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研究目的 

 

  多くの神経変性疾患においては、シナプス

～軸索の変性が細胞体の死に先んじて見られ、

軸索変性は神経細胞全体に及ぶ変性の初期変

化であるとも考えられる。本研究課題は、神経

保護的疾患治療の実現を目指し、研究代表者ら

が研究対象としてきたシナプス～軸索の変性

をはじめとする神経疾患の初期過程における

最適な治療標的の同定と治療モデル作出を目

的とする。 

研究代表者グループは、軸索構造の安定性維

持・軸索変性の進行を司る細胞内反応機序に関

して研究を進め、①NAD 代謝に着目した強力

な神経保護法の開発、②神経変性の最初期反応

の同定、③神経突起形態制御メカニズムの神経

発達障害・神経変性疾患における意義に関する

検討を行う。センター内参加者は、膜透過型オ

ートファジー依存的核酸・蛋白分解系の関与

（株田）、Eomes陽性ヘルパーT細胞（Eomes+Th

細胞）の病態への寄与（大木）デュシェンヌ型

筋ジストロフィー原因分子であるジストロフ

ィンの中枢神経系における機能(青木)などそれ

ぞれの側面から神経変性疾患の病態メカニズ

ムの解明に基づく変性抑制による治療法開発

を目指す。外部研究機関研究者（大野）は３D

超微細構造観察に高い技術を有しており、共同

研究・技術支援による研究開発の加速を図る。 
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研究成果 

 

研究代表者グループは、NAD 代謝に着目した

強力な神経保護法の開発課題については今年

度からAMED橋渡し研究(シーズA)にも採択さ

れ、ベンチャー企業・東京薬科大共同研究者と

も協力し130以上の候補化合物の合成・神経保

護活性測定を行うことにより、毒性が低く十分

な有効性を示す化合物を同定した。 

また、研究代表者グループは、Na+/H+交換体

であるNHE5の欠損マウスがASD 様社会性行

動異常を示し、細胞レベルでも他の ASD モデ

ルやヒト ASD 患者で観察される未熟な樹状突

起形態を認めることを示した。さらに、妊娠マ

ウスでのアンギオテンシン高値が、胎仔での



 

NHE5 の分解による活性低下を誘発し ASD 様

フェノタイプに繋がることを示した。 

 

大木らは多発性硬化症（MS）臨床サンプル

を用いた解析から、二次進行型MS患者の末梢

血におけるEomes+Th細胞の頻度が病態の進行

度を反映するバイオマーカーとなることを示

した。臨床サンプルを用いた解析から、SPMS

患者の末梢血におけるEomes陽性Th細胞の頻

度（Eomes頻度）には多様性があり、Eomes高

頻度群と低頻度群に分類できる。Eomes高頻度

群では病態の進行が認められ、一方、低頻度群

の病態は安定していたことから、末梢血中の

Eomes頻度が、SPMS病態の進行度を反映する

バイオマーカーとなることが示された。Eomes

陽性Th細胞の生成機序の解明を目的として、T

細胞と相互作用する機能的パートナーである

抗原提示細胞に着目し、慢性炎症環境下におけ

る挙動の解析を進めた。その結果、持続する慢

性炎症環境下に置かれた抗原提示細胞が、異所

性にプロラクチンを産生することを見出した。

抗原提示細胞由来のプロラクチンは、T細胞の

Eomes遺伝子発現を誘導することが明らかとな

り、Eomes 陽性 Th 細胞を介した神経細胞障害

機序の上流に、抗原提示細胞由来の異所性プロ

ラクチン産生が重要な役割を果たすことがわ

かった。細胞障害性因子であるGranzyme Bの

放出に必要なEomes陽性Th細胞の活性化に、

ミクログリアによる未知抗原の提示が重要で

ある可能性が示された。株田らは、リソソーム

膜タンパク質を介した膜透過型オートファジ

ーによるα-synuclein など神経変性疾患関連蛋

白の分解メカニズム、当該蛋白の欠損モデルマ

ウスのフェノタイプに関する検討を行った。 

 

青木は今年度から本課題に加入し、筋ジスト

ロフィーモデルマウス(mdx)が示す基底外側扁

桃体錐体細胞ポストシナプスの興奮/抑制バラ

ンス異常による自閉症様恐怖応答・社会行動異

常を見出した。 

 

 

