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緒緒  言言  
 
中枢神経系ニューロンの樹状突起発達は神経活動により促進することが知られており、個体の環境に適応的な神経回

路形成を可能にする細胞機構の一つと考えられている。多くの研究により、カルシウム／カルモジュリン依存的な転写

制御と細胞骨格再編成が樹状突起形成を促進することが示されてきた［1，2］。 
急速な樹状突起の発達は細胞骨格の再編成と細胞内輸送の拡張などに大量のエネルギーを要するため、ミトコンドリ

アを盛んに生合成して突起全長へ運搬することが我々を含む先行研究で明らかになっている［3，4］。ミトコンドリア

は分裂により数を増やしたり損傷部分を削除したりする一方、融合により内部環境の安定化を図る。近年ミトコンドリ

ア分裂・融合および共役する品質管理、生合成の細胞分子機構は急速に解明されているが、細胞または細胞構造の局所

の状態に適応的にミトコンドリアダイナミクスが制御される機構は不明である。特にニューロンのような活動状態が時

空間的に激しく変動する細胞において、ミトコンドリアダイナミクスの平衡が如何に動的に制御されるかは明らかでな

い。 
AMP-activated kinase（AMPK）は代謝制御のマスター分子とも言われ、エネルギー枯渇下で多くの代謝経路の調

節を行う。そのエフェクター分子にはミトコンドリアの分裂、生合成、オートファジー経路の重要分子が含まれており、

ミトコンドリアホメオスタシスの調節に重要な役割を担う［5］。AMPK はエネルギー枯渇下で AMP のアロステリッ

ク結合で活性化する他、カルシウム感受性CaMKK2により直接リン酸化を受けることも示されている［6］。AMPKは

アルツハイマー脳でカルシウム恒常性が破綻したニューロンにおいて過剰活性化し、ミトコンドリアの機能不全のトリ

ガーとなることが最近の研究で明らかにされている［7］。しかし、発生期のニューロンにおける機能には不明の点が多

い。 
本研究では、神経活動依存的な樹状突起成長におけるミトコンドリア動態の制御機構を明らかにすることを目指した。

その結果、神経活動が CaMKK2-AMPK 経路の活性化を介して樹状突起成長に必要なミトコンドリア品質管理を制御

することが明らかになった［8］。 
 

方方  法法  
 
11．．海海馬馬ニニュューーロロンンのの培培養養おおよよびび遺遺伝伝子子導導入入  
生後0日のマウス海馬を採取し、解離後poly-D-lysineを塗布したカバーガラス上に播種して2％ B-27/Neurobasal

で培養した。3 日後にリポフェクション法でプラスミドを導入し、AraC を付加して様々な処理を加え、合計 5 日間   
培養後解析を行った。 

 
22．．ラライイブブ観観察察ととイイメメーージジ解解析析  
ミトコンドリア動態は、pCAG-EGFP および pAAV-CAG-mitoDsRed を導入したニューロンを、横河電機製スピニ

ングディスク共焦点顕微鏡 CV1000 を用いて 3 秒間隔 20 分間観察した。AMPK FRET は AMPKAR-EV および

jRGECO1a を導入したニューロンを用いてオリンパス製蛍光顕微鏡 IX83 で 5 秒間隔 5 分間解析した。TMRM 計測
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は、mito-GFP を導入した培養ニューロンを 20 nM TMRM で 1～2 時間処理したのち CV1000 を用いて 5 秒間隔    
10分間行った。活性酸素発生は、mito-SOXを導入したニューロンをCV1000で観察して定量評価した。 

 
33．．免免疫疫蛍蛍光光法法とと画画像像取取得得  
子宮内電気穿孔法で遺伝子導入した個体は、生後 5 日または 10 日で麻酔後、4％パラホルムアルデヒドで灌流固定

