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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアはエネルギー産生のみならず、細胞障害においても重要な役割を果たす。ま
た、ミトコンドリアは融合と分裂を頻繁に繰り返しながら、形態をダイナミックに変化させていること（ミトコンドリ
アバイオジェネシス）も明らかとなってきており、疾患との関連性が注目されている。本研究では、このようなミトコ
ンドリア障害とバイオジェネシスが虚血性神経細胞障害や虚血耐性現象において果たす役割を検討した。その結果、ミ
トコンドリアクリステ構造変化に関わるバイオジェネシス関連蛋白質の発現変化が、脳虚血後アポトーシスを誘導する
ものと考えられた。また、虚血耐性獲得にはミトコンドリア融合の亢進が関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria play a pivotal role not only in energy production but also in cell 
death. In addition, recent studies have revealed that mitochondria are remarkably dynamic organelles that 
migrate, divide and fuse. Much attention has been paid to this phenomenon, called mitochondria 
biogenesis, in connection with various diseases. In this study, we elucidated the roles of mitochondria 
injury and biogenesis in ischemic neuronal injury and ischemic tolerance. Our results suggest that the 
expression change of mitochondria biogenesis related protein would lead apoptosis after ischemia, and 
mitochondria fusion might be associated with acquisition of ischemic tolerance.
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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のみな
らず、細胞障害においても重要な役割を果た
す。虚血性神経障害においても、ミトコンド
リアは中心的な役割を担い、ミトコンドリア
内に存在するアポトーシス関連蛋白質が神
経細胞死を誘導することが広く知られてい
る。このアポトーシス誘導の機序は依然とし
て解明されていないが、近年、 HS-1 
associated protein X-1 (Hax-1)の果たす役
割が注目されている。Hax-1 は B 細胞のシグ
ナル伝達物質として発見されたが、血液系細
胞のみならず様々な細胞のミトコンドリア
に発現し抗アポトーシス作用を有すること
が明らかとなっている。種々の疾患における
この Hax-1 の役割が解明されつつあるが、こ
れまで虚血性神経障害における役割は検討
されていない。 
 また、ミトコンドリアが、生細胞の中で融
合と分裂を頻繁に繰り返しながら、形態をダ
イナミックに変化させていることも明らか
となってきている（ミトコンドリアバイオジ
ェネシス）。ミトコンドリアは外膜と内膜に
より形成され、融合と分裂には、GTP 加水分
解酵素（ GTPase ）である Mitofusion 1 
(MFN1)/MFN2 、 Dynamin-related protein 1 
(Drp1)、Optic atrophy 1 (OPA1)等が関与し
ている。MFN1/2 は外膜に局在し、二つのミト
コンドリアを融合する。細胞質と外膜の両者
に局在する Drp1 は、外膜に存在する Fis1 と
共に分裂に関わる。また、OPA1 は膜間腔に存
在し、融合および内膜クリステ構造形成に関
与する。このようなミトコンドリアバイオジ
ェネシスの意義は、まだ十分に解明されてい
ないが、エネルギー需要に応じて、ミトコン
ドリアを renewal し、細胞内の適切な部位に
再配置するものと考えられている。また、細
胞傷害ストレスにも密接に関与し、分裂は細
胞死を誘導し、融合は保護効果を有すると考
えられている。更に、GTPase は、アポトーシ
ス経路や細胞周期蛋白質を介した細胞死発
現にも直接関与しており、OPA1 はアポトーシ
ス刺激によりクリステ構造を変化させ、
cytochrome c を細胞質へ放出する。この OPA1
を介したクリステ構造変化には、ミトコンド
リア内膜に存在するセリンプロテアーゼで
あるpresenilin-associated, rhomboid-like 
(PARL)が関与することが報告されている。以
上のようなミトコンドリアバイオジェネシ
スおよび GTPase の役割は、様々な病態にお
いて検討されるようになってきており、例え
ば 、 MFN2 の 遺 伝 子 変 異 は
Charcot-Marie-Tooth subtype 2A を、OPA1
の遺伝子変異は優性遺伝性視神経萎縮症の
原因となることが明らかとなっている。また、
アルツハイマー病やパーキンソン病におい
てもミトコンドリアの融合と分裂の不均衡
が発病の原因となる可能性が指摘されてい
る。しかしながら、脳虚血病態においては、
未だミトコンドリアバイオジェネシスの役