オートファジーのうち、RNautophagy は株田ら

が新たに見出した膜透過型オートファジー経

路であり、RNA が直接的にリソソームに取り

込まれ分解される。SIDT2はリソソーム膜タン

パク質であり、RNautophagy において RNA 輸

送体として機能する。株田らは、本研究におい

てRNautophagyと神経変性疾患の分子メカニズ

ムや病態との関連性を明らかにすることを目

標としている。また、タンパク質が直接的にリ

ソソームに取り込まれ分解されるという膜透

過型オートファジー経路も見出しており、この

経路に重要なリソソーム膜タンパク質 CMAT

を同定した。また、α-synucleinタンパク質はこ

の経路の基質となることを見いだした。マウス

個体レベルにおいて、CMATの過剰発現により

脳内α-synuclein タンパク質の量を低減させる

ことに成功した（特許出願準備中）。CMAT KO

マウスの脳内ではα-synuclein タンパク質量の

上昇が観察された。以上の結果から、

RNautophagy や新規タンパク質分解経路の活性

化は、新たな神経変性疾患の治療法となる可能

性がある。 

 

大野らはミトコンドリアと小胞体の接触部

（MAM）の形成維持における MITOL（E3 リ

ガーゼ）の役割を示し、更にミトコンドリア分

裂融合が細胞内 Ca 濃度制御を介して神経突起

の安定性を制御する機序を観察した。本年度は

Mfn2のオリゴマー化を介して、MAMの維持に

関与するMITOL の神経細胞および軸索におけ

る役割についての検討を共同研究の中で行っ

た。MITOLはMfn2をユビキチン化することで、

そのオリゴマー化を促進することが知られて

おり、過去の検討から胎児線維芽細胞において、

MITOL の欠損がMAM の減少につながること

が報告されていた。そこで神経特異的 MITOL

欠損マウスにおいて、MAMの変化を検討した。

その結果、神経特異的MITOL欠損マウスでは、

神経細胞体および軸索におけるMAMが顕著に

減少することが示された。また、ミトコンドリ

アの形態異常と酸化ストレスのマーカーであ

る蛋白のカルボニル化が観察された。これらの

結果は、MITOL を介するMAM の維持はミト

コンドリア機能の維持や酸化ストレスの防止

に関与することを示唆していると考えられた。

これらの結果の一部を原著論文として発表し



 

た[Nagashima et al. Life Sci Alliance 2019]。 

昨年度から本年度にかけ、培養脊髄神経節細

胞を用いて、光遺伝学の応用による軸索変性の

惹起に関する検討を行った。チャネルロドプシ

ンの一種であるoChIEF [Lin et al. Biophys   J. 

