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研究成果の概要（和文）：末梢神経軸索内のミトコンドリア（Mt)における低酸素-低グルコース（OGD）の影響
を観察した。軸索内Mtは、OGD暴露１時間後に輸送数が減少した。停留MtはOGD暴露６時間後に長さが減少し、電
子顕微鏡による観察では、軸索内Mtが球状化していた。タイムラプス顕微鏡の観察より、軸索内Mt長が減少した
原因として、①輸送Mtの停止、②Mtの分裂、③Mt自身の短縮、が観察された。
以上の事より、OGDが軸索内Mtに与える影響として、輸送Mtの抑制と停留Mtの球状化を誘導することが明らかと
なった。また、停留Mtの球状化の原因として、輸送Mtの停止・Mtの分裂・Mt自身の短縮がみられることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：Oxygen-glucose deprivation (OGD), a model used for mimicking ischemia, 
eventually induces neuronal cell death similar to axonal degeneration. Axonal mitochondria are 
disrupted during OGD-induced neural degeneration; however, the mechanism underlying mitochondrial 
dysfunction has not been completely understood. We focused on the dynamics of mitochondria in axons 
exposed to OGD; we observed that the number of motile mitochondria significantly reduced in 1 h 
following OGD exposure. In our observation, the decreased length of stationary mitochondria was 
affected by the following factors: first, the halt of motile mitochondria; second, the fission of 
longer stationary mitochondria; and third, a transformation from tubular to spherical shape in 
OGD-exposed axons. Motile mitochondria reduction preceded stationary mitochondria fragmentation in 
OGD exposure; these conditions induced the decrease of stationary mitochondria in three different 
ways.

研究分野：リハビリテーション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
低酸素-低グルコース（OGD）は疑似虚血として用いられる。今回、OGD暴露により初代神経細胞培養の軸索や細
胞核の変性が起きる前に、軸索内ミトコンドリア動態に影響が観察されたことにより、血流障害における神経細
胞障害の治療ターゲットとして、ミトコンドリアが治療標的となることが期待できた。しかしながら、今回の研
究ではミトコンドリアの動態が変化することを明らかにできたが、分子レベルでの検討はされていない。今後、
治療につなげるためには、OGDにより変動するであろうミトコンドリア関連分子を、明らかにすることが重要で
あると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 末梢循環障害は，種々の臓器に重篤な影響をあたえる．神経系における循環障害は中枢神経系、
末梢神経系にかかわらず重篤な障害を引き起こす．神経細胞は細胞体と軸索，樹状突起からなり，
糖尿病などに起因する末梢循環障害でみられる末梢神経障害は軸索の障害であると考えられる．
近年，軸索内のミトコンドリア（mitochondria, Mt）の動態変化が軸索変性に先立って観察され
ることが報告され，注目されている文献 1-3)． 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，虚血モデルとして用いられる低酸素-低グルコース(Ooxygen-glucose 
deprivation, OGD)暴露をおこない，ラット脊髄神経節初代培養細胞の軸索における Mt の動態
を観察し，どのような変化がみられるのかを明らかにすることである． 
 
 
３．研究の方法 
 胎生 18 日のラット胎仔より脊髄神経節を取り出し，培養に用いた．軸索内のミトコンドリア
を可視化するために，赤色蛍光タンパクである DsRed-2 遺伝子に Mt移行シグナル遺伝子を付加
したものをレンチウイルス内に構築し，実験に用いた．培養 4週間後にレンチウイルスを用いて
遺伝子を導入し，さらに 2週間培養した．合計 6週間培養した神経細胞の軸索内 Mt は，小型イ
ンキュベーターを装着した倒立型蛍光顕微鏡を用いて観察し，タイムラプス像を得た．通常の培
地，無糖培地，低酸素発生装置を用いて対照(Ccontrol, Cont)群，OGD 暴露群に分け，それぞれ
の刺激前（Cont pre，OGD pre）と刺激暴露後１時間毎に各 20分間，暴露後６時間までタイムラ
プスイメージを取得した（Cont 1h-6h，OGD 1h-6h）．得られたデータより，Fijiを用いてkymograph
を作成し，輸送 Mtの数，速度，長さ，停留 Mt の長さを計測し，比較に用いた．タイムラプス観
察後，試料は anti-neurofilament protein を一次抗体とした免疫組織化学染色法により神経軸
索を染色，観察し，100μm当たりの軸索腫脹の計測に用いた．より詳細な Mtの形態を観察する
ため Cont および OGD 6h について，透過型電子顕微鏡（transmission electron microscope, 
TEM）を用いて神経細胞核および、軸索内 Mt を観察した．軸索内 Mtはクリステなどの微細構造
を観察するとともに，Fiji を用いて aspect ratio[long axis/short axis]を算出した．統計解
析ソフトは Rを使用し，一元配置分散分析（one-way ANOVA）および，Bonferoni 法を用いて，
有意差の検定を行った． 
 
 
４．研究成果 
(1) OGD 暴露では軸索腫脹および神経細胞核の変化に差は観察されない（図１） 
 200 以上の神経軸索を計測した結果、軸索腫脹の数は Cont 6h および OGD 6h の両群間で有
意な差はみられなかった．TEM による神経細胞核の観察では、染色体の凝集や核の変形など、
apoptosis や necrosis を疑う所見はみられなかった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1. 軸索腫脹および TEMによる神経

核の観察 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②OGD による軸索内ミトコンドリアの変化 
(2) OGD 暴露により軸索内ミトコンドリアの輸送数は減少し、
停留ミトコンドリアの長さは短くなる（図２，３） 
 まず，OGD 暴露により輸送 Mt の速度および，長さは全ての
群間で有意差はみられなかった．また，輸送 Mtの数および停
留 Mt の長さは，Cont pre と OGD pre において有意差はみら
れなかった．輸送ミトコンドリアは Cont 群間では有意差が
みられなかったが，OGD 暴露の 1時間後に OGD pre と比較し
て有意に数が減少した．停留ミトコンドリアは OGD 暴露６時
間後に優位に短くなった．また、経時的な観察により、停留
ミトコンドリアの長さが有意に減少した原因として、①輸送
ミトコンドリアの輸送停止，②ミトコンドリアの分裂，③停
留ミトコンドリア自身の短縮が観察された． 
 

(3) OGD 暴露により軸索内ミトコンドリアは球状化する（図４） 
Cont と OGD 6ｈにおいて、軸索内 Mtの微細構
造を TEM により，観察した結果，Mtの腫脹や，
クリステの破壊像などは観察されなかった．ま
た，軸索内 Mtの形態を表す指標として，aspect 
ratio を計測した．その結果，Cont の平均は 4.82
±2.42，2.73±2.04 で，OGD 暴露により，有意
な aspect ratio の減少がみられた．Aspect 
ratio は１に近づくほど，球形となることから軸
索内Mtは 6時間のOGD暴露により球形に誘導さ
れることが明らかとなった． 
 
(4) まとめ 
 以上のことから，OGD 暴露により軸索内ミトコ 
ンドリアは球状化が誘導され，その原因として①輸送ミトコンドリアの停止，②停留ミトコンド
リアの分裂，③停留ミトコンドリア自身の短縮によるものだと考えられた．OGD 暴露による軸索内
Mt の球状化は神経細胞の病理学的所見よりも早期に観察されることから，虚血による軸索障害の
治療標的がミトコンドリアになる可能性を示唆できた。 
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図 3. 停留 Mt長の変化(A)および Mtの分裂(B)と短縮(C) 

図2. 輸送MtのKymograph (A)

と輸送 Mt数の変化(B) 
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