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ンドリアを能動的に輸送する細胞間相互作用であ

る。細胞間でのミトコンドリア輸送の可能性は

2005年にKoyanagiらによって血管内皮細胞と心筋

細胞との間で最初に報告された 2）。より決定的な報

告として翌年Speesらによって，ミトコンドリア

DNAを欠損した（ρ0）A549ヒト肺胞基底上皮腺癌

細胞株に骨髄間葉系間質細胞が健康なミトコンドリ

アを輸送することが報告された3）。またこれにより，

ミトコンドリア機能の欠損により失われたはずの，

好気呼吸による酸化的リン酸化を経たATP合成が

回復することも報告された。これ以降ミトコンドリ

アトランスファーに関する研究は，ミトコンドリア

の機能不全を回復させる試みを含め，盛んに行われ

ている。最近では，2021年にBrestoffらによってマ

ウス生体内で脂肪細胞からマクロファージへとミト

コンドリアが輸送されることが示され，ミトコンド

1.はじめに
ミトコンドリアは細胞内のATP産生をはじめと

して，アポトーシスやカルシウムイオンの貯蔵など

細胞の生存を左右する様々な細胞の機能に密接に関

与しており，ミトコンドリアの機能不全は様々な疾

患の原因になることが知られている。しかしなが

ら，一度低下したミトコンドリアの機能を回復させ

る現実的な方法は現在のところ確立されておらず，

ミトコンドリアの機能不全を根本的に治療すること

は不可能である。ミトコンドリアの機能を回復させ

る方法として，ミトコンドリアトランスファーと呼

ばれる細胞間におけるミトコンドリアの輸送プロセ

スの応用が有望視されている 1）。ミトコンドリアト

ランスファーはミトコンドリアゲノムの損傷などに

よりミトコンドリアの機能が低下した細胞に対し

て，健康なミトコンドリアを保持する細胞がミトコ
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リアトランスファーの治療への応用の期待が益々高

