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緒　　　　言

　運動に伴う生体内の分子的変化の 1つとして、
脳実質内のミトコンドリア呼吸鎖複合体の機能亢
進が報告されている5,7）。この呼吸鎖複合体は、複
合体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳの 4つから構成され、酸化的
リン酸化によりアデノシン三リン酸（adenosine 

triphosphate; ATP）合成酵素の働きに必要なプロ
トン濃度勾配を生成し、生命活動に必要なエネル
ギーである ATP産生を担っている。外膜と内膜
という 2枚の脂質膜を有しており、真核生物では
内膜に酸化的リン酸化を担う呼吸鎖複合体が配列
している。呼吸鎖複合体のうち、複合体Ⅰ、Ⅲ、
Ⅳは複合体同士が結合し更に高次の超複合体を形
成することが報告されている2）。複合体に障害が
生じると、ATP産生の低下だけでなく過剰な活性
酸素が生成され、酸化ストレスが引き起こされる。
アルツハイマー型認知症（Alzheimer’s disease; 

AD）の患者の脳では複合体ⅠとⅣの機能と発現
がともに低下し、ミトコンドリア機能も低下する
ことが報告されている1,6）。呼吸鎖複合体とミトコ

ンドリア機能に対する運動効果を評価する目的で、
ADモデルマウスをトレッドミルで一定時間の運
動を数週間継続させた結果、脳実質内の複合体Ⅰ
とⅣならびに ATP合成酵素の機能が増強され、
ミトコンドリア機能の改善と認知機能の向上が観
察された9）。一方で、運動により ADモデルマウ
スの脳実質内の複合体の発現量自体は変わらない
ことが報告されている3）。複合体の発現量に変化
なく、機能亢進のみに寄与する現象として複合体
Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ同士の結合に伴うミトコンドリア呼吸
鎖超複合体形成が挙げられる4）。運動に伴うミト
コンドリア呼吸鎖超複合体の形成促進とミトコン
ドリア機能亢進の報告は、ヒトの骨格筋内では既
に複数あるが、脳に関する研究報告はほとんどな
い。ミトコンドリア呼吸鎖超複合体形成を定量す
る手法としては、Förster 共鳴エネルギー移動
（FRET）現象を活用したライブイメージングによ
る FRETシグナルによる定量法4）が確立されてい
る。そこで、本研究では、運動に伴い脳内で変動
し、かつ認知症発症患者の脳検体において有意差
がみられる miRNAによる神経細胞のミトコンド
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リア呼吸鎖超複合体形成に及ぼす影響を評価した。
なお、当初予定していたマウスを用いた運動介入
研究に代わり、ヒト脳検体および iPSC由来神経
細胞を用いた分子生物学的解析を中心に研究を遂
行した。

方　　　　法

Ａ．ヒト脳検体

　凍結保存されたヒト死後脳組織試料は、
Harvard Brain Tissue Resource Centerより提供を受
けた。本研究における試料の使用は、ハーバード
大学医学部附属病院 Brigham and Women’s Hospital

の倫理審査委員会（Institutional Review Board）の
方針および承認に従って実施した（承認番号：
2016N000113）。

Ｂ．細胞培養

　SH-SY5Y 細胞は、37°C、 5 % CO 2条件下で、
Advanced DMEM/F-12（10% FBS， 2 mM L- グル
タミン，ペニシリン -ストレプトマイシンを含む）
を用いて培養した。安定した細胞内導入を確立す
るため、クローンは G418（Sigma）を800 μg/mL

の濃度で使用して選択した。ヒト iPSC由来神経
細胞は、96ウェルプレート（Corning）をマトリ
ゲル（354234，Corning）溶液（DMEM/F-12中0.2 

mg/mL）とポリオ /Lamininで37°Cで1.5時間コー
ティングした。その後、マトリゲル溶液を完全に
除去し、PBS（Gibco）を加えた。プレートとディッ
シュは使用直前に37°Cでインキュベートした。
凍結保存された 4日目の iPSC由来神経細胞は、
再懸濁メディアで解凍した。このメディアは、
NBM（neurobasal medium，0.5x MEM-NEAA， 1 x 

