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研究成果の概要（和文）： 

下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド (PACAP)は，神経突起形成に寄与するが，詳

細なメカニズムは解明されていない．一方，ミトコンドリアも神経細胞の分化と成熟に重要な

事が知られる．そこで，本研究では PACAP による神経突起形成過程におけるミトコンドリア寄

与を解析した．その結果，PACAP による神経突起の形成促進作用には Pgc1αを介したミトコン

ドリアの活性化が重要であると推察される． 

 

研究成果の概要（英文）： 

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) increases neurite outgrowth 

in many kind of neuronal cells, but signaling via its receptor PACAP-specific receptor 

has not been fully characterized. Because mitochondria also play an important role in 

neurodevelopment including dendritic branching, axonal guidance and neurite outgrowth, 

we examined whether mitochondria contribute to PACAP-mediated neurite outgrowth. Present 

data suggest that mitochondrial activation plays a key role in PACAP-induced neurite 

outgrowth via a signaling pathway that includes PAC1R, PKA, and Pgc1α. 
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１．研究開始当初の背景 

ミトコンドリアは ATPを生産し細胞にエネル

ギーを供給するとともに, 細胞死因子を介

しアポトーシスを誘導する細胞の生と死を

つかさどるオルガネラである. 申請者は同

じ神経細胞でも脳内部位により虚血脆弱性
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が異なり, この脆弱性の違いは脳内部位特

異的なミトコンドリアの性質に依存する事

を報告し(文献 1), ミトコンドリアと虚血性

神経細胞死の積極的な関連性を裏付けた. 

さらに, 神経細胞への致死的な濃度の

N-methyl-D-aspartate (NMDA)の曝露はミト

コンドリア機能障害と共に細胞死を誘発す

るが, 非致死的な濃度の NMDA で事前に処置

した細胞は致死的な濃度の NMDA に耐性にな

るばかりか, ミトコンドリア機能障害も抑

制される事実を見出した(図 1). 一方, 同じ

神経細胞内でも高頻度に刺激を受けるスパ

インのミトコンドリアとそれ以外のミトコ

ンドリアでは性質が異なり, スパインのミ

トコンドリアは細胞死を誘導しにくいと報

告されている(文献 2). 以上の知見より, 神

経細胞のミトコンドリアは刺激に応じてミ

トコンドリア自体の機能を変化させるとい

う着想にいたった. しかし, ミトコンドリ

アを起点とする情報伝達の機構はほとんど

解明されていない. そこで, まず予備的に

「細胞内情報伝達分子」の脳ミトコンドリア

での発現を網羅的に検討すると, PTEN, リン

酸化 PTEN, Pgc1αおよび cFos が定常状態に

おいて脳ミトコンドリアに高濃度存在する

ことが明らかとなった(図 2, 左パネル). さ

らに, 神経細胞保護効果のある Pituitary 

adenylate cyclase-activating polypeptide 

(PACAP)と高濃度 K+で神経系の細胞である

Neuro2a を刺激すると, PACAP の曝露では経

時的なミトコンドリアでの Pgc1発現減少と, 

核での発現増強が観察され, 高濃度 K+の曝

露では核とミトコンドリアで cFos 発現を誘

導した(図 2, 右パネル).  

これらの結果より, 申請者は神経細胞への

刺激が, ミトコンドリア内に存在する情報

伝達分子の分布の変化を介して, ミトコン

ドリア自体の機能を調節する可能性を世界

に先駆けて見出した． 
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２．研究の目的 

一般的な刺激は核を介して細胞全体の機能

を調節するが, 刺激に応じて性質の異なる

ミトコンドリアを生成する機構として, ミ

トコンドリアを介した情報伝達機構が存在

する可能性がある. さらに, ミトコンドリ

ア機能(ATP 合成能)と神経細胞保護には密接

な関係が報告されていることから, このよ

うな情報伝達機構がミトコンドリア機能の

制御を介して神経細胞保護に寄与するとい

う仮説をたてた.  

