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研究成果の概要（和文）：本研究では神経損傷を受けた運動ニューロンが再生能力を賦活化するため一旦未熟な
状態に若返るメカニズムの一端を明らかにすることを目指した。このプロセスでは多様な損傷応答反応が協調し
て引き起こされるが、そのうちのどれか一つでも破綻すると変性・脱落が惹起されると考えられる。そこで同じ
神経損傷に対して再生・変性と逆の運命を辿るようデザインした２種類のマウスを用い、再生か変性かを決定す
る分岐点となるメカニズムを探索した。その結果、当初の予想とは異なるものの損傷運動ニューロンがタンパク
質分解を介して一旦未熟な状態に逆戻りし神経再生を促すエネルギーを確保する新しいメカニズムを明らかにす
ることができた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the mechanism by which damaged motor neurons 
transit to an immature state to activate their regenerative capacity. In this process, various 
damage responses occurred in a coordinated manner, and the failure of any one of the damage 
responses is considered to induce degeneration. We searched for the mechanism using two types of 
mice that were designed to be destined for regeneration or degeneration in response to nerve injury.
 We found a new mechanism in which damaged motor neurons use proteolysis to transit to an immature 
state and satisfy energy demand in injured axons. 

研究分野：神経科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
損傷や変性疾患、老化によりダメージを受けた神経細胞が変性に至る過程は様々である。損傷ニューロンが神経
変性を免れ神経再生を適切に進行させることができれば神経ネットワークに再び組み込まれるポテンシャルは高
い。このため神経再生能力を賦活化するメカニズムを理解することは神経再生のロードマップ作成を目指す上で
極めて意義が高く、再生医療や予防医療の発展に貢献することが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

成熟運動ニューロンは、神経系の中では例外的に神経損傷を受けても再生・修復することが

可能である。神経損傷を受けた運動ニューロンは、一旦未熟な状態に若返ることで潜在的な再生

能力を賦活化する一種の“セルフリプログラミング”機構を備えているのではないかと考えら

れる。このプロセスは遺伝子レベル、蛋白質レベル、オルガネラレベル、さらには細胞間相互作

用レベルに至るまで複数階層に渡った損傷応答反応により協調して引き起こされる。一方、運動

ニューロン変性疾患である ALS 運動ニューロンも疾患によるダメージに応答し神経損傷を受け

た運動ニューロンと共通の損傷応答を数多く惹起するが、変性・脱落を引き起こす。これは複数

階層のいずれかの損傷応答が破綻しリプログラミングの進行が阻まれているためである可能性

が高い。このような多階層にわたり制御される損傷ニューロンの再生・修復を理解するには多種

多様な細胞が混在する in vivo で研究を進める必要があり、そのため損傷ニューロン特異的に

遺伝子操作できるツールが必要となってくる。私たちが作製した Atf3:BAC Tg マウスはこうし

た in vivo での神経再生・変性研究に極めて有用なツールである。Atf3:BAC Tg マウスは神経損

傷に鋭敏に応答する転写因子 Atf3 遺伝子の発現制御を忠実に模倣し、損傷を受けたニューロン

特異的にミトコンドリアを GFP 標識すると同時に cre リコンビナーゼを発現誘導し特定遺伝子

発現を ON/OFF 制御できる。ミトコンドリアをレポーターとすることでそのダイナミクスから神

経細胞の状態を窺い知ることも可能である。 

このマウスシステムを利用しシンプルで再現性の高い神経損傷モデルで、再生運動ニューロ

ンと変性運動ニューロンとの間の相違からリプログラミング機構を明らかにできるのではない

かと考えた。そこで ALS をはじめとした神経変性疾患ではプロテアソーム機能不全に陥ること

が広く認知されていることに着目した。ALS 運動ニューロンはプロテアソーム機能不全のため疾

患によるダメージにうまく対応できず変性脱落に至ると考えられるからである。Atf3:BAC Tg マ

ウスを用いて損傷運動ニューロン特異的にプロテアソームを欠損するマウスを作製したところ、

ALS 様の変性脱落を引き起こすことが明らかになった。これにより神経損傷モデルを用いて再生

運動ニューロン、変性運動ニューロンを遺伝子発現レベルから細胞間相互作用レベルに至るま

で比較することが可能になり、リプログラミングに関わるメカニズムの一端を解明できると考

えた。さらに Atf3:BAC Tg マウスを筋萎縮性側索硬化症（ALS）モデルマウスと交配すると、神

経損傷せずとも疾患によるダメージに応答して ATF3 を発現誘導する脆弱性の高い変性運動ニュ

ーロンを選択的に GFP 標識することも明らかになった。このため神経損傷モデルを用いて明ら

かになったリプログラミング機構の作動状態を ALS 運動ニューロンで検証することも可能にな

った。これらツールが揃った状況で、これまで不明であったリプログラミングメカニズムの一端

を明らかにしたいと考えた。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、同じ神経損傷に対して耐性を持ち再生可能な運動ニューロンと ALS 様の変性脱