まっている 4）。

ミトコンドリアトランスファーの研究は間葉系間

質細胞を中心に行われているがそれ以外にも様々な

細胞がミトコンドリア輸送能を持っていることが示

されている。中でもヒト羊膜上皮細胞はミトコンド

リアトランスファーのドナー細胞として高い潜在性

を有していると考えられる。羊膜上皮細胞は胎盤か

ら簡便かつ大量に採取することが可能な胎盤由来の

幹細胞である。羊膜上皮細胞は比較的未分化な細胞

であり，倫理的な問題は少なく，非侵襲的な方法で

得ることができる。また，胎児由来であることから，

ゲノムDNAへのダメージの蓄積はほとんどない。

さらには腫瘍形成能がないことに加えて免疫回避能

力も有している。これらの性質から，今後細胞再生

治療への応用が期待され，ミトコンドリアトランス

ファーのドナーとしても高い有用性があると考えら

れる 5,6）。

細胞間でミトコンドリアが輸送されるプロセスと

して，細胞間の直接的な接触による輸送，細胞融合，

細胞外小胞輸送等の仮説が考案されている 7,8）。中

でも，membrane nanotubesあるいは tunneling nano-

tubes （TNTs）と呼称される細胞間を繋ぐ管状の構

造を介した輸送方法は，ドナー細胞からレシピエン

ト細胞への直接的な輸送方法として注目されている 9）。

TNTsを介したミトコンドリア輸送では他のメカニ

ズムに比べて，より輸送先の細胞の指定が容易であ

り，狙った細胞に特異的にミトコンドリアを輸送す

る方法として最適であると考えられる。しかしなが

ら，TNTsを介したミトコンドリアトランスファー

において，ドナー細胞がどのように標的のレシピエ

ント細胞を認識しているのか等の治療への応用に必

要な詳しいメカニズムは全く解明されておらず，今

後の研究が必要となっている。

ミトコンドリアトランスファーの研究において必

須とされるのが，ミトコンドリアの標識方法であ

る。最も一般的に使われるミトコンドリアの標識方

法はテトラメチルローダミンメチルエステル

（TMRM）やMitoTrackerといった蛍光小分子化合

物を用いた方法である。しかしながら，これら蛍光

小分子化合物では長期間の標識は不可能であり，通

常数日間の培養期間を要するミトコンドリアトラン

スファーの研究には不向きである。また，これら蛍

光小分子化合物は全くの無毒ということはなく，ミ

トコンドリアの機能にわずかながら影響を与えうる

ことが知られており，ドナー細胞のミトコンドリア

の機能を阻害してしまう恐れがある 10,11）。これらの

ことから，ミトコンドリアトランスファーの研究に

おいては，蛍光小分子化合物以外の方法でミトコン

ドリアを標識する必要がある。その方法として使用

されているのが，ミトコンドリアターゲティングシ

グナルを付加した蛍光タンパク質による標識方法で

ある 12）。特にEGFPは古くから様々な医学生物学研

究に用いられており，その有用性は広く知られてお

り，ミトコンドリアの標識にも頻繁に用いられてい

る。EGFPの他にミトコンドリアトランスファーを

研究する際にはドナー細胞とレシピエント細胞の両

方の細胞を異なった色で標識することが求められ

る。緑色の次に最もよく使われるのは光学系でも広

く普及している赤色であり，特にDsRedはミトコ

ンドリアトランスファーの研究を含めしばしばミト

コンドリアの標識に用いられる。しかしながら，

DsRedは多量体を形成するタンパク質であり，凝集

体を形成することが知られ，ミトコンドリアターゲ

ティングシグナルを付与した場合にも正常にミトコ

ンドリアに局在しない可能性がある 13）。以上のこと

から，本研究ではミトコンドリアトランスファーの

研究に最適なミトコンドリアを標識するための赤色

蛍光タンパク質の比較検討を行った。でも

2．対象及び方法

細胞培養

不死化ヒト羊膜上皮細胞はDMEM（Gibco）に

10％ FBS（ニチレイ），200 uM L-Glutamine，1×非

必須アミノ酸，1×Antibiotic-Antimycotic，55 uM　

2-mercaptoetanol（いずれもGibco），10 ng/ml EGF

（peprotech）を加えた培地で培養した。HEK293T細

胞はコラーゲンコートした培養皿状でDMEM（和

光純薬）に10％ FBS，2 mM L-Glutamine，ペニシリ

ンストレプトマイシンを加えた培地中で培養した。

いずれの細胞も37℃，5％　CO2で培養した。

レンチウイルスの作製及び感染

レンチウイルスはHEK293T細胞に目的遺伝子を

保持したレンチウイルスベクターとpsPAX2及び

ｐMD.2G（Addgene12260及び12259）をそれぞれ2：

2：1の割合でポリエチレンイミン（Polysciences）
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FACS Aria （BD）で，フィルターの設定はそれぞれ