2009]をレンチウイルスベクターを用いて発現

させ、その後に光刺激を行うことにより、

oChIEF 発現軸索の光刺激領域に特異的に軸索

変性を惹起できることが分かった。Ca2+指示蛍

光蛋白である GCaMP3 の共発現を行って観察

すると、細胞質 Ca2+濃度の上昇がこの軸索変

性に先行すると考えられたことから、Ca2+依存

性の軸索変性を惹起している可能性が示唆さ

れた。実際、電位依存性 Ca2+チャネルの阻害

薬である Cd2+処理により、軸索変性が抑制さ

れた。また、光刺激に伴って、ミトコンドリア

の断片化と輸送の停止が認められた。このミト

コンドリアの断片化には、ミトコンドリア分裂

蛋白である Drp1 の活性化が伴っていると考え

られた。実際、Drp1のドミナントネガティブ変

異蛋白であるDrp1K38Aを発現させると、ミト

コンドリアの有意な伸長と同時に、光刺激時の

断片化の抑制が観察された。さらに、この

Drp1K38A の発現によって、軸索変性の抑制が

観察されたことから、ミトコンドリアの分裂は、

Ca2+の軸索内への流入と軸索変性の惹起に関

わることが示され、本モデルの In vivoへの適応

について、今後検討を進める足掛かりを築くこ

とができた。 

上記の結果からミトコンドリア分裂の抑制

と融合が小胞体との相互作用の修飾にも影響

を及ぼすと考えられる。この可能性を in vivoで

検討するため、KENGE-Tet システムを応用し

[Aida et al. 2015 Genome Biol]、生体内においてミ

トコンドリアの分裂を細胞特異的かつ可逆的

に抑制することが可能なマウスの開発を行っ

た。これはCreと tTAを発現する細胞特異的に、

Dox投与中断によってDrp1K38Aを一過性に発

現することのできるマウスである。このマウス

を大脳皮質および海馬の興奮性神経細胞に特

異的に tTAを発現する系統(CaMKII-tTA)と交配

させた。得られたマウスでは、神経細胞におい

て、通常餌投与下で、顕著なDrp1K38Aの発現

と、ミトコンドリアの分裂抑制による巨大ミト

コンドリアの出現が見られることが確認され

た。またDOX投与の開始によるDrp1K38Aの

発現低下とミトコンドリアの小型化、あるいは

DOX 投与の中断によるDrp1K38A の発現開始

とミトコンドリアの巨大化が、2~3 週間の間に

引き起こされることも確認できたことから、来

年度に向けて、疾患モデルに応用する基盤を形

成することができた。また、オルガネラの変化

を電子顕微鏡画像から高い効率で検出するた

めの深層学習を用いた自動抽出法の開発も進

めており、既に核などの大きな構造では良好な

予備データが得られつつあることから、こうし

た新技術の応用によるデータ解析の高速化の

実現も目指す。 
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緒言 

 筋萎縮性側索硬化症、アルツハイマー病

をはじめとする神経変性疾患においては、シ

ナプス～軸索の変性が細胞体の死に先んじて

見られ、軸索変性は神経変性の初期変化であ

るとも考えられる。我々はこれまでに軸索構

造の安定性を維持する細胞内機構と、軸索変

性を進行させる細胞内反応機序に関して研究

を行ってきた。また一方で、NAD 代謝に着目

し、製薬化学者との共同で Nicotinamide 類縁

化合物を用いた強力な神経保護法の開発を進

めている。本研究では、神経保護的疾患治療

のための最適な治療標的の明確化を目的とし

て、これまでに行ってきた、軸索構造の安定

性維持・軸索変性の進行を司る細胞内反応機

序に関して研究を進め、①NAD(nicotinamide 

adenine dinucleotide)代謝に着目した強力

な神経保護法の開発、②神経変性の最初期反

応の同定、③神経突起形態制御メカニズムの

神経発達障害・神経変性疾患における意義に

関する検討を行う。またこれまでに見出して

きた神経保護化合物の最適化を進め、神経変

性疾患のマウスモデルなど動物モデルにおけ

る検証を行うことを目的とする。 

 

方法 

① Nicotinamide 類縁化合物による神経保護

を目指した研究においては、東京薬科大学の

共同研究者が合成した化合物の神経保護効果

と NAD 分解酵素に対する阻害効果の検討をお

こなった・ 

②  Na-H 交換体蛋白ファミリーの一員であ

る NHE5 の欠損モデルを用いて神経細胞内オ

ートファジー制御を介した自閉症類縁疾患発

症における意義を検討した。 

 

結果 

① これまで取り組んできた「神経保護活

性を有するニコチンアミド類縁化合物」の最

適化を進めた。培養下のマウス後根神経節神

経細胞を用いた神経損傷モデルにおける神経

保護活性と、損傷しない培養神経細胞に対す

る毒性の評価を行い、高い保護活性・低い毒

性を示す化合物を目指すことによりスクリー

ニングを行った結果、130 以上の候補化合物

の中から、十分な保護活性を示す化合物を同

定した。 

神経保護メカニズムとして、ニコチンアミ

ド類縁化合物が細胞内で代謝されて生成する

化合物が、SARM1（軸索変性開始に伴って NAD

を分解する）と結合し、元のニコチンアミド

類縁化合物よりも高効率に SARM1 の NAD 分解

活性を阻害することを示した。 

②  NHE5 は主として神経細胞の細胞内小

胞の膜上に発現する Na-H交換体の一つであ

り、NHE5 ノックアウトマウスは自閉症様フェ

ノタイプの一つであるとされる社会行動異常

を示した。細胞レベルでは、NHE5 ノックアウ

トや機能抑制により、樹状突起スパインの未

熟化が観察された。さらに、妊娠マウスでの

アンギオテンシン高値が、胎仔での NHE5 の分

解による活性低下を誘発し ASD 様フェノタイ

プに繋がる可能性を示した。 

 

考察 

① 上述のように、神経保護活性を持つ化合

物が、神経細胞内で代謝を受けた結果生じる

化合物が、SARM1 に結合して NAD 分解を阻害

する、というのが、神経保護化合物の作用メ

カニズムである可能性が高くなった。神経保

護化合物は、細胞内で多段階の代謝を受ける

可能性があるため、どの段階の代謝物が最も

高い SARM1 阻害活性を持つのかを、今後さら

に検討し明らかにする。 

 