落を示す運動ニューロンとを比較し、再生能力を賦活化するリプログラミングに関わる分子メ

カニズムを明らかにすることを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

（１）マウスモデル 

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 標識すると同時に 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

胞特異的にプロテアソームサブユニットの一つである Rpt3 を欠損するマウス（Rpt3 CKO マウ

ス、Atf3:BAC Tg マウスと Rpt3 floxマウスを交配）を用いた。Rpt3 floxマウスは京都大学高

橋良輔先生より供与していただいた。Atf3:BAC Tg マウスと ALSモデルマウスである SOD1G93Aマ

ウスとを交配し脆弱性の高い変性運動ニューロンを選択的に GFP 標識する Atf3:BAC; SOD1G93Aマ

ウスを得た。 

Atf3:BAC Tg マウスと Rpt3 CKO マウスの片側舌下神経を切断し、舌下神経損傷モデルを作製

した。 

 



（２）神経再生関連遺伝子発現解析 

健常側と損傷側の舌下神経核を回収し神経再生関連遺伝子の mRNA 発現変動を定量 PCRにて、

タンパク質発現変動をウエスタンブロットにて解析した。 

（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科学を行った。

損傷神経内のミトコンドリア数を評価する際は染色をすることなく軸索をホールマウントで観

察した。さらに灌流固定後の脳を Cubic試薬により透明化し、Lightsheet顕微鏡にて GFP 標識

された損傷運動ニューロンおよび軸索内のミトコンドリアを可視化した。 

 

 