し、2 時間の後固定ののちアガロース包埋し、200μm の凍結切片を作製した。培養ニューロンは 4％パラホルムアル

デヒドで固定後、0.25％TritonX-100/PBSで透過処理した。一次抗体と二次抗体で反応後、オリンパス製レーザー共焦

点顕微鏡FV1000で観察した。 
 

結結  果果  
  
11．．未未熟熟ニニュューーロロンンのの自自発発的的神神経経活活動動のの阻阻害害はは樹樹状状突突起起ミミトトココンンドドリリアアのの分分裂裂をを阻阻害害すするる  

海馬ニューロンの初代培養にカルシウム蛍光プローブ GCaMP6s を導入してライブ観察を行うと、シナプス形成以

前の培養3日目には自発発火が見られ、TTXとAPV処理で消失することを確認した。培養3日目からTTX＋APV処

理したニューロンと対照群の樹状突起形成をライブ観察で比較すると、5 日目には処理群で有意な遅延が生じており、

すでに報告のある神経活動依存的な樹状突起伸長が再構成できることを確認した［1, 2］。 
次に神経活動によりミトコンドリア動態に変化があるかを観察した。mito-DsRed標識したミトコンドリアを固定し

たニューロンで観察すると、神経活動を阻害して成長遅延した樹状突起において有意に長大化していることが分かった

［中央値（IQR）：対照群2.0（1.2～2.9）μm vs処理群 2.5（1.6～3.9）μm］。さらにライブ観察でミトコンドリア動

態を解析したところ、ミトコンドリア分裂が有意に抑制されていた。分裂のうち、生合成を誘導するとされる中間帯分

裂（midzone fission）よりミトファジーを誘導するとされる辺縁帯分裂（peripheral fission）がより強く抑制されてい

た。ミトコンドリア融合には有意な変化は見られなかった（図1）。以上の結果から、神経活動は発達中の樹状突起でミ

トコンドリアの辺縁帯分裂を促進することが示唆された。 
 

 
図1．自発活動の抑制により樹状突起ミトコンドリア分裂が阻害される 

a） 培養 3～5 日に TTX と APV 処理した海馬ニューロンは樹状突起成長が抑制され

（上）、ミトコンドリアが長大化する（下）。 
b） 活動抑制前後でのニューロン樹状突起におけるミトコンドリア分裂。値は mean±

SEM（N＝14細胞）。*p＝0.0491 for midzone fission、**p＝0.0038 for peripheral 
fission（両側検定）。 

  
22．．AAMMPPKKはは神神経経活活動動でで活活性性化化しし樹樹状状突突起起ミミトトココンンドドリリアアのの分分裂裂をを誘誘導導すするる  

神経活動に依存したミトコンドリア分裂の制御因子として AMPK に着目した。ウェスタンブロットで解析すると、

AMPK は分化中のニューロンに発現し、樹状突起発達期にリン酸化が亢進していた。またニューロンをグルタミン酸
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処理して神経活動を亢進させるとリン酸化が促進し、TTX＋APV 処理した群では有意に減弱していた。そこで分化中

のニューロンに強く発現する AMPKα2 サブユニットの shRNA ノックダウンを行ったところ、神経活動阻害と同様

に樹状突起成長が顕著に遅延し、ミトコンドリアが有意に長大化していた。さらにライブ観察を行うと、ミトコンドリ

ア融合は変化せず、分裂が抑制され、特に辺縁帯分裂が強く抑制されていた。これらの変化は全て神経活動阻害で見ら

れたものと一致しており、AMPKが神経活動依存的なミトコンドリア動態制御を媒介していることが示唆された。 
 

33．．AAMMPPKK活活性性はは神神経経活活動動にによよるるカカルルシシウウムム動動態態とと同同期期ししてて振振動動すするる  
ニューロンにおけるAMPK活性をFRETプローブで観察すると、樹状突起と細胞体において断続的な揺らぎがある

ことが分かった。そこで神経活動に伴うカルシウム流入と同時観察したところ、AMPK 活性の揺らぎはカルシウム振

動と同期しており、TTX＋APVでカルシウム振動を阻害するとAMPKの活性化も消失した。逆にニューロンをグルタ

ミン酸処理すると大きなカルシウム流入と共に AMPK 活性も増大することから、AMPK 活性が神経活動によるカル

シウム流入に依存して振動することが示唆された。AMPKはATP枯渇のほか、LKB1またはCaMKK2に直接リン酸

化されることが知られている。ニューロンにおける AMPK 振動は、LKB1 阻害では変化がなかったが、CaMKK2 の

shRNA ノックダウンまたは薬理阻害で顕著に減弱したことから、CaMKK2 に制御されることが示された。以上の結

果より、ニューロンにおいて神経活動がカルシウム-CaMKK2経路を介してAMPKの活性化を動的に制御することが

明らかになった。 
 

44．．AAMMPPKKはは海海馬馬ニニュューーロロンンののミミトトココンンドドリリアア分分裂裂ととミミトトフファァジジーーをを制制御御すするる  
AMPK 基質のうち、ミトコンドリアホメオスタシスに関与する分子の活性を調べたところ、ミトコンドリア分裂制