そこで, 本研究では Pgc1αおよび cFos を足

がかりとしてミトコンドリアを介した情報

伝達機構の, ミトコンドリア機能制御によ

る神経保護作用を解明する. 

 

３．研究の方法 

細胞培養，胎生 15 日齢のマウス胎児より海

馬と摘出し，トリプシン処理後，培養用プラ

スチックディッシュに播種した．Neuro2a 細

胞は 10%の血清添加 DMEM で培養した．これら

の細胞に，PACAP，PACAP 特異的受容体である

PAC1 受容体の特異的なアゴニストであるマ

キサディラン，フォルスコリンを暴露した．

また，プロテインキナーゼ Aの阻害剤である

H89，ERK の阻害剤である PD98059 とミトコン

ドリアの脱共役剤である CCCP は PACAP の暴

露 30 分前から添加した． 

神経突起の定量，上記の薬物を暴露した両細

胞の神経突起の長さを，ImageJ を用いて突起

の長さから細胞体の長さを割ることによっ

て規格化し，定量化した． 

ウェスタンブロッティング，PACAP の暴露，

非暴露条件下において海馬神経細胞，

Neuro2a 細胞，マウス海馬からタンパク質標

品を回収し，Pgc1α，シトクロム C，シトク

ロム C酸化酵素サブユニット 4，シナプシン

1，PSD95，MAP2 および cFos を特異的に認識

する抗体を用いてウェスタンブロッティン

グを行った． 

C, サイトゾル; M, ミトコンドリア; N, 核 



免疫染色法，両細胞を 4%のパラフォルムアル

デヒドで固定した後，一次抗体として MAP2

と Pac1 受容体に対する抗体を，二次抗体に

は CF488 または Alexa488 で標識された抗ウ

サギ IgG および抗マウス IgG に対する抗体を

用いた．その後，LSM700 を用いて観察した． 

ミトコンドリア膜電位の測定，

5,5,6,6-tetra-chloro-1,1,3,3-tetraethyl

benzi-midazolcarbocyanine iodide (JC-1)

は脂溶性の蛍光色素であり，ミトコンドリア

に集積し，ミトコンドリアの膜電位により会

合しエミッション光が緑色から赤色に変化

することが知られている．PACAP 暴露および

非暴露条件下において1 μg/mLの JC-1で 10

分間染色の後，LSM700 で蛍光画像を取得した．

得られた緑色および赤色蛍光画像の蛍光強

度をそれぞれ ImageJ で定量し，蛍光強度の

比をとることで，ミトコンドリア膜電位の指

標とした． 

siRNA トランスフェクション，Neuro2a 細胞

にPgc1αと相補的なsiRNAをトランスフェク

ションし，その後 PACAP の暴露および非暴露

条件下における神経突起の形成とミトコン

ドリア膜電位を検討した． 

In vivo における検討，10 週齢のマウスに

PACAP を 10 nmol/kg/day で 6日間尾静脈投与

したのち，海馬を摘出しタンパク質標品とし

ウェスタンブロッティングに供した． 

発現プラスミドベクターの作成，pEGFP-N1 に

マウス由来シトクロム C酸化酵素サブユニッ

ト 8のミトコンドリア移行シグナル 3個と

cFos のコーディング領域を組み込んだ発現

ベクター(mit-cFos/pEGFP-N1)を構築した． 

ステーブル細胞の作成，Neuro2a 細胞に

FuGene6 を用いて mit-cFos/pEGFP-N1 をトラ

ンスフェクションし，ジェネティシンを用い

てステーブルに mit-cFos/pEGFP-N1を発現す

る細胞をクローン化した． 

In vitro 虚血，Neuro2a の培養メディウムを

グルコース，血清不含で N2 ガスを 30 分間バ

ブリングした DMEM に交換し，アネロパック

とともにアネロパックチャンバーに入れ 6時

間インキュベーションした．その後，通常の

培養メディウムに戻し，回復させた． 

MTT アッセイ，培養メディウムを 0.1 mg/mL

の MTT を含有した PBS に置換し，1時間イン

キュベーションする．その後，MTT 液を除去

し，生成したフォルマザンをイソプロパノー

ルで可溶化し 550 nm の吸光度を測定した． 

 

