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研究成果の概要（和文）：多くのエネルギーを必要とするニューロンの軸索においてATPの供給源の解明は、ニ
ューロン活動の制御メカニズムの解明のみならず、加齢や疾患に伴う脳機能の低下メカニズムの解明においても
非常に重要である。本研究において我々はミトコンドリアが持つDNAに着目し、ニューロンのメタボリズム制御
メカニズムの解明をおこなった。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of the source of ATP in the axon of neurons, which requires a 
large amount of energy, is very important for understanding the regulatory mechanisms of neuronal 
activity, and the mechanisms of decline in brain function associated with aging and disease. In this
 study, we focused on the mitochondrial DNA to reveal the regulatory mechanisms of neuronal 
metabolism.

研究分野：細胞生物学

キーワード： ミトコンドリア　ニューロン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアDNAは近年、様々な炎症やパーキンソン病の病因に関連することが明らかになりつつあり、その
制御についての解明は非常に重要である。従って本研究によって明らかになった哺乳類大脳皮質ニューロンにお
ける特異的なミトコンドリアDNAの制御は、ニューロンのメタボリズム制御メカニズムの解明だけでなく広くミ
トコンドリア研究、疾患原因解明のための研究にインパクトを与えるものである。

※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 
 
脳の重量は全体重の 2.5%に過ぎないが、全身で使われるエネルギーのうち 20％は脳で消費さ

れると考えられている。実際に、虚血や低血糖症などによるエネルギー供給の低下によって

まず脳の機能が急激に低下する。従って、脳が正常に機能するためにはエネルギー供給が厳

密にコントロールされてなくてはならず、またそのメカニズムを知ることは虚血などから脳

の機能を守る上での基礎的な知識となる。ニューロンは非常に区画化された細胞であり、樹

状突起・細胞体と軸索は機能や局在するタンパク質の種類などに大きな違いがある。そのた

め、区画ごとの代謝は大きく異なると予想され実際に、ニューロンで消費される ATP の大部

分は軸索で消費される事が明らかになっている。人間の脳では一秒間に 47億分子の ATP が消

費されていると見積もられており、脳のエネルギーの主な供給源であるグルコースを効率良

く ATP に変換する必要があると考えられている。 

ミトコンドリアにおける酸化的リン酸化は ATP を非常に効率良く産み出すが、副産物

として細胞毒性を持つ活性酸素（ROS）や熱も産生する。ニューロンのほとんどは一生に渡っ

て維持される細胞であり、センチメートルからメートル単位で伸びる軸索も一生に渡って維

持される。このような特殊な細胞においては細胞へのダメージの蓄積を極力避ける必要があ

り、ROS や熱産生の回避は特に重要であると考えられる。実際、多くの神経変性疾患への ROS

の関与が疑われているし、多くの神経細胞の反応は熱に敏感である。細胞においてほとんど

の ROS は酸化的リン酸化により作られるため、ニューロンにおける酸化的リン酸化の制御は

ROS 産生抑制の鍵となる。しかしながら、これまでのニューロンのミトコンドリアにおける

代謝研究は、ほとんどがニューロン内の区画化を無視したものであり、各区画ごとに特異的

な代謝制御についての研究は非常に少なかった。この問題を解決するために新たな技術によ

る、区画ごとの代謝研究を進める必要があった。 
 
 
２．研究の目的 
 
ミトコンドリア DNA（mtDNA）はミトコンドリアの酸化的リン酸化による ATP 産生に必須なタ