GlutaMAX，0.3%デキストロース）、 1 :50 B27、
1 :10000 DOX、プエロマイシン、 1 :1000 BDNF/

CNTF/GDNF、 1 :1000 ROCKi（StemCell Technol-

ogies）で構成され、解凍を促進するために温水
槽に入れた。チューブを逆さまにして優しく混ぜ
た後、トリパンブルー（Bio-Rad）を用いて生存
細胞濃度を測定した。細胞は遠心分離（250 g，
5分，室温）し、 4日目のメディアで再懸濁し、
5  × 10^ 4  cells/cm²の密度でプレートに播種した。
7日目、10日目、14日目、18日目には、培養済み
メディアの 3 分の 2 をメディア（NBM， 1 :50 

B27， 1 :10000 DOX，プエロマイシン， 1 :1000 

BDNF/CNTF/GDNF）で交換した。使用した iPSC

ラインは、MAPT P301L ドナー（ドナー ID： 

F0510）由来のもので、CRISPR/CAS9を用いて
MAPT P301Sに変異させたもの（F0510.2Δ3B5）
または MAPT WT に修正したもの（F0510.2Δ
3B3,4, E10）である。iPSC由来神経細胞は、ハー
バード大学医学部附属病院 Brigham and Women’s 

Hospital倫理審査委員会の審査と承認を受けて生
成された（承認番号：2016N000114）。

Ｃ．RNA の抽出

　 5 mLシリンジと18 G、23 G、26 Gの針を用い
て組織を Trizol（Invitrogen）の中でホモジェナイ
ズした。Total RNA を抽出し、RNA quality は
Thermo Scientific Nanodrop 1000分光光度計を使用
して確認した。

Ｄ．プラスミドの構築と細胞内導入

　ユビキノール -シトクロム c還元酵素6.4  kDa

サブユニット（UQCR11）をコードするプラスミ
ドは、過去に報告されたように AcGFPと融合した。
NADH- ユビキノン酸化還元酵素サブユニット
B 8（NDUFB8）を AcGFP と融合したプラスミ
ドは、ヒト NDUFB8を哺乳類発現ベクター pAcG-

FP1-N1（Clontech）にサブクローニングすること
によって構築された。NDUFB8のコーディング領
域は、ヒト乳がん細胞株MCF7の cDNAから次の
プライマーセットを用いて増幅した：
　NDUFB8, Forward：5’-CCCGAGCTCGCCATG- 

GGCGCGGTGGCCAGGGCC-3’
　NDUFB8, Reverse：5’-GGGGTACCCCGATCT-

CATAGTGAACCACCCGC-3’
　シトクロム c オキシダーゼサブユニット8A

（COX8A）または ATP合成酵素 F 1サブユニット
ガンマ（ATP5F1c）を DsRed-Monomer と融合さ
せたプラスミドは、以前に構築した AcGFPと融
合したタンパク質をコードするプラスミドから蛍
光分子を変更することによって構築した。タンパ
ク質のコーディング領域は、哺乳類発現ベクター
pDsRed-Monomer-N1（Clontech）にサブクローニ
ングされた。発現ベクターのトランスフェクショ
ンは、細胞を播種してから24時間後に FuGENE 

HD（Promega）を使用して、製造元の指示に従っ



（54）

て行った。
Ｅ．FRET signal の定量

　AcGFPおよび DsRed-Monomerを共発現する細
胞を96ウェルプレートで培養し、IN Cell Analyzer 

6000（GE Healthcare）および IN Cell Investigator

画像解析ソフトウェアバージョン 1.6.2（GE 

Healthcare）を使用して FRET信号を定量した。
細胞は検出の24時間前に化合物で処理、または48

時間前に siRNAでトランスフェクションされた。
AcGFP（励起488nm，発光522nm）および DsRed-

Monomer（励起561 nm，発光605 nm）の蛍光信号
と生の FRET信号（励起488 nm，発光605 nm）は、
1 ウェル当たり12の ROIで取得された。AcGFP

信号が生の FRET信号に及ぼすクロストークを評
価するため、NDUFB8-AcGFPのみを安定的に発
現する細胞を488 nmのレーザー波長で励起し、
605 nmで発光を検出した。この実験に基づいて、
以下の式におけるクロストーク係数（α）を決定
した。次に、DsRed-Monomer の488 nm でのクロ
ス励起を評価するため、COX8A-DsRed-Monomer