４．研究成果 

PACAP によって誘導される神経突起伸展作用

におけるミトコンドリアの寄与を解明する

ことを目的として実験を遂行した．PACAP は

Neuro2a 細胞においてミトコンドリアの活性

化とともに神経突起の伸長を促進した．これ

らの結果は海馬由来の初代培養神経細胞に

おいても再現され，MAP2 陽性の樹状突起が著

明に伸長していることを明らかにした．さら

に，いずれの細胞においても，神経突起の形

成促進作用とミトコンドリアの活性化はプ

ロテインキナーゼ Aの阻害剤である H89 およ

び ERK 阻害剤である PD98059 によって阻害さ

れた．一方，Pgc1αはミトコンドリア活性の

マスターレギュレーターとしての機能が報

告されているが，PACAP の暴露によって Pgc1

αとその下流分子であるシトクロム Cおよび

シトクロム C酸化酵素サブユニット 4の発現

が増強された．続いて，PACAP シグナリング

の下流における Pgc1αの関与をより詳細に

解析するために，Pgc1α特異的な siRNA で同

タンパク質のノックダウンを行った細胞に

おける検討を行った．その結果，Pgc1αのノ

ックダウンにより，PACAP によって誘導され

たミトコンドリアの活性化および神経突起

の形成促進作用ともに有意に抑制された．ま

た，雄性成熟マウスに PACAP を 6 日間投与し

た後の，海馬における MAP2 の発現が有意に

増強することを見出した．以上の結果より，

PACAP による神経突起の形成促進作用はプロ

テインキナーゼ A，ERK と Pgc1αを介したミ

トコンドリアの活性化を介している可能性

が示唆された．本研究は，PACAP による神経

細胞の分化メカニズムの解明と神経細胞の

成長における普遍的なミトコンドリアの役

割の理解に寄与した． 

一方，cFos は神経活動のマーカーとして知ら

れる転写制御因子で，核において様々なタン

パク質の発現を制御している．しかしながら，

2002 年の報告では，カイニン酸を投与したマ

ウスの海馬において，核のみならず，ミトコ

ンドリアにもその発現が観察されることが

明らかになっているが，その機能については

明らかではない．そこで，このミトコンドリ

アでの cFos の機能について，詳細に検討し

た． 

ミトコンドリアでの cFos の機能を神経系の

細胞で詳細に解析するために Neuro2a細胞を

用いて実験を行った．まず，細胞の活性化に

ともなうミトコンドリア内 cFos の発現を観

察するために，インビトロ虚血を負荷した．

すると，in vitro 虚血の 1 時間後において，

核のみならずミトコンドリアでも cFos の発

現が有意に増強することが明らかとなった．

続いて，シトクロム C酸化酵素サブユニット

8 のミトコンドリア移行シグナルを融合させ



た cFos を発現させるためのプラスミドベク

ターを作成した．これらのプラスミドを細胞

に導入すると，発現した cFos は選択的にミ

トコンドリアに集積する事が明らかとなっ

た．ミトコンドリア移行性の cFos を発現さ

せた細胞は，コントロールと比較して細胞の

増殖能が 1.5 倍増えたが，in vitro 虚血を負

荷すると，より脆弱になることが明らかとな

った． 

本研究の結果より，ミトコンドリア内の cFos

は増殖能と細胞死に影響をあたえることが

明らかとなった．過去の報告より，cFos はミ

トコンドリア DNAと結合できることが報告さ

れており，ミトコンドリア内での転写制御に

影響をあたえる可能性がある．  
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