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研究成果の概要（和文）：本研究では培養モデルにおける生細胞イメージングや最先端の3次元的超微形態解析
技術を用いることで、軸索におけるミトコンドリア機能維持の破綻にミトコンドリア輸送の障害が深く関わるこ
と、またミトコンドリアと小胞体との相互作用の変化とそれに関連する分子の発現が、脱髄軸索の病態に関わる
可能性を明らかにした。本研究の成果は神経軸索の機能維持に関わる機構の解明に貢献するだけでなく、脱髄疾
患における軸索維持を標的とした新しい治療戦略の開発につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Using live imaging in in vitro models and cutting-edge three dimensional 
ultrastructural analyses, this study revealed that impaired mitochondrial transport is associated 
with disruption of maintenance in mitochondrial functions, and also that alterations of interaction 
between mitochondria and endoplasmic reticulum and molecular expression related to the interaction 
are associated with pathophysiology of demyelinating diseases. The results of this study contribute 
to elucidation of mechanisms regulating functions of neuronal axons, and would lead to development 
of new therapeutic strategies targeting axonal maintenance in demyelinating diseases.

研究分野：解剖学、神経科学、細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミトコンドリアは細胞の代謝に重要な役割を果たし、またその動態と機能維持に関わる分子は様々な神経変性疾
患における軸索障害に関与する。本研究ではミトコンドリア輸送を介するメカニズムによってミトコンドリアの
機能維持が制御されていることを明らかにした。またミトコンドリアと小胞体の間のオルガネラ間相互作用が神
経伝達と神経の長期的生存に重要な役割を果たす髄鞘の疾病の病態生理に深く関わることを明らかにした。本研
究の成果は神経軸索の機能維持に関わる機構の解明に貢献するだけでなく、脱髄疾患における軸索維持を標的と
した新しい治療戦略の開発につながると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアはエネルギー産生などの細胞の代謝に重要な役割を果たし、またその機能維
持には、動きや局在、分裂と融合などのダイナミクス(動態)の制御が必要である。ミトコンド
リアの動態に関わる分子は様々な神経変性疾患における軸索障害に関与し、またその制御が病
態を改善する。ミトコンドリアのターンオーバーはミトコンドリアの機能維持に必須であると
考えられ、また小胞体とミトコンドリアの相互作用（Mitochondria associated membrane; MAM）
はミトコンドリア機能維持に重要な役割を果たすと考えられた。髄鞘は軸索の跳躍伝導と長期
的生存に重要な役割を果たしており、ミトコンドリア機能の恒常性を維持する機構が軸索の生
存において果たす役割は、髄鞘関連疾患において極めて大きいと考えられた。しかし、実際に
ミトコンドリアのターンオーバーや小胞体とミトコンドリアの相互作用がどのように維持され、
そして髄鞘関連疾患でどのような役割を持つのかについては、ほとんどわかっていなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、軸索のミトコンドリアのターンオーバーとミトコンドリア-小胞体相互作用
を詳細に解析する手法を確立し、関与する因子を同定するとともに、髄鞘疾患をモデルとして、
その制御が軸索変性に及ぼす影響について検討することであった。そのため、無髄・有髄軸索
のミトコンドリアのターンオーバーに関与する因子の役割を解明し、軸索のミトコンドリア-
小胞体の相互作用の時間的・空間的変化を観察し、関与する因子の役割を明らかにすることを
目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究ではミトコンドリアのターンオーバーおよび小胞体との相互作用の時間的・空間的変
化を詳細に明らかにするため、まず(i)蛍光ラベルによるミトコンドリアと小胞体のライブイメ
ージングと、(ii)分子ラベルを応用した 3次元的超微形態解析を組み合わせたアプローチの確
立を目指した。その後、培養モデルへの遺伝子導入や遺伝子組み換えマウスにこれらのアプロ
ーチを応用することで、関連分子の制御がオルガネラの動態や軸索の生存に及ぼす影響を評価
した。 
 
