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研究成果の概要（和文）：ワーラー変性（WD）の病態の構成因子の一つとしてアデノシン三リン酸（ATP）が知
られているが、ATP産生に関わるエネルギー代謝経路は未解明な点が多い。そこで本研究は、細胞内ATPのin 
vivoイメージングを利用し、WDにおけるATPのエネルギー代謝経路の変化の解明を目的とした。末梢神経遠位で
は、シュワン細胞内の解糖系亢進に伴い産生されたピルビン酸が、MCTを介して軸索に輸送され、軸索内にて解
糖系亢進によって代謝され、ATP維持・WD遅延に関連する可能性が示された。一方クエン酸回路の関連は乏しい
ことも示唆された。本研究の更なる発展は、WDに対する新規治療開発に貢献する可能性が期待される。

研究成果の概要（英文）：Axonal injury causes Wallerian degeneration (WD) in the distal nerve stump, 
but adenosine triphosphate (ATP) behavior remains unclear. We examined the change in ATP levels and 
biochemical pathways associated with WD using the GO-ATeam2 knock-in mouse and rat sciatic nerve 
transection model and in vivo ATP imaging. In the distal stump after axotomy, ATP levels gradually 
decreased with WD progression. The glycolytic system and monocarboxylate transport via MCTs were 
also activated, with the progression of mitochondrial atypicality in axons. Our findings suggest 
that in the distal nerve stump, the glycolytic system and monocarboxylate transport via MCTs are 
activated to supply axonal ATP. Our study provides a basis for understanding the bioenergetics 
during WD, and could be used in the development of therapeutic agents.

研究分野：神経代謝
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ワーラー変性におけるエネルギー代謝（ATP）の詳細な動態に加え、今まで明らかにされていなかっ
たエネルギー産生に関わる経路を明らかにした。ワーラー変性は、代表的である末梢神経の損傷以外にも脳卒中
や変性疾患など、ほぼすべての神経系疾患において共通してみられる病態である。したがって、本研究の発展に
よって、これら神経系疾患に対する病態の理解が進むとともに、将来的な創薬・治療開発に寄与する可能性が期
待できる。

※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 
神経系において、損傷遠位部の軸索はワーラー変性（WD）をきたすことが知られている。古典
的には WD は末梢神経損傷遠位の変性とされているが、その病態変化は神経疾患全般に共通し
てみられる。したがった、WDの病態解明は、末梢神経障害のみならず、脳卒中や変性疾患とい
った中枢系の神経疾患に対しても、創薬や治療法開発のために意義があると考えられる。 
WD における主要な関連因子の一つにアデノシン三リン酸（ATP）がある。ATP はサルベージ
経路で利用される。ニコチンアミドモノヌクレオチド（NMN）と ATPは、ニコチンアミドモノ
ヌクレオチドアデニリン転移酵素 2（NMNAT2）によって触媒され、ニコチンアミドアデニン
ジヌクレオチド（NAD+）を生成する。NAD+は、WD 中に切断遠位の ATPレベル維持に寄与
する。 
しかしながら、損傷遠位神経の ATPが具体的にどのような時間空間的変化を示すのかは分かっ
ていない。近年の研究では、損傷遠位の ATP維持には、シュワン細胞内の解糖系活性化と、産
生産物である乳酸・ピルビン酸のモノカルボン酸輸送体（MCT）を介した軸索内への輸送が関
連することが示唆されている。一方、ATP の主な供給源であるミトコンドリアは、軸索内では
損傷早期より変性することも知られている。したがって、WDにおける ATPの時間空間的な変
化、ならびにその産生源は、依然として解明されていない。 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
遺伝子導入により in vivoでの ATP測定を可能とする GO-ATeam2プローブを用いて、損傷遠
位 ATPの時間空間的変化、ならびに産生源を明らかにすることである。 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
全ての実験に GO-ATeam2 ノックインマウス・ラットの坐骨神経切断モデルを実験に用いた。
坐骨神経切断遠位における ATPの時間空間的変化を正確に計測すべく、in vivoにて蛍光顕微鏡
(M165 FC; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)および二光子顕微鏡（A1R MP+; Nikon, 
Tokyo, Japan）を使用した。 
また、切断遠位 3mm部の組織を採取し、エポン包埋にて標本を作製した。1 µmの切片は蛍光
顕微鏡(BZ-X700, Keyence, Osaka, Japan)で観察し正常な軸索数の計測に用いた。さらに 90nm
厚の切片も作成し、電子顕微鏡(H-7500; Hitachi, Tokyo, Japan)にて G-ratio、ミトコンドリア
径および異型度の評価を行った。 
さらに、切断端から 7mmの範囲を採取し、解糖系やクエン酸回路を含めたエネルギー代謝産物
の質量分析（LC-MS software, Shimadzu, Japan)も実施した。 
最後に、右坐骨神経の切断直後、あるいは神経のみを露出した状態（shamと定義）で、各種阻
害剤およびピルビン酸エチル（EP）を、定められた濃度でゼラチンスポンジに浸し、薬液が外
部に漏出しないように 3mm径の PVCチューブで神経を包埋した。薬剤処理の 24時間後に、
上述の ATPのイメージング、組織評価を実施した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
坐骨神経切断遠位において、ATPは切断 1日後より徐々に低下し、切断 2日後に明瞭化するWD
の進行に先行していた（図 1）。したがって、WDにおいて、ATPは損傷後WDに先行して緩徐
に低下していくことが示された。 
                 図 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
続いて、切断 2日後の免疫染色では解糖系のシュワン細胞・軸索内での活性化を示したため、切
断遠位神経の ATP産生源として、シュワン細胞と軸索内双方における解糖系の関連が示唆され
た。 
                 図 2 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Scale bar： * 10 μm, ** 2 μm 

*** p < 0.001 

Scale bar： * 1mm 

** p < 0.01, *** p < 0.001 

Scale bar： * 10 μm, ** p < 0.01, *** p < 0.001 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、切断遠位において解糖系阻害剤（2-DG）を局所投与したところ、DMSO投与群よりも
ATP が低下し、WD が進行した。また、MCT 阻害剤（4-CIN）投与は 2-DG 投与群と同様に
ATP 低下と WD の進行を示した。一方でクエン酸回路阻害剤（MSDC-0160）投与は上述の変
化を示さなかった。さらに、モノカルボン酸であるピルビン酸エチル（EP）の局所投与により、
生理食塩水投与群に比して、ATPの増加とWD進行の遅延効果が示された。 
 
 
 
これらの結果から、末梢神経遠位では、シュワン細胞内の解糖系亢進に伴い産生されたピルビン
酸が、MCTを介して軸索に輸送され、軸索内にて解糖系亢進によって代謝され、ATP維持・WD
遅延に関連する可能性が示された。本研究の更なる発展は、WDに対する新規治療開発に貢献す
る可能性が期待される。 
 

Scale bar：10 μm, ** p < 0.01, *** p < 0.001 
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