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研究成果の概要（和文）：損傷神経細胞の生存・再生には多くのエネルギーが必要される。神経損傷後エネルギー供給
源であるミトコンドリアの機能を維持するためミトコンドリアダイナミクス制御が重要であると考えられたが詳細は不
明であった。本研究課題では、神経損傷初期よりミトコンドリア分裂が亢進すること、ミトコンドリア分裂は細胞死・
軸索変性へ至る過程を示すのではなく神経損傷という緊急状態に適応しミトコンドリアの品質を保持するための応答反
応であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Regenerating neurons are assumed to control mitochondrial dynamics properly to 
satisfy a huge energy demand and to maintain Ca2+ buffering. However, it is unclear how mitochondrial 
dynamics contributes to axonal and neuronal integrity in damaged neurons in vivo. We have found that 
short mitochondria are actively transported in regenerating motor nerves soon after nerve injury. The 
mice in which mitochondrial fission is ablated specifically in injured motor neurons have clarified that 
short mitochondria are divided mitochondria. Our study has demonstrated that acute and prominent 
mitochondrial fission is a crucial response during the early stage after nerve injury and is involved in 
the maintenance of mitochondrial and axonal integrity to prevent neurodegeneration.

研究分野： 神経再生修復

キーワード： ミトコンドリア　神経再生　運動ニューロン　Drp1　ミトコンドリア分裂　神経変性　軸索　ATF3
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１．研究開始当初の背景 
外傷や神経変性疾患によりダメージを受け

た神経細胞を守るメカニズムの解明は再生

医療を目指す上で極めて重要な課題である。

私達はこれまで損傷運動ニューロンの再生

•修復の分子メカニズム解明を目指して研

究を進めてきた。神経細胞が損傷に対し耐

性を有し生存•再生するためには莫大なエ

ネルギーが必要とされる。こうしたエネル

ギー供給源として細胞内小器官であるミト

コンドリアは極めて重要な役割を果たして

いると考えられる。これまで我々はミトコ

ンドリア機能が損傷運動ニューロンの生死

の運命決定に極めて重要であることを明ら

かにしてきた。近年、ミトコンドリア機能

はミトコンドリアダイナミクスにより巧妙

に制御されていることが次第に明らかにな

ってきている。様々な神経変性モデルマウ

スでは軸索変性に先駆けて軸索内でミトコ

ンドリアが過剰に蓄積・断片化する等の異

常が観察される。これはミトコンドリアダ

イナミクスの制御異常が原因と考えられる。

従って神経損傷に対して耐性を獲得するた

めには、適切にミトコンドリアダイナミク

スが制御される必要があると推測された。

しかし、研究開始当時にはそのような研究

はほとんど行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
ミトコンドリアは細胞内外刺激に素早く応

答し融合•分裂を介して形態変化を繰り返

す。神経細胞特有の形態である軸索では、

エネルギー供給源であるミトコンドリアの

輸送システムが独自に発達している。この

ようなミトコンドリアダイナミクスが適切

に制御されることで細胞内ホメオスタシス

は維持されていると考えられる。ミトコン

ドリアダイナミクス制御の仕組みはこれま

で主に培養細胞を用いた in vitro で研究さ
れてきており、in vivoでの研究はほとんど
行われていなかった。しかし今後再生医療

や予防医学を推進するためには in vivo で
ダメージを受けた神経細胞内ミトコンドリ

アダイナミクスの意義を明らかにしていく

必要がある。そこで我々は独自に作製した

損傷神経細胞特異的にミトコンドリアが標

識され同時に cre リコンビナーゼが発現誘
導されるユニークなマウスを用いて in vivo

損傷神経でのミトコンドリアダイナミクス

を明らかにし、ミトコンドリア品質維持と

神経再生•変性との関連を明らかにするこ

とを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス	 

神経損傷応答転写因子 ATF3 の遺伝子発現制

御を保持し、損傷神経細胞特異的にミトコン

ドリアを GFP 標識し同時に cre リコンビナー

ゼを発現する Atf3:BAC	 Tg マウスと損傷神経

細胞特異的にミトコンドリア分裂が抑制さ

れる Drp1	 CKO マウス（Atf3:BAC	 Tg マウスと

Drp1	 flox マウスを交配）を用いた。Drp1	 flox

マウスは九州大学三原先生、野村先生、久留

米大学石原先生より供与していただいた。	 

	 

（２）神経損傷モデル作製	 

末梢神経損傷モデルである舌下神経、坐骨神

経損傷モデルと中枢神経損傷モデルである

視神経損傷モデルを作製した。	 

	 

（３）組織学的解析	 

マウスの神経損傷数日後 Zamboni	 固定液で

灌流固定し切片を作製し免疫組織化学を行

った。損傷神経内のミトコンドリア形態を評

価する際は切片を作製せずに軸索をホール

マウントで染色しミトコンドリアの全体像

が保持されるようにした。	 

	 

