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研究成果の概要（和文）：低酸素は神経系などに大きなダメージを与える。我々は末梢神経細胞軸索内のミトコ
ンドリアに着目し、低酸素環境におかれた軸索内ミトコンドリアの動態を、初代培養細胞を用いて観察した。酸
素濃度が0.5％の環境に24時間暴露した結果、ミトコンドリアの移動数などに変化はみられなかった。そこで、
疑似的に虚血を再現するため、低酸素発生装置と低グルコース培地を用い、低酸素・低グルコース（OGD）環境
下で同様に観察した。その結果、24時間のOGD暴露は輸送ミトコンドリアの数を有意に減少させた。この結果、
ミトコンドリア輸送は、単純な低酸素ではなくOGD刺激のような複合的刺激に抑制される可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hypoxia induces neuronal death in vivo. Mitochondria consume oxygen and 
produce ATP in living cell. In this study, we investigated the motility of axonal mitochondria under
 hypoxia. We used cultured dorsal root ganglion cells of rat and marked mitochondria in the axon 
with fluorescent protein by genetic engneering technique. 
The rate of motile mitochondria in axon under hypoxia showed no difference between contral. In 
addition, we investigated motile mitochondria in axon under glucose-oxygen deprivation (OGD) for 24 
hours. OGD decreased the number of motile mitochondria in axons.
Our results suggeted that motility of mitochondria is not controlled by hypoxia only, but by complex
 mechanisms such as OGD.

研究分野： リハビリテーション科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経系における虚血は中枢神経では脳卒中や脳梗塞、末梢神経では糖尿病による末梢神経障害など、患者のQOL
を低下させるものが多い。今回の研究計画はこれらの障害メカニズムを末梢神経軸索内のミトコンドリアの動態
から解明しようとしたものである。
我々の結果からは、低酸素のみの刺激は、末梢神経軸索の輸送ミトコンドリア数の変化を観察できなかった。さ
らに、低グルコースと低酸素を組み合わせた刺激では、輸送ミトコンドリア数の減少が観察された。
これらの結果は、末梢神経軸索内の輸送ミトコンドリアは低酸素だけではなく低グルコースを組み合わせたよう
ないくつかのメカニズムで制御されている可能性が示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 低酸素は神経の障害をひきおこし、筋力の低下や感覚障害などの麻痺の原因となる。リハビ
リテーション分野においてもこれらの神経障害による麻痺の適切な診断と運動療法は非常に重
要である。このため、低酸素などによってひきおこされる神経障害のメカニズムを理解するこ
とはリハビリテーション分野にとって非常に重要である。近年、軸索内のミトコンドリアの異
常が疾患に関与していることが報告されており、神経細胞体だけではなく軸索内の局所変化も
重要であることが指摘されている。そこで今回、我々は低酸素が軸索内ミトコンドリアにどの
ような影響を与えるのかを、ラットの初代培養末梢神経細胞を用いて、観察することとして。
加えて、虚血の状態も観察対象に加え、低グルコースと低酸素・低グルコース(Oxygen-glucose 
deprivation, OGD)、における影響も観察することとした。 
 
２．研究の目的 
(1)対照群（Control）と比較して、低酸素（Hypoxia）および低グルコース（Low Glucose）、

OGD が軸索内の輸送ミトコンドリアにどのような影響を与えるのかをタイムラプスイメー
ジング法をもちいて明らかにする。 

(2)低酸素および OGD が軸索内ミトコンドリアの形態にどのような影響を与えるかを、透過型
電子顕微鏡（TEM）を用いて観察する。 

 
３．研究の方法 
 動物実験および組換え遺伝子の使用にあたり所属機関の承認を得た。 
 
軸索内のミトコンドリアの観察 
(1)レンチウイルスベクターの作製 
 生細胞のミトコンドリアを標識するため、レンチウイルスベクターを用いた。ミトコンドリ
ア移行シグナルと蛍光色素(DsRed2)をコードしたコンストラクトを Clontech 社より購入し、
Invitrogen 社のレンチウイルスベクター作製キット(ViraPower HiPerform Lentiviral 
Expression System)を用い目的遺伝子をレンチウイルス内に構築し、実験に用いた。 
 
(2)末梢神経細胞初代培養 

胎生 18-20 日の SD ラット胎仔を培養に用いた。培養は 37°C、95% air+5% CO2、湿度 100%
の環境で行い、培養液は Neurobasal Medium (Life tech.)に Gluta Max と B27 およびビタミン
Cを添加したものを用い、2-3日おきに交換した。培養開始4-5週間後にレンチウイルスにより、
目的遺伝子を末梢神経細胞に導入し、更に 2-3 週間培養を継続し、タイムラプスイメージング
に用いた。 
各群（Control、Hypoxia、Low Glucose、OGD）の影響

は、全体で 6週間を経過した培養細胞に、対照群(Cont)、
0.5%酸素(Hypoxia)、低グルコース(Low Glucose)、0.5%
酸素と低グルコースを合わせた郡(OGD)を無血清培地お
よび低酸素インキュベーターを用いて作成した。 
 
(3)タイムラプスイメージングとデータ解析 
タイムラプスイメージングは Axio Observer Z1 (ZEISS)

を用い、ステージにはチャンバーを設置し、37℃、湿度
100%の条件下で 95% air +5% CO2 または、0.5%O2+5% CO2
状態で観察した。観察前日に培養液を DMEM(high glucose)
に交換し、タイムラプしイメージを取得した。データは 6
秒間隔で 200 枚(20 分間)取得した(Pre)。その後、それぞ
れの条件下で 24 時間培養し、同じ軸索を同定し、同様の
条件でイメージを取得した(Post)。  
 
(4)透過型電子顕微鏡(TEM)による観察 
OGD 環境に 24 時間暴露した初代末梢神経培養細胞をグ

ルタールおよびオスミウムで固定し、脱水、エポン包埋の
後に薄切し、透過型電子顕微鏡を用いて観察した。 
 
４．研究成果 
(1)輸送ミトコンドリアの数の変化（図１，２） 
 0.5％酸素群（Hypoxia）、低グルコース群(Low Glucose)
および、対照群（Control）の各群間において輸送ミトコ
ンドリアの数に有意な差は観察されなかった。低酸素・低
グルコース群（OGD）では Control および Hypoxia と比較
して、輸送ミトコンドリア数の有意な減少を観察できた。
また、一部の OGD では輸送ミトコンドリアをもたない軸索

図１．各群の輸送ミトコンドリア
の kymograph 

図２．各群の輸送ミトコンドリア数
の変化量 



も観察された。 
 
(2)透過型電子顕微鏡（TEM）による観察（図３） 
 TEM による軸索内ミトコンドリアの観察は、
Control と OGD のみで行った。その結果、Control で
は、明瞭なクリステを有するミトコンドリアが観察さ
れたが、OGD では膨化したミトコンドリアが観察され
た。加えて、OGD では、周囲の細胞のネクローシス像
も観察された。 
 
(3)まとめ 
 今回の実験では、24時間の低酸素（0.5%）のみの
刺激では軸索内ミトコンドリアの輸送に大きな変
化を与える可能性は低いことが示唆された。一方、
24 時間の OGD は輸送ミトコンドリアの数を減少 
させ、軸索内ミトコンドリアの形態を変化させる可能性が示された。また、同時に２４時間の
OGD では細胞のネクローシスも誘導する可能性も示唆したので、今後は、暴露時間を短くして、
各群の軸索内ミトコンドリアの動態を観察することが必要だと考える。 
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図３．Control（A、A’）と OGD（B、B’）の

軸索内ミトコンドリアの TEM 像 
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