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研究成果の概要（和文）：虚血による神経の損傷は、中枢や末梢に関わらず、リハビリテーションの対象となり、その
メカニズムを解明することは非常に重要である。我々は、細胞内の低酸素性誘導因子(HIF-1a)を誘発するとされるコバ
ルト(Co)が、培養末梢神経細胞の軸索内ミトコンドリア(Mt)および軸索変性に与える影響を観察した。その結果、高濃
度のCoは軸索内の輸送Mtの数および停留Mtの長さを減少させ、軸索変性の指標の1つである軸索腫脹の数を増加させた
。また、電子顕微鏡による観察の結果、Mtの構造が破壊されていた。現在、本結果がCoにより誘発された低酸素性誘導
因子の影響か、Coそのものの影響なのかを検討中である。

研究成果の概要（英文）： In this study, we investigated that the effects of cobalt, considered to an 
inducer of hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a), on the axonal degeneration and mitochondrial dynamics in 
cultured peripheral nervous axons. Twenty-four hours exposure of cobalt decreased the rate of the motile 
mitochondria in the axons. Of particular note, the 800μM cobalt density suppressed the axonal 
mitochondria transport completely. The observation of microstructure with the transmission electron 
microscope found that high density cobalt destroyed the architecture of axonal mitochondria. In the axons 
treated with cobalt, the number of axonal swelling was associated with the increase of cobalt 
concentration. Although the mechanisms of neurotoxicity induced by cobalt are not clear, our results 
showed that high cobalt concentrations reduced mitochondria transport and induced axonal degeneration.

研究分野： リハビリテーション

キーワード： 末梢神経　ミトコンドリア　初代培養細胞　コバルト
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１．研究開始当初の背景 
 低酸素や虚血は神経の損傷をひきおこし、
筋力の低下や感覚障害などの麻痺の原因と
なる。この神経障害のメカニズムを理解する
ことは麻痺の改善・予防を目的とする理学療
法において非常に重要である。近年、軸索内
のミトコンドリアの動態が多くの神経疾患
に関与していることが明らかとなり、また、
神経細胞周囲の環境も神経細胞のミトコン
ドリアの動態に影響を与える。 
 コバルトは人体にとって、必須微量元素で
あり、ビタミン B12（コバラミン）として、
摂取され、欠乏は巨赤芽球性貧血をひきおこ
す。また、コバルトは細胞の低酸素誘導性因
子(hypoxia-inducible factor, HIF)を活性化
することが知られており、細胞の疑似低酸素
環境をつくりだすことに用いられている。 
 ミトコンドリアは好気性分解によって
ATP を合成することから、コバルトは単純に
神経細胞を障害する他に、神経細胞内のミト
コンドリアにも影響を及ぼすと考えた。コバ
ルトによる疑似低酸素環境が、神経細胞内の
ミトコンドリアにどのような影響を与える
のかを明らかにすることは、将来的に、低酸
素や虚血により神経の損傷患者に対するリ
ハビリテーションの一助となると考え、本研
究を企画した。 
 
２．研究の目的 
(1)コバルトが軸索内の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
イメージング法および透過型電子顕微鏡
(TEM)を用いて明らかにする。 
 
(2)軸索変性の 1 つの指標とされる軸索腫脹
の数を計測し、コバルトにより軸索変性が誘
発されることを明らかにする。 
 
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。 
 
(1)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末梢神経初代培養細胞 
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。 
コバルトの影響は、全体で 6-7 週間を経過

した培養細胞に、種々の濃度の塩化コバルト
を含む培養液（0 (control)、200µM、400µM、
600µM、800µM）に 24 時間暴露し、その後の
実験に用いた。 
 
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%、95% air 
+5% CO2の状態で観察した。観察前日に培養液
新鮮なもの交換した。データは6秒間隔で200
枚取得した(Before)。その後、それぞれの濃
度のコバルトを含む培養液に変え、約 24 時
間培養した後に同じコバルトを添加する前
に観察した軸索を同定し、同様の条件で観察
した。解析はフリーソフト Fiji を用いて、
キモグラフ（kymograph）を作製し、輸送ミ
トコンドリアの割合、停留ミトコンドリアの
長さを計測した。 
 
④透過型電子顕微鏡(TEM)による観察 
800µMのコバルトに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。 
 
(2)軸索の腫脹の計測 
①免疫組織化学染色 
 タイムラプスイメージングに用いたサン
プルを 4%パラホルムアルデヒドで固定し、一
次抗体に抗 neurofilament protein 抗体を用
いて、免疫組織化学染色を行った。 
 染色後、軸索長 100µmあたりの腫脹数を計
測した。 
 
４．研究成果 
(1)タイムラプスイメージングによる観察の
結果、高濃度のコバルトを添加すると、ミト
コンドリアの輸送が抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)輸送ミトコンドリアの数は、コバルト濃
度が上昇するとともに減少し、800µM のコバ



ルト濃度では、ミトコンドリアの輸送が完全
に抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)電子顕微鏡による観察では、ミトコンド
リアが腫大し、内部構造が破壊されている像
が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 高濃度のコバルトは軸索 100µmあたりに
おける軸索腫脹(白矢頭)の数を増大させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上のことからコバルトはミトコンドリ
アの正常な機能および形態を障害し、軸索の
変性を誘導することが明らかとなった。しか
し、コバルトによるこれらの影響は HIF を介
したものなのか、あるいはコバルト自身の毒
性によるものなのかはさらなる研究が必要
である。 
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