導入ミトコンドリアの追跡および自己・非自

己ミトコンドリア識別法の開発検討 
  
 マウス肝臓あるいはヒト培養細胞から精製した

ミトコンドリアを人工脂質膜(GUV) に取り込ま

せた後、レシピエント細胞に電気的に導入し、導

入した精製ミトコンドリアと、レシピエント細胞

側の内在性ミトコンドリアの経時的な関係変化を

観察することで、導入の至適条件を検討した（図

参照）。良好な精製ミトコンドリアのレシピエント

細胞への導入が認められた。この際、これまでに

は接着性の細胞を剥離してから手技を行うため、

細胞観察には終夜培養を行い細胞接着時間を待つ

必要があったが、今年度は接着細胞がそのまま培

養状態にあるところにミトコンドリアを含む 
 



 

 
  

 

GUVを融合・導入させることに成功した。これに

より、融合・導入作業後の細胞へのダメージ、観

察開始までのタイムラグ（接着までの時間）を軽

減することが可能となった。（野村グループとの共

同検討） 
 
また、異種間（ヒト・マウスなど）ミトコンドリア

の検出法開発については、主に小椋グループにより、

ヒトミトコンドリアDNA とマウスミトコンドリア

DNA の違いを、それぞれの特異的制限酵素配列を

含む部位をPCR法により増幅し、制限酵素を用い、

一方の増幅断片のみを消化することを確認すること

で検出可能とした。今後、定量的な検出が可能であ

るか検討を続ける予定である。 
 
（３－２）波及効果と発展性など 
ミトコンドリア機能障害に端を発するような疾患の

発症メカニズムを検討する際、より初期段階でミト

コンドリア機能障害を捉えることは、診断法、予防

法の開発にも貢献すると期待される。 
 
［４］成果資料 
   H2９度内に論文投稿を予定している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 


