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 ミトコンドリアは、細胞内の ATP 産生や脂質代謝、鉄－硫黄クラスター生成、

カルシウム恒常性、ひいてはアポトーシス性細胞死に関与する、細胞内で最も重要

なオルガネラの一つである。１９５６年に Harman によって提唱された「フリー

ラジカル説」は、老化の原因をミトコンドリアから発生するフリーラジカルとする

説であり、以降さまざまな修正が加えられ、今日ではミトコンドリアの機能不全が

老化の主要因の一つであるという考えは広く認められている。ミトコンドリアはフ

リーラジカルによる傷害に対処するために、さまざまなレベルのミトコンドリア品

質管理機構を発達させてきた。代表的なミトコンドリア品質管理機構として、ミト

コンドリアダイナミクスやミトコンドリアオートファジー（マイトファジー）が挙

げられる。すなわち、融合や分裂といった膜ダイナミクスによる傷害の相補や隔離、

またマイトファジーによる傷害ミトコンドリアそのものの分解が、フリーラジカル

による傷害の軽減に寄与する。ミトコンドリアはエネルギー産生を担う主要なオル

ガネラであるため、これらミトコンドリア品質管理機構は、エネルギー需要の高い

細胞のエネルギー恒常性に必須である。  
 内在性カンナビノイド系は、リン脂質由来の前駆体から合成される内在性カンナ

ビノイドやそれらの受容体、生合成および分解に関与する酵素から構成されている。

内在性カンナビノイド系は中枢・末梢神経系を中心に、記憶・食欲・痛みなどのさ

まざまな生理学的・病理学的な機能を有している。カンナビノイド受容体の１種で

ある１型カンナビノイド受容体（ CB１受容体）は、中枢神経系の神経細胞に発現

し、脳内で最も発現量の高い G タンパク質共役型受容体である。先行研究から、

CB１受容体活性が加齢性記憶障害に深く関与することが示唆されているが、その

メカニズムは不明である。興味深いことに、 CB１受容体は細胞膜のみならずミト

コンドリア外膜にも発現していること、さらにこのミトコンドリアに局在する CB
１ 受 容 体 が 記 憶 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 分 か っ て い る 。 そ こ で 、 本 研 究 で は

CB１受容体のミトコンドリア品質管理機構における役割に着目し、加齢性記憶障

害を示すモデル動物である CB１受容体ノックアウトマウスの海馬において、ミト

コンドリア形態とマイトファジーの加齢に伴う変化を解析した。  
 本博士論文は４章から構成され、以下に各章の概要を記述する。  
 第１章では、序論を記述した。まず、ミトコンドリアと老化に関する重要な先行

研究を概説した。次に、内在性カンナビノイド系の分子メカニズムや生体内におけ

る役割、エネルギー代謝への影響に関する先行研究を概説した。  
 第２章では、本研究で使用した実験方法を記述した。  

第３章１節では、マイトファジーに重要である、ユビキチン６５番セリンのリン

酸化産物（ Ser65-pUb）のマウス海馬における免疫組織化学的な解析結果について

記述した。マイトファジーの際、傷害ミトコンドリアはオートファゴソームと呼ば

れる二重膜によって隔離され、その後リソソームと融合することで傷害ミトコンド

リアは分解される。Ser65-pUb は、傷害ミトコンドリアの周りにオートファゴソー
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ム を 形 成 す る た め に 重 要 な 分 子 で あ る 。 培 養 細 胞 を 用 い た 実 験 に よ っ て  
Ser65-pUb の 形 成 メ カ ニ ズ ム に 関 し て は 明 ら か に さ れ て い る 一 方 で 、 Ser65-pUb
の免疫組織化学的な知見はほとんど存在せず、組織における Ser65-pUb の役割は

不明な点が多かった。そこで、マウス海馬を例にとって、組織における Ser65-pUb
を 免 疫 組 織 化 学 的 に 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 マ ウ ス 海 馬 に お い て 一 部 の 細 胞 は 強 く

