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我々はこれまで，再生医療の新たなソースとして

胎盤由来幹細胞のひとつであるヒト羊膜上皮細胞

（amniotic epithelial cells: AEC）について研究してき

た 4, 5）。その中でAECが活発に細胞膜ナノチューブ

を伸ばし，近隣の細胞とコミュニケーションを取る

現象をしばしば観察した。さらに前臨床研究として

尿素サイクル異常症の疾患マウスを用いた検討で

は，原疾患により失われていた肝ミトコンドリア特

異的な酵素活性が，AECの肝移植によって部分的に

回復することを観察した。以上のことから，AECも

自らが持つ健常なミトコンドリアを周囲のミトコン

ドリア機能が失われた細胞に輸送する能力を持つの

ではないかと考えた。

上記を検証するには，ミトコンドリアの時空間動

態解析技術が必要である。そのためのツールとし

て，本研究では不死化AEC株（iAEC）にミトコン

ドリアを標識する蛍光蛋白を遺伝子導入し，AECの

1．はじめに

ミトコンドリア病は未だ根本的治療が存在しない

難治性疾患である 1）。新規治療法の開発として，機

能不全に陥ったミトコンドリアを回復させる薬剤の

他，健常細胞から抽出したミトコンドリアを病的細

胞に直接あるいはナノカプセルを介して注入する

等，様々な手法を用いた取り組みがなされている。

細胞内小器官であるミトコンドリアを抽出し，その

機能を保持したまま病的細胞に到達させることは容

易ではないが，以前より細胞には細胞膜ナノチュー

ブという細長い管を介してミトコンドリアを細胞間

で直接受け渡す現象が観察されている 2, 3）。もしも

この現象を制御でき，健常細胞（ドナー）が病的細

胞（レシピエント）にミトコンドリアを輸送するこ

とでレシピエントのミトコンドリア機能を補うこと

が出来るとすれば，画期的な治療法の開発に繋がる

可能性がある。
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要旨

多様な細胞間コミュニケーションのひとつとして，近年では細胞膜ナノチューブを介したミトコ

ンドリア輸送という現象が知られているが，これを観察するにはミトコンドリアの可視化が必須で

ある。本研究では胎盤由来幹細胞のひとつである羊膜上皮細胞を用いて，ミトコンドリアに赤色蛍

光蛋白を発現する不死化細胞株を樹立した。この細胞を使って，共焦点顕微鏡による細胞間ミトコ

ンドリア輸送のライブイメージング解析法，およびフローサイトメトリーによるミトコンドリア輸

送の定量解析法を確立した。さらにはミトコンドリア機能障害，もしくは機能改善を及ぼす細胞培

養条件の検討も行った。本研究で得られた成果をもとに，細胞間ミトコンドリア輸送に関わる分子

機序の解明を目指す。

羊膜上皮細胞における細胞間ミトコンドリア

輸送イメージングと新たな培養条件の開発
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羊膜上皮細胞における細胞間ミトコンドリア輸送イメージングと新たな培養条件の開発