530/30 nm （EGFP）もしくは582/15 nm （for DsRed, 

mCherry, TurboRFP and mKOκ）で行った。細胞

は1週間ごとに継代し，レンチウイルスによる遺伝

子の導入後6, 14, 21, 28 及び42日後に測定した。

3．結果

ミトコンドリア局在タンパク質の設計

蛍光タンパク質はこれまでに様々な生物から様々

な性質を持ったものがクローニングされ，度重なる

改良により医学生物学研究に応用されている。その

中から我々は1.赤色蛍光タンパク質の中でも比較的

使用されている頻度の高いDsRedと2.そのモノマー

型改良体であるmCherry，3.タンパク質の成熟が早

い性質を保持したTurboRFP，4.比較的最近クロー

ニングされたmKOκの4種類の赤色蛍光タンパク

質にEGFPを加えた5種類について，それぞれミト

コンドリアターゲティングシグナルを付与すること

でミトコンドリアに局在させ，その性質を比較し

た。ミトコンドリアへの過度な外来タンパク質の集

積を防ぐために，発現プロモーターは中程度の強さ

を持つhPGKプロモーターを採用した。また，ミト

コンドリアへの局在を確実なものにする為に，ヒト

COX8A遺伝子のミトコンドリア標的シグナルを直

列に重複させた。これらをそれぞれレンチウイルス

ベクターにクローニングし，本研究に用いた（図1）。

本研究で使用した赤色蛍光タンパク質の特性を表1

に示す。

今回作製したそれぞれのミトコンドリア局在蛍光

タンパク質はMitoTrackerと共局在し，検出できる

レベルでの細胞質への漏れ込みは無かった。Tur-

boRFPおよび mKOκに関しては正常なミトコンド

リアの形態を保持しており，凝集体等の異常な構造

を用いてトランスフェクションした。トランスフェ

クション後16時間で培地を交換し，交換後48時間

で培地を回収してウイルス液とした。回収したウイ

ルス液はqPCR Lentivirus Titer Kit（Applied Biologi-

cal Materials）で力価を計測し，hAECsにはMOI15-

30となるように感染させた。

画像取得

ミトコンドリア及びライソソームの染色は100 

nM のMitoTracker Green，Orange，CMTMRosもし

くはLysoTracker Deep Red （Life Technologies）を

37℃ 30分のインキュベートにより行った。その後，

培地で2回洗浄し37℃で撮影した。

ミトコンドリアトランスファー実験ではEGFPを

導入した細胞をコラーゲン及びポリLリジンでコー

トしたガラスボトムディッシュに播種し，300uMの

過酸化水素を含む培地で60分処理した後，ミトコ

ンドリア局在シグナルを付与したTurboRFPを導入

した不死化AE細胞と20時間共培養した。その後

MitoTracker Deep Redで上記同様に染色し，画像

を取得した。

全ての画像は共焦点レーザー顕微鏡（TCS SP8, 

ライカ）で取得した。

細胞増殖試験

不死化AE細胞を50,000 cells/wellの密度で24well

プレートに播種後レンチウイルスにより各種遺伝子

を導入した。その後96 wellプレートに50,00 cells/

wellの密度で播種し，Cell Counting Kit-8（同仁化学）

を用い，488 nmの吸光度を Infinite 200 PROプレー

トリーダー（Tecan）を測定することで細胞増殖を

測定した。

フローサイトメトリー

細胞は488nm（EGFP）と561nm（DsRed, mCher-

ry, TurboRFP and mKOκ）のレーザーを備えた

図1　本研究で用いたミトコンドリア局在蛍光タンパク質をコードしたレンチウイルスベクターのマップを示す。蛍光
タンパク質はヒトPGKプロモーターにより発現する。それぞれの蛍光タンパク質は制限酵素BamHIとKpnIで交
換可能である。

図1

hPGK

2xミトコンドリア局在シグナル

蛍光タンパク質

BamHI KpnI

5’LTR 3’LTR
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の導入によって起こったものではないことが示唆さ

れた。先行研究により，DsRed系列の蛍光タンパク

質はしばしばライソソームに局在することが報告さ

れている 14）。ミトコンドリアに局在シグナルを付加

したmCherryを発現させた不死化AE細胞をライソ

ソーム染色試薬LysoTrackerで染色したところ，典

型的なミトコンドリアの形状をしたmCherryは染

色されなかった一方で，凝集体は共染色された（図

4）。この結果から，ミトコンドリア局在シグナルを

DsRed及びmCherryに付加してもライソソームに

局在し得ることが示された。

次に我々は5種類の蛍光タンパク質をミトコンド

は観察されなかった（図2）。一方でDsRed及び

mCherryに関してはそれぞれ37 ± 4.5 %， 54 ± 5.5%

の細胞においてMitoTrackerと共染色されない，通

常の細胞では観察されることのない球状の凝集体が

主に核の周囲に観察された（図3）。凝集体が観察さ

れた細胞の多くは正常なミトコンドリアも保持して

いたが，中には凝集体が支配的な細胞も存在してい

た。これらの凝集体は正常なミトコンドリアに比べ

て明るく，蛍光タンパク質が凝集していることが示

唆された。またこれらの凝集体は細胞に感染させる

レンチウイルス量を極限まで減らしても出現し，ウ

イルス量に依存しないことから，過度な外来遺伝子

図 2   ミトコンドリアに蛍光タンパク質を局在させた不死化AE細胞の蛍光画像。
   青 :ヘキスト33342。DsRed、mCherry、turboRFP、mKO及びコントロールは、緑 : MitoTracker Green、赤 :それぞ