② 自閉症類縁疾患のリスク因子として、妊

娠高血圧があることが報告されているが、妊

娠高血圧と自閉症類縁疾患発症とをつなぐメ

カニズムはこれまで明らかにはなっていない。

我々の同定した、アンギオテンシンレベルの

変化が誘導する NHE5 発現変化は、妊娠高血圧

と自閉症類縁疾患発症とをつなぐメカニズム

となる可能性があり、今後さらにヒト由来検

体を用いた解析を行う。また、NHE5 変異はこ

れまでのところ自閉症類縁疾患患者において

は報告が無いため、NCNP バイオバンク検体を

用いた検討を行う予定である。 
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緒言 

神経変性疾患の病態機序の不明な点が多く、

様々な疾患に生じる神経変性病態の異同すら

明らかではない。私たちは、神経変性を伴う

二次進行型多発性硬化症（SPMS）の病態形

成過程に関わる神経細胞障害性の Eomes 陽

性ヘルパーT細胞（Eomes+Th 細胞）を同定

した。Eomes+Th 細胞の生成には、持続する

中枢神経系（CNS）の慢性炎症が重要である

ことから、本研究では Eomes+Th 細胞の体内

動態と、炎症に伴って浸潤した抗原提示細胞

およびミクログリアとの三者の相互作用に着

目し、慢性炎症環境下における Eomes+Th 細

胞の生成機序の解明を行う。並行して種々の

神経変性疾患とその動物モデルにおける

Eomes+Th 細胞の動態解析を進め、普遍的な

免疫依存性の神経変性機序の解明と、画期的

な治療法につながる成果の取得を目指す。 

 

方法 

SPMSモデルマウスと神経変性モデルマウス

の病態形成に伴う Eomes+Th 細胞の体内動

態を解析し、病態との関わりを検証する。慢

性炎症下の抗原提示細胞とミクログリアの遺

伝子発現解析を行い、Eomes+Th 細胞の生成

に関わる分子群を同定する。ヒト神経変性疾

患における Eomes+Th 細胞の動態解析を行

い、動物モデルのデータと比較解析した。 

結果 

慢性炎症環境下の抗原提示細胞が産生する異

所性のプロラクチンが、Th細胞の Eomes 

発現を誘導することを明らかにした（文献）。

抗原提示細胞のプロラクチン産生には、自身

が産生する炎症性サイトカイン（IL-1、IL-6、

IL-12）の他、ミクログリア由来の Type I IFN

が重要な役割を果たすことが明らかとなった。 

 

考察 

慢性炎症を伴う神経変性病態における免疫応

答の関与が示された。免疫細胞、グリア細胞

（と恐らく神経細胞）の複雑な相互作用が重

要な病態制御因子と考えられ、神経・免疫両

側面からの横断的なアプローチが、いまだ有

効な治療法が確立してない神経変性疾患の未

知の病態機序解明に有効であると考えられた。 

 

結論 

Th細胞、抗原提示細胞とミクログリアの機能

的相互作用が、神経変性病態の形成過程に重

要な役割を果たすことが示された。プロラク

チンが、種々の神経変性病態の新しい治療標

的候補分子となることが明らかとなった。 

 

参考文献 

1. Chenyang Zhang, Ben J. E. Raveney, 

Hirohiko Hohjoh, Chiharu Tomi, Shinji 

Oki, Takashi Yamamura. Extrapituitary 

prolactin promotes generation of Eomes-

positive helper T cells mediating 
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USA 116 (42) 21131–21139 (2019) 
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緒言 

多くの神経変性疾患においては、タンパク

質や RNA の細胞内への蓄積が神経変性を引

き起こすことから、病態解明や治療法開発の

ために細胞内分解の理解は極めて重要である。

リソソームによる細胞内分解機構であるオー

トファジーのうち、RNautophagyは我々が以

前新たに見出した膜透過型オートファジー経

路であり、RNAが直接的にリソソームに取り

込まれ分解される。SIDT2はリソソーム膜タ

ンパク質であり、RNAのリソソーム内への輸

送において重要な分子である。SIDT2 は、

RNA transporterとして知られる線虫 SID-1

の脊椎動物オルソログであることから、

RNautophagy において RNA transporter と

して機能すると考えられる。本研究では

RNautophagy と神経変性疾患の分子メカニ

ズムや病態との関連性を明らかにすることを

目的とする。さらに、タンパク質が直接的に

リソソームに取り込まれ分解されるという新

規のオートファジー経路も見出しつつあり、

これについても同様に解析を進める。 

 

