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審査 の結果 の 要旨

氏名 早川 泰之

本研 究は ､ 噂乳動物中枢神経細胞 ミ ト コ ン ドリア によ る速 い酸素消費 の機構 を解明す

る 目的で ､
マ ウス 小脳 の 培養神経細胞を用 い て ､

二 光子励 起顕微鏡法､
パ ッ チク ラ ン プ

と微小酸素電極 を組み合わ せた電気生理学的手法によ っ て解析を行い ､ 下記 の結果を得

て い る ｡

要旨

神経細胞に お ける活動依存的酸素消費は､ 脳機能イメ
ー ジ ン グで観察され る i n iti al

di p の 現象か ら活動開始後 1 秒以内 に増大する とされ て い る｡ しか し､ 細胞 レ ベ ル にお

ける こ の 迅速な酸素消費の メ カ ニ ズ ム はまだ明 らか に され て い な い ｡ そ こ で ､ 我 々 は 二

光子励起イ メ
ー ジ ン グ法 により ､ 単

一

神経細胞 の活動依存的な ミ ト コ ン ドリ ア応答の 解

析を行な っ た｡

1
. ミ ト コ ン ドリア 膜電位蛍光色素 T M R M により染色 した培養小脳 プル キ ン エ 細胞を

用 い て ､
二 光子 励起顕微鏡によるイ メ

ー ジ ン グを行 っ た ｡ 形質膜脱分極刺激に対 し

て
､
3 0 n M T M R M で は減少 ､

1 0 0 n M T M R M で は増加 し ､
T M R M 濃度依存的に応

答が異な っ た｡ こ れ らは ミ ト コ ン ドリア 膜電位の 脱共役剤 F C C P と同 じ方向変化で

あ っ た o またカ ル シ ウム を除い た外液で は蛍光変化がな い ため ､
形質膜脱分極刺激

に対する ミ ト コ ン ドリア膜電位 の 脱分極はカ ル シ ウム 依存性で ある こ とが示唆され

た ｡ 1 0 0 n M T M R M は ､ 刺激直後の 応答性 が 3 0 n M T M R M や R b_1 2 3 と比
べ て 応答



性が速く ､ か つ 大き い こ とから
､ 解析を進 めて いく 上で の 最適な染色条件は 1 0 0 n M

T M R M で ある こ とを見 出 した ｡

2
, 細胞内カ ル シ ウ ム濃度蛍光指示薬と して カ ル シ ウム イ オ ン 高親和性 f u r a ･ 2

､ また は

低親和 性 f u r a ･

2 F F と T M R M の 同時イ メ
ー ジ ン グを行い

､
細胞 内カ ル シ ウム 濃度と

ミ ト コ ン ドリ ア膜電位変化 の相関を解析 した結果 ､
カ ル シ ウム 濃度が 1 5 p M を越 え

る とミ ト コ ン ドリア 膜電位が脱分極す る こ とを明 らか に した ｡

3 . 単
一

培養神 経細胞 の酸素消費 を微小 酸素電極 ､
パ ッ チ ク ラ ン プを用 い て解析 した 結

果､ 形質膜脱分極刺激に より 0 .2 秒以内 に酸素消費の 増大 が観察され たo また ミ ト

コ ン ドリ ア 膜電位 の 脱共役剤 F C C P に お い て も酸素消費が増大 した ｡
一

方 ､ 細胞 内

に導入 したカ ル シ ウム キ レ ー ト剤 B A P T A で は酸素消費の 変化が起 こ らなか っ た｡

こ の こ とか ら
､
こ の 酸素消費 の増大 は ､ 細胞 内カ ル シ ウム イ オ ン に依存的で ある こ

とが示 され た｡ こ れ は ､
カ ル シ ウム 取り込み に よる ミ ト コ ン ドリ ア膜電位の 脱分極

によ っ て起 こ る こ とが示唆された ｡

4 . 神経細胞 か ら得られる自家蛍光成分は ミ ト コ ン ドリア 由来の N A D (P) H と考えられ

て い るため ､
T M R M 蛍光像との 同時画像取得 を行 い ､ 空間的局在パ タ ー ン が同 じで

ある こ と を確認 した ｡ これ をふ ま え､ 形質膜脱分極刺激による ミ ト コ ン ドリ ア 呼吸

鎖にお ける N A D (P) H を解析 した結果 ､
F C C P に よる N A D (P)H の 速や か な減少 は ､

ミ ト コ ン ドリ ア膜電位 の脱 分極による N A D (P) H の 消費が促進 され る こ と を示 し､

また呼吸鎖複合体Ⅰ阻害剤ア ンチ マ イチ ン A に よる増加は呼吸鎖 の機能停止 による

N A D (P) H の 蓄積を反映すると考えられた ｡ そ のた め ､ 形質膜脱分極刺激 による初

期 の減少相は ミ ト コ ン ドリア の カ ル シ ウム 取り込み による迅速な ミ ト コ ン ドリア 膜

電位 の 脱分極に より起 こ る と考えられ ､ そ の後 の増加 相は ク エ ン 酸回路の カ ル シ ウ



ム 依存性酵素の 活性化な どによるカ ル シ ウム 依存的な機構 の賦活化によるも の と考

えられ た｡

以上 の結果か ら､

ニ 光子励起法は ､ 励 起波長の 異なる蛍光物質 の 同時励起 を可能に で

きる こ とか ら､ 神経生物学分野 にお い て 非常に有用 な方法で あると考えられ る｡ また ､

晴乳動物中枢神経細胞にお い て 初めて ､ ミ ト コ ン ドリア にお ける速い 酸素消費の 増大 は ､

細胞 内カ ル シ ウ ム イオ ン 依存的 な ミ ト コ ン ドリ ア膜電位 の脱分極に よ るも の で あ る こ

とを明 らか に したo これ らの 結果は ､ 神経活動時にお ける A T P の フ ィ
ー ドフ ォ ワ ー ド

的な恒常性維持機構 の理解に対 して 重要 な知見 を与 えるも の で あり ､ 学位 の 授与 に値す

るも の と考えられ る｡