れの蛍光タンパク質。EGFPは、緑 : EGFP、赤 : MitoTracker Orangeをそれぞれ示す。白い矢印はMitoTrackerと
共染色されない凝集体を示す。

図2

mCherry コントロール

GFPDsRed TurboRFP

mKOκ

タンパク質名 多量体形成 起源となった生物種
最大励起
波長（nm)

最大蛍光
波長（nm)

モル吸光
係数

量子収率 pKa
成熟時間
(分）

EGFP 弱い2量体 Aequorea victoria 488 507 55900 0.6 6 25

DsRed 4量体 Discosoma sp 558 583 72,500 0.68 4.6 1600

mCherry 単量体 Discosoma sp 587 610 72,000 0.22 4.5 15

TurboRFP 2量体 Entacmaea quadricolor 553 574 92,000 0.67 4.4 90

mKOκ 単量体 Verrillofungia concinna 551 563 105,000 0.61 4.2 未報告

表
蛍光タンパク質の特性

表1．ミトコンドリア局在赤色蛍光タンパク質の特性の比較
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図 3　 （A）ミトコンドリア局在蛍光タンパク質とMitoTrackerの共局在係数を示す。それぞれ80細胞の平均±標準偏差
を示す。*: p < 10-6 n.s.: not significant (p > 0.05); Tukey's HSD test。（B）凝集体を保持していた細胞の割合を示す。
3回の試行の平均±標準偏差を示す。それぞれの試行は7視野から最低でも８０細胞の解析データを含む。**: p < 
0.01, *: p < 0.05 n.s.: not significant (p > 0.05); Tukey's HSD test

図3

図 4   ミトコンドリア局在蛍光タンパク質を発現させた不死化AE細胞をLysoTrackerで染色した蛍光画像を示す。青：
LysoTracker blue、mCherry及びコントロール細胞では赤：mCherry、緑：MitoTracker Green、EGFPでは、緑：
EGFP、赤：MitoTracker Orangeを示す。

図4
緑

mCherry

コントロール

赤 LysoTracker

GFP

重ね合わせ
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ンパク質は十分な明るさのみならず，度重なる励起

光の照射による蛍光退色耐性を保持している必要が

ある。そこで本研究で用いた4種類の赤色蛍光タン

パク質について，共通の撮影条件下での蛍光強度と

励起光による蛍光退色に対する安定性を比較した。

一般的な赤色蛍光の撮影条件下ではTurboRFPが最

も高い蛍光強度を示した。また蛍光退色に対する光

安定性に関してはいずれも同程度であった（図6）。

GFPのようにpH感受性の高い蛍光タンパク質はし

ばしば，パラホルムアルデヒド等による細胞固定に

より著しく蛍光強度が低下することが知られてい

る。そこで我々は細胞固定によるそれぞれの蛍光強

リアに局在させたことによる細胞への影響について

調べた。細胞の増殖を比較したところ，意外なこと

にいずれの蛍光タンパク質をミトコンドリアに局在さ

せても細胞の増殖率に大きな変化はなかった（図5A）。

また，いずれの蛍光タンパク質も1か月以上培養し

ても僅かな蛍光強度の変化は見られたものの，ミト

コンドリア局在蛍光タンパク質を保持している細胞

の割合に変化はなかった（図5B）。特筆すべきこと

に，EGFPはミトコンドリアに局在させても1か月

以上蛍光強度に変化は見られなかった。

ミトコンドリアトランスファーの研究においては

長期間の観察が必要となることから，用いる蛍光タ

図 6  （ A）不死化AE細胞に発現させたミトコンドリア局在蛍光タンパク質の明るさを示す。3回の試行の平均±標準偏
差を示す。それぞれの試行は7視野から最低でも80細胞のデータを含む。n.s.: not significant （p > 0.05）; Tukey’ s 
HSD test。（B）蛍光退色の時間変化を示す。EGFPは488nmレーザーで励起したデータ，他は555nmのレーザー
で励起したデータ。

