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研究成果の概要（和文）：エネルギー代謝系は細胞・組織から個体レベルの各階層で生体恒常性を維持すると共
に正常な心身の発達・発育にも不可欠であり，その破綻は様々な代謝異常やそれに伴う精神遅滞などに結び付
く。本研究では，色々な代謝環境下における初代培養ニューロンの生育状態を検証すると共に，エネルギー代謝
を担う核内受容体やその転写共役因子の機能を探るため，細胞内／核内動態を検証し一定の成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Energy metabolism system is essential for the normal development of our body
 as well as for biological homeostasis in the cellular, tissue/organ and individual levels. On the 
other hand, the disruption of energy metabolism can cause variety of metabolic disorders concomitant
 with hypophrenia. This research project elucidated growth and development of primary hippocampal 
neurons under different energy metabolism conditions. Additionally, the investigator obtained the 
results demonstrating the intracellular/subnuclear dynamics of nuclear receptors and transcriptional
 coactivators that control energy metabolism.

研究分野： 神経内分泌学，内分泌・代謝学，組織細胞生物学

キーワード： 海馬初代培養ニューロン　ERR　LRPGC1　SAFB1　乳酸　グルコース

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
海馬由来初代培養ニューロンについて，グルコース枯渇下すなわち解糖系非依存的条件における乳酸やピルビン
酸による生存維持，突起伸長効果を示した。また，エネルギ―代謝のマスターレギュレーターPGC1αのスプライ
シングバリアントをラット視床下部から見出しLRPGC1と名付け，その乳酸による核移行や乳酸代謝促進作用を示
した。更に，エネルギー代謝を担う核内受容体であるエストロゲン関連受容体ERR（α，β，γ）の転写抑制機
構として，核マトリクス結合因子SAFB1との相互作用による核内動態変化が関与することを明らかにした。以上
の成果は，エネルギー代謝に関わる様々な病態の解明に基礎的な知見を与えるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
エネルギー代謝系は細胞・組織から個体レベルの各階層で生体恒常性を維持すると共に，正常な心身
の発達・発育にも不可欠であり，その破綻は様々な代謝異常やそれに伴う精神遅滞などに結び付く。代
謝の各段階を調節する酵素系の遺伝子発現は転写因子によって制御され，生体内外からの刺激，スト
レスやその時々のエネルギー要求などに応じた転写調節がなされる。一方，このような環境や状況など
の変化に応じた遺伝子発現の制御機構には不明点が多い。本研究では，発生段階・幼若期の神経系
列細胞が解糖系有意なエネルギー産生様式を好気的代謝により依存度の高いエネルギー代謝へと代
謝を変換させる現象，代謝リプログラミングに着目し，ニューロン発達段階における転写制御システムの
変化とニューロン成長との関連性を探ること目指し，基礎的な検討を開始した。 
 
２．研究の目的 
ニューロンの生育におけるエネルギー代謝の役割を明らかにすると共に，エネルギー代謝を調
節する転写因子の作用メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
３－１）胎齢 18 日のラット海馬由来初代培養系細胞を用い，様々なエネルギー代謝条件下でニ
ューロンの突起の伸長状態を観察した。 
３－２）エネルギー代謝に関係する核内受容体やその転写共役因子を蛍光ラベルし，生細胞にお
いて細胞内・核内動態を解析した。また，動態と機能，特にエネルギー代謝との関連性を検証し
た。 
 
４．研究成果 
①ニューロンの生育における解糖系や乳酸など有機酸との関連性を探る目的で，ラット海馬由来初代
培養系での検討を行った。微細形態の観察を可能とするため，細胞はガラスボトムディッシュまたはチャ
ンバースライドに播種した。細胞接着のためのコーティング剤は，ポリ-L-リジン，ポリエチレンイミン
（PEI），コラーゲンを検討し，より長期的な接着性の良さから PEI を使用することとした。培養方法につい
ては，胎齢 18 日齢の Wistar ラットから採取した海馬由来の初代分散培養細胞を培養開始日を days in 
vitro (DIV) 1 とし，DIV1～3 までは 4.5 g/L グルコース存在下にて培養，DIV3 で PBS（-）にて 3 回洗浄
後，グルコース（-)かつインスリン（-）の培地による培養を開始した。当該培地に 5 mM の乳酸あるいはピ
ルビン酸を添加し，対照群として有機酸の未添加群と 4.5 g/L グルコース添加群を準備した。ニューロ
ンの形態は抗 MAP2 抗体による蛍光免疫染色および Fluorescein-Phalloidin 染色を施して観察した。そ
の結果，乳酸，ピルビン酸，グルコースのいずれも添加しなかった場合，数日以内に細胞が死滅した。
また，まだプリリミナリーな状態ではあるが，乳酸やピルビン酸の添加群では形態学的にはグルコース添
加群と同程度の突起伸長が認められた。一方，モノカルボン酸輸送体の阻害剤である 4-CHCA を添加
すると乳酸添加群で認められた突起伸長が抑制されたことから，ニューロン内に取り込まれた乳酸等が
呼吸基質となって突起伸長を促すことが示唆された。また，初代培養ニューロンは生育条件によっては
解糖系をスキップしたエネルギー産生により生存維持が可能であると考えられた。現在，突起伸長等の
定量化のため，バーチャルスライド等を用いた撮像条件の検討を進めている。 
 