ンパク質などをコードする。mtDNA にコードされたタンパク質は、タンパク質輸送やコドン

利用などの理由からミトコンドリア内で翻訳されなければならない。つまり、ミトコンドリ

アが酸化的リン酸化を行う為

にはミトコンドリアはmtDNAを

持つ必要がある。その為に

mtDNA は正確に複製されミトコ

ンドリア分裂の際に正確に分

配されなければならない。一方

で、軸索のミトコンドリアは非

常に小さいことが知られ、

mtDNA の分配が困難であること

が予想される。そこで、本研究

ではmtDNAの軸索における局在

を発生の時期を追って調べ、軸

索におけるmtDNAの量が制限さ

れているメカニズム、およびそ

の生理的意義を明らかにする

ことを目的とした（図 1）。 
 
 
３．研究の方法 

図 1 本研究の目的 
ニューロンは樹状突起・細胞体と軸索に大きく区画化されて
いる。本研究では、ニューロンの区画ごとにミトコンドリア
DNA の局在を調べ、その制御メカニズムや意義を明らかにす
ることを目的とした。 



 
まず、大脳皮質興奮性ニューロンの軸索における mtDNA の有無を調べる。これまでに抗 DNA

抗体を用いたミトコンドリア内のDNAの検出と、mtDNAのマーカーとして用いられているTFAM

（mtDNA の転写因子）あるいは

Twinkle（TWNK; mtDNA のヘリケー

ス）に蛍光タンパク質を融合した

タンパク質の局在を用いて mtDNA

の局在を調べることを試みた。ま

た、mtDNA マーカーの蛍光タンパク

質融合タンパク質を用いる系にお

いては、一部のニューロンにのみ

このマーカータンパク質を発現す

ることで、単一ニューロンごとの

mtDNA の局在を調べることが出来

たが、これらのマーカータンパク

質が本当に mtDNA の存在を反映し

ているかどうかはわからない。そ

こで、mtDNA を検出するために PCR

を用いることにした。そのために、

ニューロンのそれぞれの区画から

ミトコンドリアを単離する必要が

ある。そこで、我々は走査型イオン

コンダクタンス顕微鏡 (Scanning Ion Conductance Microscopy) と蛍光顕微鏡の相関顕微

鏡の開発を行なった（図 2）。その結果、このシステムを用い、軸索の単一ミトコンドリアを

取得することに成功し、それぞれのミトコンドリア内の mtDNA の量を定量することに成功し

た。 
 
４．研究成果 
 

近年 1 細胞を対象にした遺伝子発現などの解析が非常に盛んに行われるようになり、

Fluorescent Activated Cell Sorting (FACS), マイクロ流路を用いた分離、ドロップレット

中への細胞の単離、などの手法を用いて 1 細胞ごとに分離した細胞を解析する技術が発達し

てきた。これらの解析においては「1細胞」が「最少の単位」であったが実際には神経細胞の

様に高度に極性を持つ細胞（単一細胞内でも樹状突起と軸索で大きく機能が異なる）の場合

には細胞内の局所ごとの Subcellular level での解析が必要になる。しかしながら上に挙げ

た既存のテクニックを用いる際には、細胞の形状・特性やその細胞が置かれていたコンテク

ストの情報は失われてしまいその結果、ニューロン中の特定の形状や特性を持ったコンパー

トメントについて細胞生物学的な解析を行うことは未だに非常に難しい。本研究では SICM-

蛍光顕微鏡の相関顕微鏡技術を開発することで、ナノメートルレベル、フェムトリットルレ

ベルのこれまでにない精度でニューロンについて検討を行った。その結果、初めてニューロ

ンの特定の区画からミトコンドリアを採取することに成功した。さらに、PCR を用いること

でそれぞれのミトコンドリアにおける mtDNA の量を定量することに成功した。 

今後は本研究結果をもとに、いかにして軸索における mtDNA が制御されているのか、

またこの mtDNA 量の制御にどのような意義があるのかを明らかにしていく。 
 
 
 
 

図２走査型イオンコンダクタンス顕微鏡と蛍光顕微
鏡の相関解析 
SICM の位置と蛍光顕微鏡観察により取得した細胞情
報を相関させる。これによりニューロンの特定部位か
ら SICM を用いミトコンドリアを採取した。 
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