御分子MFFのリン酸化が、グルタミン酸処理またはAMPK活性化剤AICAR処理で亢進し、TTX＋APV処理または

AMPK阻害剤処理で抑制された。またミトファジー制御分子ULK1のリン酸化も同様に推移した。一方ミトコンドリ

ア生合成制御因子PKCb1 の活性には変化がなかった。次にAMPK ノックダウンしたニューロン樹状突起におけるミ

トファジーを定量した。野生型ニューロンの樹状突起には、オートファジーマーカーのp62の集積が点在し、その一部

がミトコンドリア端に局在しており、一定のミトファジーが起こっていることが示唆された。一方AMPK欠損ニュー

ロンでは、p62の集積が有意に減少し、ミトコンドリアへの局在も著しく低下していた（図2）。以上の結果から、AMPK
はミトコンドリア辺縁帯分裂とそれに続くミトファジーを制御していることが強く示唆された。 

 
 図2．AMPK 欠損により長大化したミトコンドリアではミトファジーが抑制される 

MitoDsRed と共に AMPK shRNA またはスクランブル shRNA を導入した海馬  

ニューロンを培養 5 日目に固定し、p62 抗体で免疫染色を行った。対照群では樹状

突起ミトコンドリア（マゼンタ）にp62塊（緑）が多く共局在するのに対し、AMPK
ノックダウンではp62塊が減り、共局在も減少する。スケールバー：1μm。 
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55．．AAMMPPKKにによよるるミミトトココンンドドリリアア分分裂裂ととミミトトフファァジジーーははミミトトココンンドドリリアア品品質質管管理理にに寄寄与与すするる  
最後に、AMPK 阻害下で分裂とミトファジーを抑制されたミトコンドリアの活性状態を調べた。正常な膜電位をも

つ活動性のミトコンドリアマーカーであるTMRM で標識すると、野生型ニューロンに比べAMPK 欠損ニューロンで

は僅かながら有意な減弱が見られた。さらに野生型で散見される酸素呼吸に伴う活性変動が、AMPK 欠損ニューロン

では殆ど起こらなかった。次にミトコンドリア呼吸の指標としてmitoSOX染色を行い、電子伝達系副産物である活性

酸素の発生を観察した。野生型ニューロンでは樹状突起ミトコンドリアマトリクスにmitoSOXのシグナルが点在して

いたが、AMPK欠損ニューロンではその数が大幅に減少していた。これらの結果から、AMPK欠損下でミトファジー

を抑制されたミトコンドリアは正常より活性が低いことが示唆された。 
 

考考  察察  
 
本研究により、海馬ニューロンの活動依存的な樹状突起成長において、AMPK によるミトコンドリアホメオスタシ

ス制御が関与することが示された。AMPK は神経活動によるカルシウム流入で活性化する CaMKK2 にリン酸化され

て活性化し、MFFやULK1などのエフェクター分子のリン酸化によりミトコンドリア分裂と共役するミトファジーを

誘導することが明らかになった。AMPK欠損下でミトコンドリア は長大化し、ミトファジーによる品質管理を受けな

いために機能低下しており、樹状突起成長に必要なATP産生能が減少していることが示唆された。 
興味深いことに、AMPK 活性はカルシウム振動と同期して動的に揺らいでおり、ニューロンの活動状態により活性

が微調節されることが示唆された。ミトコンドリアの低形成や機能低下は ATP 枯渇を、過活動は酸化ストレスの増大

による細胞障害を招くため、細胞分化・活動状態に応じて過不足なく供給される必要があり、AMPK 活性の動的制御

はミトコンドリアホメオスタシスの厳密な制御に有効であると考えられる。AMPK 活性の動的制御の詳細な分子機構

及び多くの下流経路の選択との関係を解明するのは、今後の課題である。 
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