方法 

培養細胞としては、Mouse embryonic 

fibroblastおよび Neuro2a 細胞を用いた。リ

ソソーム膜に存在するタンパク質トランスポ

ーター候補分子（ここでは CMATと呼ぶ）に

ついて、過剰発現および siRNAによるノック

ダウンを行なった。それぞれの細胞について、

パルス・チェイス・アッセイや Tet-offシステ

ムを用いて単位時間におけるタンパク質の分

解を追跡した。リソソームへのタンパク質の

直接取り込みに関しては、上記細胞から調製

した単離リソソームを用いて実験を行なった。

動物個体レベルの解析では、CMAT KOマウ

スおよび CMAT を過剰発現する Tgマウスを

用いた。 

 

結果 

単離リソソームを用いた実験の結果、タン

パク質が直接的にリソソームに取り込まれ分

解され、新規のオートファジー経路を発見し

た。CMATの過剰発現およびノックダウンに

より、細胞内におけるタンパク質分解や単離

リソソームにおけるタンパク質分解が、それ

ぞれ増加、減少した。また、CAMTを介した

分解は、マクロオートファジーやシャペロン

介在性オートファジーなど、既知の分解経路

とは異なることを確認した。これらの結果か

ら、CMATが新規経路に重要であることが判

明した。また、パーキンソン病などの原因と

して知られるα-synuclein タンパク質は新規

経路の基質となることを見いだした。マウス

個体レベルにおける解析では、CMATの過剰

発現 (Tg)により脳内 α-synuclein タンパク質

の量を低減させることに成功した。また、

CMAT KO マウスの脳内では α-synuclein タ

ンパク質量の上昇が観察された。 

 

考察・結論 

タンパク質が直接的にリソソームに取り込

まれ分解されるという新規のオートファジー

経路を発見した。この経路に重要なリソソー

ム膜タンパク質 CMATを同定した。 

新規タンパク質分解経路の活性化は、新た

な神経変性疾患の治療法となる可能性がある。 

 

参考文献（業績） 
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神経・筋疾患の中枢神経障害に対する遺伝子

治療法開発   

国立精神・神経医療研究センター 

神経研究所 遺伝子疾患治療研究部 

青木 吉嗣 

 

緒言 

デュシェンヌ型筋ジストロフィー（DMD）は，

DMD 遺伝子の変異により筋細胞膜から完全

長ジストロフィンの Dp427が欠損し、進行性

の筋萎縮・筋力低下をきたす X連鎖性の希少

難病である． DMD 遺伝子からは、完全長の

Dp427 に加えて、短い Dp140 アイソフォー

ムが翻訳され，両者はいずれも脳に発現する．

ゲノムワイド関連解析から、DMD 遺伝子は

恐怖応答遺伝子としても知られる。特に

Dp140が欠損したDMD患者は自閉症を有意

に伴い 1，Dp140 は胎児・幼少期に発現が高

く，神経発達障害の遺伝子と関わる 2 ことか

ら，DMD 遺伝子は自閉スペクトラム症の原

因遺伝子候補と考えられる．これまで，DMD

モデルマウスの行動や生理学実験では，

Dp427 欠損の mdx23 マウスが主に解析され

てきた．mdx23 マウスで認める恐怖・不安反

応の増強や社会性行動異常は、扁桃体におけ

る錐体神経細胞の Dp427 欠損が原因と考え

られている 3, 4．しかし、Dp140 の欠損によ

り、認知・情動機能の異常が生じる神経生理

基盤や分子病態の詳細は未だ明らかではない. 

