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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、乳幼児発作の培養切片モデルおよび個体動物モデル（マウスおよびラット）を利
用して、過剰神経活動によるミトコンドリアの軸索内集積と、ATP 過剰産生による突起形成誘
導の可能性を検証した。我々は、てんかん脳における神経軸索内ミトコンドリアの役割につい
て、主に以下の点を明らかにした。 
► 発作後、ミトコンドリアは軸索内に集積する。 
► ミトコンドリアの集積は神経活動依存的である。 
► 軸索終末より放出された脳由来神経栄養因子が、近接する軸索領域にミトコンドリアを集積
させる。 
► 集積したミトコンドリアは、軸索局所において ATPを産生し、軸索分枝を形成する。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we used in vivo and in vitro models (Muramatsu, Koyama and others., Brain 133:60–75, 

2010) of neonatal seizures to test the hypothesis that abnormally increased mitochondrial numbers 

produce surplus ATP and induce axonal branches under hyperexcitable conditions.  We have revealed 

that axonal mitochondria rewire neural circuits in the epileptic brain via the mechanisms highlighted 

below. 

► Mitochondria accumulate in axons after seizures. 

► The accumulation of axonal mitochondria is neuronal activity–dependent. 

► Axons release neurotrophin to attract mitochondria in adjacent axonal shafts. 

► Localized mitochondria induce and maintain axonal branches via ATP production. 
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１．研究開始当初の背景 

脳が正常な機能を発揮するためには、正確
な神経回路が形成される必要がある。このた
めには、個々の神経細胞の形態形成が正常に
おこなわれる必要がある。多くの研究が細胞
構造形成に関与する細胞外因子（軸索誘導因
子等）に着目し、種々のタンパク質が同定さ
れてきたが、細胞内因子及び細胞内外の因子
の相互作用に関する知見は少ない。特に、多
くの異所性神経回路の存在が知られるてん
かん脳において、これらの知見は乏しかった。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、細胞内小器官であるミト
コンドリアの細胞内挙動が神経細胞構造の
形成と、これに引き続く神経回路の形成に関
与する可能性及びそのメカニズムを解明す
ることであった。特に、本研究では海馬神経
回路形成における、脳由来神経栄養因子
（BDNF）によるミトコンドリア動態の制御機
構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
►ラット由来の海馬切片培養法を利用した、
神経細胞軸索の構造形成とミトコンドリア
動態のタイムラプス解析法。 
►乳幼児期マウスのけいれんモデルを利用し
た、てんかん脳における軸索分枝形成とミト
コンドリア分布の解析法（免疫染色）。 
 
４．研究成果 
歯状回顆粒細胞の軸索である苔状線維は通

常CA3 野へ投射する。しかし、側頭葉てんか

ん患者の歯状回では、苔状線維が多数の側枝

を形成し、その後分子層へと投射する異常発

芽が頻繁に観察される。異常発芽の形成には

細胞内ミトコンドリアの分布異常による軸索

形態制御の不全が関与すると仮説し、この検

証をおこなった。 

まず、苔状線維内でのミトコンドリアの局

在を可視化するために、細胞膜移行性AcGFP

及びミトコンドリア移行性DsRed発現プラス

ミドそれぞれを電気穿孔法により、培養切片

中の顆粒細胞に同時に導入した。これにより

、異常発芽の形成過程とミトコンドリア動態

を経時的に同時に共焦点顕微鏡で観察するこ

とが可能になった。本系において、側枝形成

とミトコンドリアの局在の関連を検証したと

ころ、ミトコンドリアの局在部位から新たな

側枝が出現する様子が観察された。 

次に、GABAA受容体の阻害薬を処置すること

により、培養切片にてんかん様状態を誘導し

たところ、苔状線維内のミトコンドリアの密

度が上昇し、最終的な異常発芽の形成が確認

された。てんかん様状態においてミトコンド

リアの局在を制御する因子として脳由来神経

栄養因子（BDNF）の関与を検証した。まず、

BDNFを被覆した微小ビーズを苔状線維に接触

させると、その接触部位にミトコンドリアが

局在し、その後、同部位より新たな側枝が形

成される様子が観察された。これらの現象は

、Trk受容体の阻害薬であるK252a及びBDNFの

機能阻害抗体の存在下では確認されなかった

。 

また、異常発芽の形成へのATPの関与を直接

的に検証した。まず、ピクロトキシンによる

苔状線維の側枝の形成は、ATP産生阻害薬であ

るCCCP又はFCCPの共処置によって抑制された

。さらに、電気穿孔法を用いてATPを顆粒細胞

内に直接注入したところ、苔状線維の側枝数

が増加した。 

以上より、てんかん様状態を誘導した海馬

切片培養系において、苔状線維の異常発芽に

は、BDNFによって局在化されたミトコンドリ

アによるATPの供給が必要であることが示さ

れた。ここで、BDNFの作用機序をより詳細に

検証するため、まず、培養切片内の近接する

顆粒細胞のBDNF発現レベルを調整することで

、BDNFの由来を検証した。具体的には、一方

の顆粒細胞のBDNF発現量をRNA干渉法で抑制

したところ、同顆粒細胞由来の軸索終末と、

もう一方の顆粒細胞の苔状線維の接触部位か

らの異常発芽形成が抑制されることを示した

。逆に、一方の細胞のBDNFの発現を上昇させ

た場合には、他方の細胞における異常発芽の

形成が促進された。 

これらのことから、てんかん様状態におい

て、BDNFは顆粒細胞の軸索（苔状線維）終末

より放出され、これが近隣の細胞の苔状線維

に作用し、異常発芽が誘導されることが示唆

された。現在、以上のデータを纏めて国際論

文に投稿し、審査の後、改訂実験を遂行中で

ある。 
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