割は解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、虚血性神経傷害における
ミトコンドリアの役割をミトコンドリアバ
イオジェネシスに注目して検討し、その新た
な機序を解明することである。また、短時間
の軽度の虚血負荷は、引き続く致死的虚血負
荷に対する虚血耐性現象を誘導するが、この
現象におけるミトコンドリアの役割も検討
する。具体的には以下の項目につき、研究を
行った。 
（１）Hax-1 の虚血後発現変化と発現に影響
を及ぼす機序の解明 
（２）PARL と OPA1 の虚血後発現変化と虚血
性神経細胞傷害における役割 
（３）虚血および虚血耐性現象におけるミト
コンドリア形態変化と Mfn や Drp1 の発現変
化 
 
３．研究の方法 
（１）Hax-1 の虚血後発現変化と発現に影響
を及ぼす機序の解明 
 虚血モデルは、マウス一過性前脳虚血モデ
ルを使用した。両側総頚動脈 22 分間の遮断
による虚血後 3、6、24、72 時間で断頭し、
線条体の蛋白抽出および薄切切片作成を行
った。アポトーシスは TUNEL 染色により検出
した。Western blot および免疫染色を行い、
Hax-1 発現を解析した。主要な活性酸素産生
源である NADPH oxidase (NOX)のノックアウ
トマウスを使用し、活性酸素が Hax-1 発現に
及ぼす影響についても検討した。 
 
（２）PARL と OPA1 の虚血後発現変化と虚血
性神経細胞傷害における役割 
 虚血モデルは上述と同様のマウス一過性
前脳虚血モデルを使用した。両側総頚動脈 22
分間の遮断による虚血後 3、6、24、72 時間
に線条体を摘出し、抽出した蛋白質は細胞質
分画とミトコンドリア分画に分画分けした。
Western blot により PARL と OPA1 の発現を解
析した。また、PARL-siRNA 投与が cytochrome 
c の細胞質への放出や神経傷害に及ぼす効果
を検討した。 
 
（３）虚血および虚血耐性現象におけるミト
コンドリア形態変化と Mfn や Drp1 の発現変
化 
 虚血および虚血耐性条件下でのミトコン
ドリアの形態変化は、培養 PC12 細胞のミト
コンドリアを mito-tracker で染色し、検討
した。培養細胞に対する疑似虚血条件として
は、低酸素低グルコース条件（oxygen glucose 
deprivation: OGD ） を 使 用 し た 。
Preconditioning では 6 時間、致死的虚血で
は 15 時間の OGD を負荷した。 
 MfnとDrp1の発現変化はラット一過性前脳
虚血モデルのサンプルで解析した。脱血によ
り平均動脈血圧を 30-35 mmHg に低下させた



状態で両側総頚動脈を 5分間遮断し、前脳虚
血を作成した。虚血耐性モデルでは、3 分間
の両側総頚動脈遮断により preconditioning
を行い、その 2日後に 5分間の致死的虚血を
負荷した。虚血後 1、8、24、72、120 時間に
海馬 CA1 を摘出し、蛋白抽出を行い、western 
blot で発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）Hax-1 の虚血後発現変化と発現に影響
を及ぼす機序の解明 
[結果] 
 Western blot 解析では、HAX-1 はミトコン
ドリア分画に発現を認め、虚血後 3時間より
その発現が徐々に低下し、虚血後 6-72 時間
で有意差をもって減少した（図１）。一方、
細胞質分画でのHax-1の発現は虚血後も認め
なかった。 

（図１）脳虚血後 Hax-1 発現変化 
                 （* p<0.05 vs sham） 
 
 蛍光二重免疫染色では、HAX-1 は非虚血下
で NeuN（神経細胞マーカー）と共発現した。
虚血後には、Hax-1 の発現低下を認め、
western blot の結果と一致していた（図 2）。
また、虚血後 24 時間には TUNEL 染色陽性の
アポトーシス細胞の発現を認めたが、Hax-1
陽性細胞では TUNEL 染色は陰性だった。 

（図２）二重免疫染色（Hax-1・NeuN） 
 
 また、NADPH oxidase ノックアウトマウス
では、Hax-1 の虚血後発現低下が有意に抑制
されていた。 
[考察] 
 以上より、新規ミトコンドリア蛋白質であ
るHax-1の発現低下が虚血後アポトーシスを
誘導する可能性が示唆された。Hax-1 の、抗
アポトーシス効果の機序として、１）ミトコ
ンドリア膜ポテンシャルの維持、２）

Caspase-9 の活性化阻害、３）抗アポトーシ
ス蛋白質 high temperature requirement 
factor A2 (HtrA2)の活性化が挙げられてい
る。虚血後に Hax-1 のこれらの効果が減弱す
ることにより、アポトーシスが誘導されるも
のと考えられたが、今回の検討では十分にそ
の機序は解明されておらず、これは今後の課
題である。 
 本研究結果より、Hax-1 の発現低下には
NADPH oxidase により産生される活性酸素が
関与するものと考えられた。近年、NADPH 
oxidase が産生する活性酸素がミトコンドリ
アからの apoptosis inducing factor の放出
を促すことが報告されており、NADPH oxidase
の産生する活性酸素とミトコンドリアの相
互作用を示す興味深い結果と思われた。 
  