本研究では、DMD モデルの mdx および

mdx52 マウスを用いる（両者とも Dp427 を

欠損）。mdx マウス脳では Dp140 が発現し、

mdx52 マウス脳では Dp140 が発現しないこ

とから，両者を比較する事で、Dp140の分子

機能が明らかになると期待される。 

 

方法 

1. DMD モデルの mdx および mdx52 マウ

ス、野生型 C57BL/6J マウスを用いる。 

2. 前述のマウスを対象に、恐怖・不安や社

会性を対象とした行動解析を実施する。 

3. 前述マウスの扁桃体を対象に、Dp140の

発現解析を実施する。                                    

4. 前述マウスを対象に、社会性に重要な神

経核である扁桃体・基底外側核における

錐体神経細胞での電気生理学的解析お

よび分子生物学的解析を実施する。 

 

結果 

1. 恐怖・不安反応の試験では，mdx および

mdx52マウスでは野生型と比べて恐怖・

不安反応の増強を示す有意な差があっ

たが，mdx および mdx52 マウス間では

差はなかった． 

2. 社会性行動試験では、mdx52 マウスは，

初めて出会うマウスに迫り寄る時間が

mdx と比べて有意に増加し，社会的コミ

ュニケーション障害が示唆された。 

3. Dp140 は、野生型と mdx23 マウスの扁

桃体では発現し，mdx52マウスの扁桃体

では発現しないことを確認した． 

4. 扁桃体・基底外側核における錐体神経細

胞を対象に、whole-cell パッチクランプ

を実施したところ、mdx52 マウスでは，

mdx マウスあるいは野生型と比べて、錐

体神経細胞における神経活動の興奮性・

抑制性シナプス後電流の振幅の比（E/I

バランス）が有意に低下し、mEPSC の

頻度異常を認めた。 

5. mdx52マウス扁桃体では、シナプス前終

末に局在する小胞型グルタミン酸トラ

ンスポーター発現レベルが有意に低下

していた． 

6. mdx52 マウスでは，mdx マウスあるい

は野生型と比べて、扁桃体・基底外側核

における paired-pulse ratio と微小興奮

性シナプス電流の発火頻度が有意に低

下していた． 

 

 

 

 



 

 

 

 

考察 

Dp140 を欠損する mdx52 マウスでは、自閉

症様の社会的コミュニケーション障害を認め、

扁桃体・基底外側核では、自閉症モデルマウ

スと同様に E/I バランス異常を認めることを

見出した。 

今後は、マウス扁桃体・基底外側核の錐体

神経細胞を対象に、Golgi染色により spine密

度の評るおよび電子顕微鏡によるシナプス構

造評価（シナプス小胞数や大きさ、間隙の距

離）を実施する。さらに、Dp140がシナプス

前終末からのグルタミン酸放出を制御する分

子機構を明らかにするため，錐体神経細胞を

標的にしたオプトジェネティクスを行う．最

後に、次世代スプライス・スイッチ核酸を、

mdx52 マウスの脳室内あるいは髄腔内に投

与する事により、Dp140 の発現を回復させ、

Dp140 欠損に伴う社会性行動異常や電気生

理異常が回復するかを確認する。併せて、成

果の論文化準備を進める。 

 

結論 

Dp140は、マウス扁桃体・基底外側核の錐体

神経細胞シナプス前終末におけるグルタミン

酸放出を制御することで，シナプスの興奮性

バランスを保ち，社会的コミュニケーション

能力の保持に関与する可能性が示唆された． 

 

参考文献 
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軸索変性に伴うオルガネラ相互作用の変化

とその制御機構の解明 

    自治医科大学医学部 

     解剖学講座組織学部門 

大野 伸彦 

 

緒言 

軸索変性にミトコンドリアをはじめとする

オルガネラの動態と機能が重要な役割を果た

している。しかしその動態の制御メカニズム

や、機能維持を担うオルガネラ間の相互作用

の軸索における生理的な分布と構造的な特性、

そして軸索変性を伴う病態下における変化は、

不明な点が多く残されている。本研究では、

特にミトコンドリアと小胞体、そしてそれら

の 間 の 相 互 作 用 (Mitochondria associated 

membranes, MAM)に焦点を絞り、ミクロトー

ム組み込み式走査型電子顕微鏡(SBF-SEM)に

よる 3 次元超微形態解析技術や分子標識、光

遺伝学などを組み合わせ、脱髄を含む髄鞘疾

患を中心として、病態における個々のオルガ

ネラと相互作用の超微細構造変化とそれらの

関連分子による制御機構を明らかにする。 

 