４．研究成果 
 ラット脊髄神経節培養を調整し、神経細胞にミトコンドリア標的蛍光蛋白 Dendra2
（mitoDendra2）をレンチウイルスベクターを用いて導入した。有髄および無髄軸索において紫
外線照射で色変換(緑色→赤色)後、共焦点レーザー顕微鏡下で長期(10 時間以上)のライブイメ
ージングを行い、静止ミトコンドリア内の赤色蛍光蛋白と外部から輸送される緑色蛍光蛋白の
ターンオーバーを観察した。その結果、多くのミトコンドリアが軸索内において非常に安定な
状態で長時間静止していること、さらにより大きな静止ミトコンドリアは長時間静止すること
がわかった。また、変換後に色の戻る速度（ターンオーバー）と相関する因子の同定を試みた
ところ、軸索におけるミトコンドリアの輸送速度と輸送されるミトコンドリアの数が有意に相
関することが分かった。一方で、長時間静止する大きなミトコンドリアのターンオーバーと相
関する因子として、軸索におけるミトコンドリアの総量やミトコンドリアの長さ（融合傾向）
はあまり影響しなかった。 
 次に、実際に輸送速度や輸送されるミトコンドリアの数の変化がターンオーバーに影響する
可能性について検討を進めるため、DRG神経細胞にレンチウイルスベクターを用いてミトコン
ドリアとその輸送蛋白を結合するMiro蛋白を強制発現させた系を用いて、ターンオーバーの変
化を解析した。Miro の強制発現はミトコンドリアの輸送を更新すると過去に報告されている。
実際に強制発現させた軸索では輸送されるミトコンドリアの数が有意に増加しており、また同
時にターンオーバーの速度も有意に亢進していた。次に同様にレンチウイルスベクターを用い
て、ミトコンドリア融合蛋白Mfn2の変異蛋白(Mfn2R94Q)を発現させた系において変化を解析
した。Mfn2変異蛋白の発現は過去の報告と同様、ミトコンドリアの輸送を抑制し、またターン
オーバーも抑制した。また、ミトコンドリア生合成に関わる AMPK シグナルを活性化させる
AICAR処理によっても、ミトコンドリア輸送が増加し、ターンオーバーが更新することが観察
された。一方で、長期の培養下ではミトコンドリア輸送とターンオーバーの減少が認められ、
これらは有髄軸索の傍絞輪部で顕著であった。実際、マウス尾神経の有髄軸索の 3次元超微形
態解析では、加齢に伴って異常な形態のミトコンドリアが傍絞輪部で顕著に増加していた。以
上から、軸索の静止ミトコンドリアではミトコンドリアの輸送に依存する分子のターンオーバ
ーが起こること、加齢などによるミトコンドリアの輸送の低下が有髄軸索の傍絞輪部を中心と
してミトコンドリアの異常を起こすことが示唆された。 
次にミトコンドリア標識および小胞体標識蛍光蛋白を培養神経細胞に導入し、有髄および無
髄軸索において共焦点レーザー顕微鏡下で長期(10 時間以上)のタイムラプスイメージングを行
い、静止および輸送ミトコンドリアと小胞体の動態および光学顕微鏡レベルの共分布の時間的
変化を検討した。その結果、ミトコンドリアと小胞体の分布は相関関係を示し、静止ミトコン
ドリアが長時間滞在している軸索部分の小胞体の蛍光強度が高い傾向がみられた。また、マウ
スの尾神経を用いて、ミトコンドリアと小胞体の変化をミクロトーム組み込み式走査型電子顕
微鏡を用いて解析を開始した。その結果、ミトコンドリアと小胞体の分布に相関関係がみられ、



また豊富なミトコンドリアと小胞体の接触部（mitochondria associated membranes）がみられる
ことがわかった。 
続いてミクロトーム組み込み式走査型電子顕微鏡を用いて、マウスの中枢神経系の解析を行
った。その結果、ミトコンドリアと小胞体の豊富な接触部（MAM、mitochondria associated 
membranes）が軸索において認められた。またミトコンドリアの分裂がミクログリアの活性化
に伴って顕著にみられるなどの結果が得られた。 
慢性進行性脱髄モデルで、有髄および脱髄軸索におけるミトコンドリアと小胞体の 3次元超
微形態解析を行った。その結果、慢性脱髄下では軸索のミトコンドリアが占める体積率と、個々
のミトコンドリアの体積の大きな増加がみられた。この肥大化したミトコンドリアではミトコ
ンドリアと小胞体の接触部（MAM）の密度の増加が認められ、またMAMに関連すると報告さ
れている Mfn2 の発現増加を伴っていた。一方、変性した脱髄軸索においてはミトコンドリア
の腫脹と同時に顕著な断片化がみられるが、MAM の密度に大きな変化は見られなかった。本
脱髄モデルの結果から、軸索変性と MAM の変化は独立して制御されうること、また個々の
MAMの形態的特徴とミトコンドリアの分裂融合との相関関係も明らかになった。 
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