Ser65-pUb のシグナルを呈する一方で、その他の細胞ではほとんどシグナルを呈し

ないことが分かった。さらに、 Ser65-pUb 生成に重要なキナーゼとして唯一知ら

れている PTEN-induced kinase1（ PINK１）をノックアウトしたマウスの海馬で

は、 Ser65-pUb 陽性細胞密度は有意に減少するものの、依然として Ser65-pUb 陽

性細胞が残存することが分かった。また、Ser65-pUb 陽性細胞密度の減少が、海馬

のどの領域に顕著に観察されるか解析した結果、 PINK１ノックアウトで観察され

た Ser65-pUb 陽性細胞密度の減少は、主に CA３錐体細胞層および歯状回果粒細胞

層に由来することが分かった。さらに、加齢に伴って組織に蓄積して自家蛍光を発

するリポフスチンと、 Ser65-pUb シグナルは共局在しないことが明らかとなった。

最後に、Ser65-pUb シグナルが、海馬を構成するどのような細胞種に発現している

か解析した結果、Ser65-pUb 陽性細胞は神経細胞マーカーと共局在することが分か

った。これらの結果から、マウス海馬において Ser65-pUb は一部の神経細胞のみ

に PINK１部分依存的に強く発現していることが明らかとなった。Ser65-pUb がマ

イトファジーに重要であることを踏まえると、Ser65-pUb で惹起されるマイトファ

ジーは海馬神経細胞の保護に関与している可能性がある。また、ユビキチンの６５

番目のセリンをリン酸化するキナーゼはこれまで PINK１のみしか報告されていな

いことから、PINK１非依存的で未報告の Ser65-pUb 生成メカニズムが存在する可

能性があることにも触れた。  
第３章２節では、第３章１節の結果を踏まえて、加齢性記憶障害モデル動物にお

け る ミ ト コ ン ド リ ア ダ イ ナ ミ ク ス お よ び マ イ ト フ ァ ジ ー を 解 析 し た 結 果 を 記 述 し

た。本研究では、若齢期のマウスとして１〜２ヶ月齢の個体、一方で成熟期のマウ

スとして６〜７ヶ月齢の個体を使用した。はじめに、加齢および CB１受容体の遺

伝型が、マイトファジーの活性に影響を及ぼすか解析した。まず、第３章１節での

実験結果に基づいて、海馬における Ser65-pUb の発現を免疫組織化学的に解析し

た。その結果、野生型の海馬においては、Ser65-pUb 陽性細胞密度は若齢期と成熟

期の間でほとんど変化しない一方で、 CB１ -KO の海馬では加齢に伴って有意に減

少することが分かった。また、この変化が海馬のどの領域に顕著に観察されるか解

析した結果、成熟期の CB1-KO で認められた Ser65-pUb 陽性細胞密度の減少は、

主に CA１錐体細胞層に由来することが明らかとなった。興味深いことに、若齢期

の CB1-KO の CA１錐体細胞層では、同齢の野生型に比べて Ser65-pUb 陽性細胞

密度が逆に増加することが分かった。以上の結果を裏付けるために、透過型電子顕

微鏡を用いて、 CA１錐体細胞層の神経細胞において、オートファゴソームによっ



  
  

No. 3 
 

て隔離されているミトコンドリア様構造（マイトファゴソーム）の出現頻度を解析

した。その結果、成熟期の野生型に比べて、CB１ -KO の CA１錐体細胞層の神経細

胞では有意にマイトファゴソームの出現頻度が減少していることが分かった。次に、

加齢および CB１受容体の遺伝型が、ミトコンドリア形態に影響を及ぼすか解析し

た。まず、透過型電子顕微鏡を用いて、 CA１錐体細胞層の神経細胞におけるミト

コンドリア形態を解析した。その結果、野生型では加齢に伴ってミトコンドリアの

サイズの増加が認められた。また、野生型では加齢に伴ってミトコンドリアの形態

が均質な円形に変化した。一方、 CB１ -KO においては、ミトコンドリアのサイズ

は顕著には変化せず、有意な伸長が認められた。さらに、収束イオンビーム走査型

電子顕微鏡を用いて、 CA１錐体細胞層の神経細胞におけるミトコンドリアの三次

元的な形態を解析した。その結果、若齢期においては、野生型と CB１ -KO の間で

顕著な三次元形態の違いは認められなかった。一方で、成熟期の野生型では、透過

型電子顕微鏡の結果を裏付けるように、円形のミトコンドリアが均質に観察された。

一方で、成熟期の CB１ -KO においては、ミトコンドリアの顕著な伸長および相互

接続が認められた。これらの結果から、 CB１受容体はマウス海馬神経細胞におい

て、加齢依存的にマイトファジーおよびミトコンドリア形態を制御していることが

明らかとなった。先行研究において、海馬におけるマイトファジー活性が加齢に伴

って減弱することや、ミトコンドリアの分裂阻害が海馬において神経変性を引き起

こすことが示唆されている。また興味深いことに、先行研究ではストレスを受けた

ミトコンドリアが伸長・相互接続し、オートファジーによる分解から免れることが

示唆されている。したがって、 CB１受容体が制御するミトコンドリア品質管理機

構は、加齢に伴う諸々のストレスから神経細胞を保護し、エネルギー恒常性を担保

している可能性がある。さらに、ミトコンドリア形態やマイトファジーを制御する

CB１受容体の下流分子としてプロテインキナーゼ A やダイナミン様 GTPase が存

在する可能性を記述した。  
 第４章では、本研究のまとめと今後の展望について記述した。本研究における実

験結果から、 CB１ -KO において記憶障害が急速に起こるメカニズムとして、マイ

ト フ ァ ジ ー 不 全 や ミ ト コ ン ド リ ア 分 裂 阻 害 に よ っ て 神 経 細 胞 に 傷 害 ミ ト コ ン ド リ

アが蓄積する可能性を提唱した。先行研究から、 CB１受容体は肝臓や骨格筋など

の末梢組織においてエネルギー代謝に深く関与していることが示唆されている。本

研究によって、 CB１受容体は中枢神経系の神経細胞においてもエネルギー恒常性

の維持に寄与する可能性が示唆された。以上の CB１受容体がエネルギー恒常性に

関与するという仮説は、加齢性記憶障害のメカニズムに新たな視点を与えると考え

られる。また、内在性カンナビノイド系は神経系を有するほぼ全ての動物に保存さ

れていることから、さまざまな老化モデル動物において内在性カンナビノイド系の

役割を解析することも興味深い。本研究成果は、加齢に伴い記憶能力が変化するメ

カニズムを解明する上で重要な足がかりとなると期待される。
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