方法 

本年度は昨年度までの結果をふまえ、Mfn2

のオリゴマー化を介して、MAM の維持に関

与する MITOL の神経細胞および軸索におけ

る役割についての検討を共同研究の中で行っ

た。MITOL は Mfn2 をユビキチン化するこ

とで、そのオリゴマー化を促進することが知

られており、過去の検討から胎児線維芽細胞

において、MITOL の欠損が MAM の減少に

つながることが報告されていた。そこで神経

特異的 MITOL 欠損マウスにおいて、MAM

の変化を検討した。 

 また、昨年度の予備検討から引き続いて、

ラット胎児より調整した培養脊髄神経節細胞

にチャネルロドプシンを発現させ、光刺激に

伴う軸索変性の惹起に関する検討を行った。

さらに、観察されたミトコンドリアの断片化

にミトコンドリア分裂蛋白である Drp1 の活

性化が伴っていると考えられたため、Drp1 の

ドミナントネガティブ変異蛋白である

Drp1K38A を発現させ、ミトコンドリアおよ

び軸索変性への影響を観察した。 

 これまでの研究結果から、ミトコンドリア

分裂の抑制と融合が小胞体との相互作用の修

飾にも影響を及ぼすと考えられる。この可能

性を in vivo で検討するため、KENGE-Tet シ

ステムを応用し[Aida et al. 2015 Genome Biol]、

Cre と tTA を発現する細胞特異的に、Dox 投

与中断によって Drp1K38A を一過性に発現す

ることによって、生体内においてミトコンド

リアの分裂を細胞特異的かつ可逆的に抑制す

ることが可能なマウスモデル (KENGE-Tet-

Drp1K38A)の開発を行った。 

 

結果 

神経特異的 MITOL 欠損マウスでは、神経

細胞体および軸索におけるMAMが顕著に減

少することが示された。また、ミトコンドリ

アの形態異常と酸化ストレスのマーカーであ

る蛋白のカルボニル化が観察された。これら

の結果の一部を原著論文として発表した

[Nagashima et al. Life Sci Alliance 2019]。 



 

 

 チャネルロドプシンの一種である oChIEF 

[Lin et al. Biophys   J. 2009]をレンチウイ

ルスベクターを用いて培養脊髄神経節細胞発

現させ、その後に光刺激を行うことにより、

oChIEF 発現軸索の光刺激領域に特異的に軸

索変性を惹起できることが分かった。Ca2+指

示蛍光蛋白である GCaMP3 の共発現を行っ

て観察すると、細胞質 Ca2+濃度の上昇がこの

軸索変性に先行すると考えられたことから、

Ca2+依存性の軸索変性を惹起している可能性

が示唆された。実際、電位依存性 Ca2+チャネ

ルの阻害薬である Cd2+処理により、軸索変性

が抑制された。また、光刺激に伴って、ミト

コンドリアの断片化と輸送の停止が認められ

た。Drp1 のドミナントネガティブ変異蛋白

である Drp1K38A を発現させると、ミトコン

ドリアの有意な伸長と同時に、光刺激時のミ

トコンドリアの断片化の抑制が観察された。

さらに、この Drp1K38A の発現によって、軸

索変性の抑制が観察された。 

本年度は KENGE-Tet-Drp1K38A マウス

を作出し、大脳皮質および海馬の興奮性神経

細胞に tTA を発現する系統(CaMKII-tTA)と

交配させた。得られたマウスでは、通常餌投

与下(DOX非投与下)で、大脳皮質と海馬の神

経細胞で顕著な Drp1K38A の発現と、ミトコ

ンドリアの分裂抑制による巨大ミトコンドリ

アの出現が見られることが確認された。また

DOX 投与の開始による Drp1K38A の発現低

下とミトコンドリアの小型化、あるいは DOX

投与の中断による Drp1K38A の発現開始と

ミトコンドリアの巨大化が、2~3 週間の間に

引き起こされることも確認できた。 

 