②ラット視床下部より，好気的エネルギー代謝のマスターレギュレーターとして知られる転写共役因子
PGC1αのスプライシングバリアントを見出した（DDBJ/EMBL/GenBank accession # LC227803）。13 個
のエクソンからなるラット PGC1αは 796 アミノ酸（aas）から構成されるが，当バリアントは第 6-第 7 エクソ
ン間におけるイントロン由来の終止コドンを含む 31 bp の挿入により僅か 269 aas しか無く，また，早いタ
ーンオーバサイクルを持つ PGC1αとは異なり，ユビキチン-プロテアソーム系による分解に対し高い耐
性を示した。 

蛍光標識すると PGC1α は核に，当バリアントは細胞質にそれぞれ局在した。乳酸を添加すると，
PGC1α の局在は変化しなかったが，当バリアントは細胞質から核への移行を示した。この性質から，当
バリアントには Lactic Acid-Responsive Form of PGC1（LRPGC1）と名付けた。LRPGC1 は核移行シグナ
ル（NLS）のコンセンサス配列を欠き，核外移行シグナル（NES）のコンセンサス配列を 2 ヶ所持つ。これ
らの NES を個別に欠失させるといずれの場合も LRPGC1 の核局在割合が有意に増加したので，
LRPGC1 の細胞質局在は 2 ヶ所の NES サイトに依存することが判明した。また，乳酸による LRPGC1 の
核移行には分子シャペロン HSC70 との相互作用による NES の不活性化が関与することが明らかとなっ
た。 

PGC1αはエネルギー代謝を担うオーファン核内受容体であるエストロゲン関連受容体 ERR（α，β，
γ）による転写を活性化することから，LRPGC1 の ERR に対する機能を検証したところ，LRPGC1 は乳
酸存在下で ERRγ と直接的に相互作用し，その転写を強く亢進することが判明した。肝腫瘍由来細胞
株 HepG2 から PGC1 遺伝子をノックアウト（KO）すると，乳酸代謝量は著しく減少した。PGC1 KO 細胞
の乳酸代謝量は LRPGC1 の導入によって回復したが，PGC1α や ERRγ と相互作用しない変異型
LRPGC1（LRPGC1LKKAA/AAKYL）を導入しても回復しなかった。また，HepG2 細胞から ERRγ をノックダウ
ンした場合も乳酸代謝量は有意に低下した。最終的に，LRPGC1 は核内において ERRγとの相互作用



を介してミトコンドリア転写因子 A（TFAM）遺伝子の発現を亢進し，その結果ミトコンドリアを活性化する
ことで乳酸代謝を促進することが明らかとなった。 

現時点では，LRPGC1 の神経系における役割は不明である。ニューロンに発現させた際の LRPGC1
の機能を今後明らかにしてゆく予定である。 
 
③転写制御因子の細胞内動態は遺伝子発現の調節と密接に関わるが，ERR（α，β，γ）の核内動態
とその転写制御における役割は不明である。そこで，これらを明らかにするために生細胞イメージングを
行い，ERR による転写を抑制する合成リガンド Diethylstilbestrol（DES）添加後の ERR の局在変化を経
時的に観察した。 

蛍光標識した各サブタイプの ERR（α，β，γ）を COS-1 細胞に発現させると，いずれも核に局在し
た。DES を添加すると，5～20 分でいずれのサブタイプの ERR も核内で顆粒状のクラスターを形成した。
光褪色後蛍光回復（FRAP）法により，DES 添加後に ERR（α，β，γ）の核内における可動性が低下す
ることが判明した。これらの所見は，ERR が核内構造体と相互作用することを示唆しており，網目状骨格
構造である核マトリクスに結合する転写抑制因子 Scaffold Attachment Factor B1（SAFB1）の関与を想定
した。SAFB1 と各サブタイプの ERR を蛍光標識し COS-1 細胞に共発現させ DES を加えると，SAFB1 と
ERR の核内顆粒状クラスターは共局在した。HepG2 細胞を用い，SAFB1 と ERR の核における共局在を
内在性タンパクのレベルでも確認した。共免疫沈降法により，いずれのサブタイプの ERR も SAFB1 と相
互作用すること，DES により両者の相互作用は顕著に促進されることが示された。SAFB1 との共発現に
より，ERR 応答配列における ERR の転写活性はいずれのサブタイプでも有意に低下した。 

以上より，転写活性と連関した ERR の核内動態変化が明らかになると共に，SAFB1 が ERR の新たな
転写抑制因子であることが判明した。また，ERR は核内で SAFB1 を介して可動性を低下させ，その結
果転写が抑制されることが示唆され，ERR を介したエネルギー代謝系の制御機構は，SAFB1 による核
内動態変化を介した調節を受けることが考えられた。 
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