４．研究成果 

研究開始当初、神経再生・変性の分岐点にはゲノムレベルでの遺伝子発現制御の相違が関与

するのではないかと考えた。そこでまず、Atf3:BAC Tg マウスと損傷運動ニューロン特異的プロ

テアソーム欠損マウス（Rpt3 CKO）の舌下神経損傷後、それぞれのマウス約 10 匹から舌下神経

核を回収し神経再生関連遺伝子の発現動態をスクリーニングした。予想に反し、再生・変性の運

命の違いに関わらず、いずれのマウス運動ニューロンも神経損傷に対して同様の遺伝子発現制

御を示すことが明らかになった。ところが、プロテアソームを欠損した損傷運動ニューロンはそ

の後 p62 や TDP43 の蓄積を示し変性脱落した。このことは、変性脱落に至る損傷運動ニューロン

であってもゲノム〜転写レベルで一旦はリプログラミング機構のスイッチが入ることを示唆し

ていた。そこで転写レベル以降に目を向け再生と変性の分岐ポイントにあるメカニズムを探索

した。 

舌下神経損傷後の Atf3:BAC Tg マウスと Rpt3 CKO マウスの脳を透明化すると、３次元で GFP 

標識された損傷ニューロンおよび軸索を可視化しミトコンドリア動態をモニターすることが可

能である（図１）。透明化脳を観察した結果、プロテアソームを欠損した損傷運動ニューロン軸

索内の GFP 標識ミトコンドリアの数が顕著に減少することが明らかになった。この理由として、

軸索の根元にある特殊構造である軸索初節(AIS)に局在するタンパク質が神経損傷に応答した運

動ニューロン内でプロテアソームの標的となっており、プロテアソームを欠損した損傷運動ニ

ューロンでは AIS タンパク質を分解できないためであることを突き止めた。AIS は成熟ニューロ

ン軸索の根元で細胞体から軸索末端に輸送される物資を選別するゲートとして機能すると考え

られている。神経再生時の軸索では大量にエネルギーを必要とするため非常に多くのミトコン

ドリア供給が必要とされる。このエネルギー需要を満たすため一時的に AIS のゲート構造が壊

され軸索へのミトコンドリア流入の制限が解除されることが明らかになった。しかし、プロテア

ソームを欠損すると損傷に応答して AIS を分解することができないためこのメカニズムが作動

せず、ミトコンドリアが十分量軸索へ輸送されず結果として変性に至ることが明らかになった。

プロテアソーム欠損損傷運動ニューロンで分解されず残存している AIS を shRNA により強制的

に抑制すると、軸索内へのミトコンドリア流入は増加した。さらに、疾患によるダメージを受け

た ALS マウス運動ニューロンでもプロテアソーム欠損損傷運動ニューロン同様に AIS が分解さ

れずに残存することが明らかになった。AIS は成熟ニューロン特有の構造であり未熟なニューロ

ンには存在しない。したがって損傷に応答した運動ニューロンは再生に必要なエネルギーを確

保するために敢えて AIS を分解し自らを未熟な状態に逆戻りさせると考えられる（図２）。当初

の予想とは異なる仕組みではあったが、タンパク質レベルでのリプログラミング機構が本研究

により明らかになった。 

研究開始当初、ゲノムレベルでの遺伝子発現制御からリプログラミング機構を明らかにする

ため、GFP で標識される損傷運動ニューロンを sorting しゲノムや転写産物を解析することを試

みた。しかしサンプル調整法を改善しても sorting を行う過程で損傷運動ニューロンの

viability、回収効率が著しく低下した。このため Atf3:BAC Tg マウスを用いて損傷運動ニュー

ロンの核を特異的に蛍光標識するマウスを作製し、損傷運動ニューロンの核を sorting しゲノ

ムレベルでの解析をする方法に切り替えることにした。これについては期間中に終了しなかっ

たため今後の課題として残された。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 損傷運動ニューロンのリプログラミングを促すメカニズム
損傷を受けた運動ニューロンは成熟ニューロンの特徴であるAISを
積極的に壊し神経再⽣能⼒を賦活化する

＜正常運動ニューロン＞ ＜損傷運動ニューロン＞

障害 蛍光標識された
ミトコンドリア

プロテアソーム
AIS AIS

図１ Atf3:BAC Tgマウス脳の透明化３次元画像
損傷運動ニューロン特異的にミトコンドリアが蛍光標識される

Atf3:BAC Tgマウス

損傷運動ニューロン
細胞体

損傷軸索

GFP
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ダメージ応答メカニズムに光を当てた神経再生・変性研究

組織損傷における神経再生・変性メカニズム

マウス脳内でのダメージに対する緊急応答メカニズム

神経損傷に応答したニューロンの若返りと神経再生能力の賦活化



2023年

2023年

2023年

2023年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第 13 回名古屋大学大学院医学系研究科・生理学研究所 合同シンポジウム

第46回日本神経科学会（招待講演）

第66回日本神経化学会（招待講演）

日本疲労学会
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組織損傷を感知して作動する神経依存性組織修復メカニズム

軸索初節のダイナミクスと神経再生・変性

組織損傷に応答してスイッチオンされる神経依存性創傷治癒

繰り返し寒冷ストレス誘発性線維筋痛症モデルにおけるミクログリア除去による疼痛抑制
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第128回日本解剖学会総会・ 全国学術集会（招待講演）

Neuro2022（招待講演）
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桐生寿美子、木山博資

Sumiko Kiryu-Seo, Hiroshi Kiyama
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軸索初節の分解と神経再生・変性

The plasticity of the axon initial segment during neurodegeneration and neuroinflammation

Morphological analyses for mitochondrial localization in the axon initial segments (AIS) of nerve injured-motor neuron and
microglial activation around AIS

TC10は小胞上からの特異的なシグナル伝達経路による微小管の安定化を介して軸索伸長を促進する
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第12回名古屋大学医学系研究科・生理学研究所合同シンポジウム

第６４回日本神経化学会大会（招待講演）

第１２６回日本解剖学会総会・全国学術集会/ 第９８回日本生理学会大会合同大会

第１２６回日本解剖学会総会・全国学術集会/ 第９８回日本生理学会大会合同大会

 ３．学会等名

 ３．学会等名
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Injured motor neurons lose polarity in a proteasome-dependent manner to increase the mitochondrial transport into
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Analysis of pain mechanism in an animal model for the fibromyalgia induced by repeated cold stress

障害を受けた運動ニューロンが軸索変性を免れる新たな仕組み

The dynamics of the AIS during neuronal injury
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