（２）PARL と OPA1 の虚血後発現変化と虚血
性神経細胞傷害における役割 
[結果] 
 Western blot 解析では、PARL はミトコン
ドリアのみに発現を認め、虚血後 6-72 時間
には、この発現が減弱した。虚血後にも PARL
の細胞質分画での発現は認めなかった。一方、
OPA1 も非虚血下ではミトコンドリアのみに
発現を認めたが、虚血後 6-24 時間にはミト
コンドリアでの発現が減弱し、また虚血後
3-24 時間では細胞質分画での発現を認めた
（図３）。 

（図３）脳虚血後の PARL と OPA1 の発現変化 
 
 PARL-siRNA 投与群では、control 投与群と
比較し、虚血 24 時間後の cytochrom c の細
胞質への放出が有意に亢進していた。また、
PARL-siRNA 投与群では、虚血後の TUNEL 陽性
細胞がcontrol投与群に比べ増加した（図４）。 

（図４）(A)脳虚血後 24 時間での細胞質分画
の cytchrome c 発現変化（C: control, siR：
PARL siRNA 投与群）。(B)虚血 3 日後切片の
TUNEL 染色写真。Scale bar: 100 um1。 
 
[考察] 
 PARL ノックアウト細胞のミトコンドリア
では、アポトーシスに伴うクリステ構造変化
や cytochrome c の細胞質への放出が促進さ
れることが報告されている。本研究でも、

 

 

  



PARL-siRNA 投与群では cytochrome c の細胞
質への放出が亢進し、アポトーシスが促進さ
れており、先行する研究結果と一致する。脳
虚血後には PARL の発現が低下したが、これ
がクリステ構造変化や cytochrome c の細胞
質への放出を惹起し、神経細胞死が誘導され
るものと考えられた。 
 一方、前述の如く OPA1 もクリステ構造形
成に関与し、cytochrome c をミトコンドリア
膜間腔にとどめる働きをしていると考えら
れている。アポトーシス刺激に際しては、
OPA1 が細胞質へ放出されると共に、このクリ
ステ構造が変化し、cytochrome c が細胞質へ
放出され、アポトーシス経路が活性化される。
脳虚血でも同様に、OPA1 の細胞質への放出が
ミトコンドリア障害のトリガーとなること
が本研究結果から予想された。 
 上述の PARLノックアウト細胞の脆弱性は、
OPA1 のプロセシング障害に伴う、クリスタ構
造の変化が原因の一つとされている。本研究
では PARL と OPA1 の直接の相互作用は検討さ
れておらず、この解明が今後の課題である。 
 
（３）虚血および虚血耐性現象におけるミト
コンドリア形態変化と Mfn/Drp1 の発現変化 
[結果] 
 Preconditioning 条件後と致死的虚血条件
後の PC12 細胞でのミトコンドリアの形態変
化 を mito-trcker 染 色 で 検 討 し た 。
PreconditioningされたPC12細胞のミトコン
ドリアは、sham condition のミトコンドリア
と比較して膨化しており、ミトコンドリア融
合が亢進していることが示唆された。一方、
致死的虚血条件後には、このようなミトコン
ドリアの形態変化は消失していた（図５）。 

（図５）PC12 細胞 OGD 後 Mito-tracker 染
色。Scale bar：10 um。 
 
 脳サンプルの western blot 解析では、Mfn
と Drp1 は虚血後および虚血耐性獲得後にも
明らかな発現変化を示さなかった（図６）。 
（図６）脳虚血および虚血耐性脳での Mfn と

Drp-1 の発現変化 
 

[考察] 
 本 研 究 か ら は 、 脳 虚 血 耐 性 へ の
preconditioning 後には、ミトコンドリア融
合が亢進していることが示唆された。ミトコ
ンドリアバイオジェネシスの意義は十分に
は解明されていないものの、ミトコンドリア
融合は保護効果を有すると考えられており、
この保護効果が虚血耐性現象に寄与してい
る可能性が示唆された。更なる詳細な形態学
的検討に向け、今後は電子顕微鏡による検討
を追加する予定である。今回の検討では、Mfn
や Drp1 の発現は虚血後および虚血耐性獲得
後にも明らかな変化が見られなかったが、虚
血耐性現象でのミトコンドリア融合の分子
生物学的機序の解明も今後の課題の一つで
ある。 
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