考察 

MITOL 欠損マウスの解析によって得られ

た結果は、MITOL を介する MAM の維持は

ミトコンドリア機能の維持や酸化ストレスの

防止に関与することを示唆していると考えら

れ、また、初年度の結果から軸索における

Mfn2 の作用の増強が、脱髄に伴う軸索の

MAM の増加に関与する可能性が示唆されて

いたが、MITOL の欠損による Mfn2 の活性

の減弱が MAMの減少につながることは、こ

のMfn2を介した軸索の MAMの制御機構を

支持する所見と考えられる。 

脊髄神経節細胞培養における oChIEF光刺

激に伴う軸索変性の実験から、電位依存性

Ca2+チャネルを介した Ca2+濃度上昇と軸索

変性には、ミトコンドリアの分裂が関与する

可能性が示唆された。電位依存性 Ca2+チャネ

ルは物理的ダメージなどの際の軸索障害にも

関わる。したがって、髄鞘疾患や他疾患にお

ける神経・軸索変性とミトコンドリア分裂の

相関性について、新たに作製したマウスモデ

ルによる In vivo での検討を行う足掛かりを

築くことができた。 

本年度の研究で得られた生体内での細胞特

異的ミトコンドリア融合の可逆的制御系は、

MAM の形成・調節機構にミトコンドリアの

分裂が一次的な刺激として関与するのかどう

かについて、In vivo での検証を可能にすると

期待される。また、実際に生体内において脱

髄などによる神経軸索変性にミトコンドリア

分裂が関わる可能性について、より詳細な検

討を進める土台となることが期待される。 



 

 

来年度はミトコンドリア分裂を抑制する薬

剤に臓器保護作用の報告がみられることをふ

まえ[Nishimura et al. Sci Signal 2018]、神

経組織におけるミトコンドリア分裂の抑制と

神経軸索保護作用の有無について、

Cuprizone 投与やリゾレシチンによる脱髄-

再髄鞘化モデルなどを中心に、班内の他の軸

索変性モデルも対象としながら、共同研究を

進めたいと考える。また、今年度は神経発生

期の神経細胞や腎臓の足細胞など、多様な細

胞におけるオルガネラの変化を電子顕微鏡画

像から高い効率で検出するための技術につい

て検討を進め、深層学習を用いた自動抽出法

の応用が視野に入りつつある。既に核などの

大きな構造では良好な予備データが得られつ

つあることから、こうした新技術の応用によ

るデータ解析の高速化の実現も目指す。 

 

結論 

今年度はMAMの維持がミトコンドリア機

能の維持や酸化ストレスの防止に関与するこ

と、ミトコンドリアの分裂が Ca2+の軸索内へ

の流入による軸索変性の惹起に関わることを

示し、生体内でのミトコンドリア分裂抑制マ

ウスモデルの開発および電子顕微鏡画像から

の構造抽出法の開発を行った。これらの知見

および技術は、来年度のミトコンドリア動態

とMAM制御および神経軸索保護の関係性の

検証における重要な基盤となると期待される。 
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Aims 

In many neurodegenerative diseases, synaptic and axonal degenerations are observed prior 

to the death of the cell bodies, and therefore axonal degeneration is considered as an early 

phenomenon in the entire mechanism of neuronal degeneration. This study aims to identify 

the optimal therapeutic target in the initial process of neurodegeneration including 

degeneration of synapses and axons, and to create a therapeutic model using model 

animals to combat against neurodegenerative disorders. The research leader’s group has 

been conducting research on the subcellular signaling mechanism that governs the 

maintenance of axonal structural integrity and progression of axonal degeneration. They 

aim to 1) develop a neuroprotective method focusing on NAD metabolism, 2) to identify 

initial neuronal changes in the pathogenesis of neurodegeneration, and 3) to examine the 

role of neurite morphogenesis / fate determination mechanism in neurodevelopmental 

disorders and neurodegenerative diseases. Participants from NCNP aim to develop 

therapy against neurodegeneration by analysis of a novel type of autophagy to degrade 

nucleic acid (Kabuta) ,by analyzing contribution of Eomes-positive helper T cells (Eomes 

+ Th cells) to the pathogenesis (Oki), and by analyzing the roles of dystrophin in the central 

nervous system neurons via phenotype analysis of mdx mice.  A researcher from outside 

research institutes has high technology in 3D ultrastructural observation (Ohno), and aims 

to accelerate research and development through joint research and technical support. 

 

Research Team 

-Leader 

Toshiyuki Araki: Director, Department of Peripheral Nervous System Research, National 

Institute of Neuroscience, National Center of Neurology and Psychiatry (leader of this 

team) 

 

-Participants 

Yoshitsugu Aoki: Department of Molecular Therapy, National Institute of Neuroscience, 



National Center of Neurology and Psychiatry 

Shinji Oki: Section chief, Department of Immunology, National Institute of Neuroscience, 

National Center of Neurology and Psychiatry 

Tomohiro Kabuta: Section Chief, Department of Degenerative Neurological Diseases, 

National Institute of Neuroscience, National Center of Neurology and Psychiatry 

 

Nobuhiko Ohno: Professor, Department of Anatomy, Jichi Medical University 