ミトコンドリア輸送を捉えるライブイメージング解

析と，フローサイトメトリーによる定量解析を確立

することを目的とした。さらにこれらの細胞を用い

てミトコンドリア機能に影響を与える培養条件の検

討を行った。ミトコンドリアに酸化ストレスによる

障害を来たす過酸化水素 6），およびミトコンドリア

機能を高める添加剤としては近年の実臨床で注目さ

れている5-アミノレブリン酸 7）を用いて，これらが

in vitroでAECのミトコンドリアに与える影響を検

討した。

2．対象及び方法

不死化AEC株（iAEC）にレンチウイルスで興味

遺伝子を導入し，ミトコンドリアを 5種類の赤色蛍

光蛋白でそれぞれ標識した細胞株（mito-RFP /

iAEC）を樹立し，共培養実験における「ドナー細胞」

とした。さらに細胞質を緑色蛍光蛋白で標識したヒ

ト胎児腎細胞株（cyto-GFP/HEK293）を作成し「レ

シピエント細胞」として共培養に使用した。細胞間

ミトコンドリア輸送はプリズム分光型共焦点レー

ザー顕微鏡システム（Leica TCS SP8）を用いて観察

した。ドナー細胞のミトコンドリアがレシピエント

細胞に輸送されると蛍光色素がひとつの細胞で共陽

性になることを利用し，フローサイトメーター（BD 

FACS Aria）を用いてミトコンドリア輸送が起きた

細胞集団の割合を定量解析した。さらにHEK293は

過酸化水素を添加した培養液，iAECは5-アミノレ

ブリン酸を添加した培養液を用いて，培養条件検討

を行った。細胞の増殖能やミトコンドリアの膜電

位，核DNAに対する相対的ミトコンドリアDNA量

等の解析を用いて評価した。

3．結　果

はじめに，様々な赤色蛍光蛋白をミトコンドリア

に発現させた iAECについて比較検討実験を行い，

ミトコンドリアを可視化するのに最も適した蛍光蛋

白を選出した。次にmito-RFP /iAECとcyto-GFP/

HEK293を共培養し，共焦点顕微鏡を用いて細胞間

に形成されたナノチューブとその内部に存在するミ

トコンドリア（図1矢印）を観察するライブイメー

ジング系を確立した。上記結果は，英文学術雑誌に

投稿中である。

フローサイトメトリーでは，レシピエント細胞

（mito-RFP /iAEC）単独は図2A，ドナー細胞（cyto-
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図 1 ナノチューブの内部に存在するミトコンドリア 

 

 

 
図 2 フローサイトメーターによる解析 
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図 1　ナノチューブの内部に存在するミトコンドリア

図 2　フローサイトメーターによる解析
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5．結　語

細胞間ミトコンドリア輸送の時空間動態解析，お

よび定量解析系の確立を，AECによるトランスレー

ショナルリサーチ，さらにはミトコンドリア病の新

規治療開発に繋げたい。ミトコンドリア障害はミト

コンドリア病のみならず，多様な疾患への関与が知

られており，本研究の成果は医学部内連携のさらな

る拡充と活性化にも貢献するものと期待される。
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GFP/HEK293）単独は図2Bのように検出されるが，

共培養した細胞を解析すると図2C矢印部分のよう

に，蛍光蛋白が共陽性となる細胞集団を観察するこ

とが出来た。観察に適した条件検討を繰り返し，評

価系を確立した。

過酸化水素および5 -アミノレブリン酸を用いた培

養条件検討の結果は，学術論文に投稿予定である。

4．考　察

本研究では胎盤由来幹細胞のひとつであるAEC

を用いて，細胞間ミトコンドリア輸送の評価系を確

立することが出来た。プリズム分光型共焦点レー

ザー顕微鏡システムでは，高画質なイメージを3D

構築することが可能であり，注目したミトコンドリ

アの位置を詳細に解析することが可能である。さら

に生細胞のまま観察すること出来るため，タイムラ

プス機能を用い，細胞が細胞間ナノチューブを形成

する様子，さらにその内部に存在するミトコンドリ

アをライブで評価することが可能となった。フロー

サイトメトリーでは，用いる抗体によって偽陰性が

生じやすく，頻用されるMitoTracker ®プローブは

生細胞のミトコンドリアを電位に依存して標識する

ことには極めて有用だが，共培養実験に使用すると

プローブの伝播が起こるため，偽陽性が生じてしま

う。本研究ではドナー細胞とレシピエント細胞のミ

トコンドリアを確実に識別することが必要であった

ため，遺伝子導入の手法を用いた。初代AECを用

いることが出来ない点が研究の限界であるが，ミト

コンドリアへの導入効率や発色の良い標識蛋白を選

出出来たことは，今後多くの関連研究に役立つもの

と考える。

本研究に続く展望として，ミトコンドリア機能の

高いドナー細胞とミトコンドリア障害を与えたレシ

ピエント細胞を共培養することで，AECにおける細

胞間ミトコンドリア輸送の詳細なメカニズムを追求

したい。細胞間ナノチューブを介したミトコンドリ

ア輸送が，細胞間の距離によって規定されるコミュ

ニケーションではなく，ミトコンドリアの状態を反

映した救済の目的で行われるコミュニケーションで

あるとすれば，これに関与する分子機序を解明する

ことはミトコンドリア病の治療開発にも新たな可能

性をもたらすと考えられる。