（４）ウエスタンブロット	 

マウス神経損傷後の脊髄前角、舌下神経核を

切り出し、蛋白を抽出しウエスタンブロット

を行った。	 

	 

（５）軸索ミトコンドリアの in vivoライブ	 
	 イメージング	 

損傷軸索でミトコンドリアの移動速度を評

価するため、マウス坐骨神経損傷数日後に麻

酔下で皮膚を切開しダメージを与えないよ

う坐骨神経を剖出し FV10i（オリンパス）で

５秒間隔で坐骨神経内 GFP 標識ミトコンド

リアの in	 vivo イメージングを行った。得ら

れたイメージはimage	 Jなどのソフトウエア

で解析した。	 

	 坐骨神経内のミトコンドリアの膜電位測

定のため、麻酔でマウス坐骨神経を剖出しミ

トコンドリア膜電位感受性色素を 30 分間添



 

 

加し PBS にて洗浄後、顕微鏡下(FV10i)で坐

骨神経内ミトコンドリアのライブイメージ

ングを行った。	 

	 

４．研究成果	 

（１）神経損傷後のミトコンドリア形態変化	 

①	 神経損傷応答マウス(Atf3:BAC	 Tg)の利用	 

坐骨神経損傷後のミトコンドリアの形態変

化を明らかにするため、損傷神経細胞特異的

にミトコンドリアが GFP 標識され同時に cre

リコンビナーゼが発現する Atf3:BAC	 Tg マウ

スを用いた。このマウスは野性型マウスと同

等であるが、損傷を受けたニューロンと健常

なニューロンとを容易に区別し、損傷ニュー

ロン内ミトコンドリアとグリア細胞など周

囲細胞のミトコンドリアとを明確に区別す

ることが可能である。	 

	 

②	 神経損傷に応答した軸索ミトコンドリア

の形態変化	 

Atf3:BAC	 Tg マウス坐骨神経損傷後 24~36 時

間目の損傷軸索では、損傷前から軸索に局在

していたと考えられる GFP 標識されないミト

コンドリアと、損傷後細胞体で GFP 標識され

軸索輸送されるミトコンドリアとが混在し

ていた。損傷前から軸索に局在すると考えら

れる GFP 陰性ミトコンドリアの径は比較的長

いのに対し、GFP 陽性ミトコンドリアの径は

短かった。様々な神経再生関連遺伝子の発現

がピークを迎える３－７日目には、軸索内の

全てのミトコンドリアが GFP 陽性となり径の

短いミトコンドリアの出現頻度が上昇した。

径の短いミトコンドリアはその後神経再生

に伴って元の長さに戻った。	 

	 神経損傷後径の短いミトコンドリアが増

加することから、損傷運動ニューロンではミ

トコンドリアが盛んに分裂している可能性

が示唆された。一般にダメージを受けた神経

細胞でのミトコンドリア分裂は神経変性へ

至る過程の反応と考えられている。しかし、

神経損傷初期の運動ニューロン軸索で亢進

するミトコンドリア分裂は、損傷という特殊

な状況下で神経再生へ向けて軸索末端まで

大量のエネルギーを効率よく供給するため

の適応反応ではないかと考えられた。 
	 

（２）損傷運動ニューロン内のミトコンドリ	 

	 	 ア分裂の意義	 

①	 神経損傷に応答する Drp1	 CKO マウス	 

損傷運動ニューロン特異的にミトコンドリ

ア分裂因子 Drp1 がノックアウトされるよう、

Atf3:BAC	 Tg マウスと Drp1	 flox マウスとを

交配し Drp1	 CKO マウスを得た（図１A）。Drp1	 

CKO マウスでは神経損傷に応答して損傷運動

ニューロン内のミトコンドリア分裂が阻害

される。	 

	 坐骨神経損傷後７日目、Drp1	 CKO マウス損

傷運動ニューロンの細胞生存率は 100%保た

れていた。そこで損傷後７日目までの時間経

過で、Atf3:BAC	 Tg	 マウスと Drp1	 CKO マウ

ス損傷運動ニューロン内でのミトコンドリ

ア形態および機能を以下の②および③の実

験で比較検討した。	 
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図１ 	 損傷運動ニューロン特異的ミトコンド

リア分裂阻害マウス	 

A:	 Atf3:BAC	 Tg マウスと Drp1	 flox マウスとの交

配で Drp1	 CKO マウスは得られる。B:	 坐骨神経損

傷後の GFP 陽性反応。坐骨神経損傷後、損傷側の

脊髄前角運動ニューロンは GFP 陽性反応（ピンク

の矢印）を示す（上のパネル）。損傷軸索（中央の

パネル）および損傷運動ニューロン細胞体（下の

パネル）の強拡大写真では、GFP 標識されたミト

コンドリアの形態変化が明らかに観察される。	 
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②	 Drp1	 CKO マウス損傷軸索内ミトコンドリ