図6
図 5   （A）ミトコンドリア局在蛍光タンパク質を発現させた不死化AE細胞の増殖曲線を示す。それぞれ3回の試行の平

均±標準偏差を示す。（B）蛍光タンパク質陽性細胞の割合の時間変化を示す

図5

A B

図5

A B

図5

A B
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認した。3D再構成画像による確認により，これら

のミトコンドリアは単に293T細胞に重なっている

のではなく，確かに細胞質内に存在することが確認

された。

4.考察
本研究で我々はミトコンドリア移行シグナルを付

与したDsRed及びその単量体化誘導体である

mCherryを細胞に発現させると，ライソソームに

局在する明るい凝集体を形成することを示した。こ

れらの凝集体が細胞の機能に深刻な影響を与える証

拠は見出せなかった。しかしながら，本来ミトコン

ドリアに局在することを意図した蛍光タンパク質が

ライソソームへ誤って局在することは，ミトコンド

リアトランスファーの研究においては人為的な偽陽

性を生じる得る致命的な問題となる。ライソソーム

は細胞内の不要物を分解する機能を持っており，そ

の内容物はしばしば細胞外へと放出される。放出さ

れた内容物を他の細胞が貪食した場合，それがミト

コンドリアトランスファーによって能動的に輸送さ

れたものとの区別は困難である。これまでに，数多

くのミトコンドリアトランスファーの研究において

DsRed及びmCherryがミトコンドリアの標識に使

われているが 16,17），それらの研究結果には注意を払

う必要がある。

本研究ではミトコンドリア局在シグナルを付与し

たDsRed及びmCherryが何故ライソソームに局在

するか明らかにできていない。本研究で用いたミト

コンドリア局在シグナルやリンカー配列が影響を及

ぼした可能性が考えられるが，他の蛍光タンパク質

度蛍光強度の変化を調べた。その結果EGFPは著し

い蛍光強度の低下が観察されたが，赤色蛍光タンパ

ク質は総じて変化はなかった。以上の結果から我々

はTurboRFPがミトコンドリアトランスファーの研

究において最適な赤色蛍光タンパク質と判断した。

TurboRFPを用いたミトコンドリアトランスファーの検出

実際にTurboRFPを用いてミトコンドリアトラン

スファーが検出できるかを検証した。先に述べたよ

うに，AE細胞はミトコンドリアトランスファーの

ドナーとして高い適正を持っている。そこで我々は

不死化したAE細胞にミトコンドリア局在シグナル

を付与したTurboRFPをレンチウイルスにより導入

し，ドナー細胞とした。レシピエント細胞は低濃度

の過酸化水素で処理したHEK293T細胞を用いた。

ミトコンドリアゲノムは核ゲノムに比べてDNAダ

メージに感受性が高く，適切な濃度の過酸化水素で

処理することで，ミトコンドリアゲノムにのみ損傷

を与えることでミトコンドリアトランスファーのレ

シピエント細胞のモデルを簡易的に作製することが

できる 15）。細胞の識別のためにEGFPで標識したレ

シピエントHEK239T細胞を100 uMの過酸化水素に

60分間曝露した後ミトコンドリアにTurboRFPを発

現させた不死化AE細胞と20時間共培養した。その

後，膜電位依存的にミトコンドリアを染色でき，か

つTurboRFPとEGFP励起・蛍光波長が重複しない

MitoTracker　Deep Redで染色し，プリズム分光を

備えた共焦点レーザー顕微鏡で観察した。その結

果，TurboRFPで標識されかつ，MitoTracker　Deep 

Redでも染色されたミトコンドリアを保持するレシ

ピエントのHEK293T細胞が多数存在することを確

図 7  ミトコンドリア局在TurboRFPを発現した不死化AE細胞から過酸化水素で処理した293T細胞にミトコンドリア
が輸送された様子。白い矢印は転移したミトコンドリアを示す。

図7

細胞質
（GFP） 重ね合わせ

ドナーミトコンドリア
（TurboRFP）

染色ミトコンドリア
（MitoTracker Deep Red）
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5．結語

本研究で我々は4種類の赤色蛍光タンパク質につ

いてミトコンドリアに局在させた際の性質について

比較検証した。その中でDsRed及びmCherryは少

なくない確率で細胞のライソソームにも局在するこ

とを示した。さらに我々はTurboRFPでミトコンド

リアを標識したヒト羊膜上皮細胞がミトコンドリア

を損傷した細胞へミトコンドリアを輸送する能力が

あることを示した。
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