アの形態と機能	 

野性型マウス坐骨神経損傷軸索ではミトコ

ンドリアの径が短くなることが（１）̶②で

示された。このような短い径のミトコンドリ

アは、ミトコンドリアが分裂あるいは縮小し

た結果と考えられる。いずれであるかを明ら

かにするため Drp1	 CKO マウスの坐骨神経を

損傷したところ、軸索内ミトコンドリアの径

は Atf3:BAC	 Tg マウスに比べ有意に長くなる

ことが明らかになった（図１B）。従って神経

損傷後にはミトコンドリア分裂が亢進し、こ

のため損傷軸索で径の短いミトコンドリア

が顕著に増加することが明らかになった。	 	 

	 次にミトコンドリア形態変化に伴うミト

コンドリア機能の変化を明らかにするため、

坐骨神経軸索内ミトコンドリアを in	 vivoラ

イブイメージングで可視化し、Atf3:BAC	 Tg

マウスおよび Drp1	 CKO マウス軸索でのミト

コンドリア軸索輸送スピードおよびミトコ

ンドリア膜電位を比較検討した。その結果、

いずれのマウスも神経損傷後３日目にはミ

トコンドリア軸索輸送スピードが健常側に

比べ顕著に上昇することが明らかになった。

損傷後７日目では Atf3:BAC	 Tg マウスに比べ

Drp1	 CKOマウスで観察される径の長いミトコ

ンドリアの軸索輸送スピードは著しく低下

した。さらに、坐骨神経軸索内のミトコンド

リア膜電位を調べたところ、損傷後３日目で

は両マウス間で相違は認められなかった。し

かし、損傷後７日目になると Drp1	 CKO マウ

ス損傷軸索内ミトコンドリアの膜電位は顕

著に低下した。	 

	 

③	 Drp1	 CKO マウス損傷運動ニューロン細胞

体でのミトコンドリア	 

坐骨神経損傷後７日目、Drp1	 CKO マウス損傷

運動ニューロン細胞体では丸く巨大な異常

な形態のミトコンドリアが観察された。

Atf3:BAC	 Tg マウスではそのような異常な形

態を示すミトコンドリアは全く観察されな

かった（図１B）。	 Drp1 欠損損傷運動ニュー

ロン細胞体の巨大ミトコンドリアはミトコ

ンドリア膜電位消失のマーカーである

Parkin と共染色された。また、一部の巨大ミ

トコンドリアではオートファジーマーカー

である p62 との共染色像が確認された。	 

	 加えて、明らかなミトコンドリア形態異常

が観察されない損傷早期３日目であっても

Drp1	 CKOマウス損傷運動ニューロン周囲のミ

クログリアは Atf3:BAC	 Tg マウス損傷運動ニ

ューロン周囲のミクログリアに比べて著し

く活性化していた。	 

	 

（３）ミトコンドリア分裂が阻害された損傷	 

	 運動ニューロンおよび損傷軸索の運命	 

坐骨神経損傷後 14 日目 Atf3:BAC	 Tg マウス

損傷運動ニューロンは 100％生存している。

しかし Drp1	 CKO マウス損傷運動ニューロン

の大部分は細胞死へ至ることが明らかにな

った。Drp1	 CKO マウス損傷軸索でも明らかな

軸索変性像が認められた。従って神経損傷後

のミトコンドリア分裂は損傷運動ニューロ

ンが生存・再生するために必要な反応と考え

られた。しかし神経損傷とは無関係にミトコ

ンドリア分裂阻害が原因でミトコンドリア

機能が低下し運動ニューロンの細胞死•軸索

変性が惹起された可能性も否定できない。そ

こで神経損傷を加えない Drp1	 flox マウス運

動ニューロンに cre リコンビナーゼを組み込

んだアデノウイルスを感染させ Drp1 をノッ

クアウトし、損傷を加えない運動ニューロン

での細胞生存率を検討した。その結果ウイル

ス感染後 14 日経っても運動ニューロンの細

胞死は全く認められなかった。	 

	 

以上の結果より、神経損傷初期のミトコンド

リア分裂促進は、不良ミトコンドリアを細胞

体で処理し健康なミトコンドリアを素早く

軸索や軸索末端に輸送し十分なエネルギー

を供給するための適応反応と考えられた。さ

らに神経損傷に応答して一過性に傾いたミ

トコンドリア分裂•融合のバランスが元に戻

ることも神経再生には重要であることが示

唆された。従ってミトコンドリア分裂は細胞

死へ至る過程の反応というよりむしろ、神経

損傷に応答して運動ニューロン内ミトコン

ドリア品質を維持しホメオスタシスを維持

するための防御反応と考えられた。こうした

巧妙なミトコンドリア分裂•融合のバランス

制御機構が破綻し、ミトコンドリア分裂活性

が亢進した状態が続くことで神経細胞死や

軸索変性に至るのではないかと考えられた。 
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