のみを安定的に発現する細胞を488 nm のレー
ザー波長で励起し、605 nmで発光を検出した。
この実験に基づいて、以下の式におけるクロス励
起係数（β）を決定した。補正 FRET（cFRET）
値は次のように計算された：cFRET =（生の
FRET信号強度）－ α ×（ドナー信号強度）－ β 

×（アクセプター信号強度）。化学物質または
siRNAが FRET信号に与える影響を評価するため
に、cFRET値はドナー信号強度で割った（cFRET

／／ドナー）。β-lapachone（4-dihydro-2,2-dimethyl-2H-

naphtho［1,2-b］pyran-5,6-dione, Sigma） は cFRET ／／
ドナー高値と相関して細胞内の呼吸鎖超複合体形
成を促進することが既に確認されており4）、本実
験での陽性コントロールとして使用した。

Ｆ．神経細胞生存率アッセイ

　ヒト iPSC由来神経細胞は、15000細胞 /cm²の
密度で播種し、96ウェルプレートで 3週間培養し
た。処理後、細胞生存率は AlamarBlue HS Cell 

viability試薬（DAL1025，Life Technologies）を 1 :10

の希釈で使用して測定した。メーカーの指示に従
い、37°C で 4 時間インキュベーション後、
Promega GloMax 96マイクロプレートルミノメー

ターを使用して、AlamarBlue®の吸光度を570 nm

で測定し、600 nmを参照波長として使用した。
Ｇ．神経突起の長さおよび神経突起分岐点の測

定

　神経細胞イメージングは IncuCyteTM Live-Cell 

Imaging System（Essen BioScience）を使用して行っ
た。細胞の密度、細胞体数、神経突起の長さ、お
よび分岐点は IncuCyteTMソフトウェアを使用して
監視および定量した。

Ｈ．マイクロアレイ

　Total RNAは脱リン酸化され、3’ 末端から残留
リン酸および環状リン酸基が除去され、3-OH末
端が露出した。反応は70°Cで 3分間加熱して終
了し、急速に氷上で冷却したのち、サンプルは
100°Cで変性させ、T4 RNAリガーゼを使用して
RNA 末端標識を行った。このとき、50 mM の
pCp-Cy3/Cy5、リガーゼバッファー、および BSA

を使用し、16℃で一晩インキュベーションした。
その後、標識された RNAはヒト／／マウス小 RNA

マイクロアレイ（GPL31220/GPL31221，Array-

star）にハイブリダイズし、スライドは Agilent 

G2505Cマイクロアレイスキャナー（Agilent）で
スキャンした。マイクロアレイデータは Agilent 

Feature Extraction Software（バージョン11.0.1.1）
を使用して処理し、原始信号強度は対数 2変換さ
れ、Agilent Technologies GeneSpring GX v12.1ソフ
トウェアパッケージ（バージョン867 11.0.1.1）を
使用してクォンタイル正規化した。「Present」（P）
または「Marginal」（M）としてフラグ付けされた
プローブセットを用いた。

Ｉ．Small RNA sequencing

　シーケンシングデータは Sequence Read Archive

および ArrayExpressから取得し、各ライブラリ構
築プロトコルに従ってアダプター配列を除去する
ためにトリミングした。アダプターのトリミング
と汚染配列（UniVec）の除去後、リードは順次、
リボソーム RNA（rRNA）、転移 RNA（tRNA）
および tRNA 断片（tRF）、マイクロ RNA/sno- 

RNA/scaRNA、piRNA、最終的にタンパク質コー
ディング mRNA、長鎖非コーディング RNA（lnc- 

RNA）、および miRNAヘアピン referenceにアラ
イメントされた。miRNA の reference アノテー
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ションは RmiRBaseから取得した。この多段階の
アライメントワークフローを使用した結果、サン
プル間でリードの90～95％が正常にマッピングさ
れた。差次的発現解析はDESeq 2を使用して、マッ
ピングされた総リードに基づく正規化で実施した。
統計的有意性は偽発見率（FDR）< 0.05、Fold 

Change > 1.5 ま た は < 0.5（|log2 Fold Change| > 

0.585）として定義した。

結　　　　果

Ａ．運動に伴い変動し、かつ神経細胞内のミト

コンドリア呼吸鎖超複合体形成を制御する

miRNA の同定

　運動に伴い脳内で変動する miRNA8）について
複数の論文報告が既にされている。また、運動が
ADモデルマウスの脳内ミトコンドリア機能を改
善し、認知機能を向上させるという報告9,3）もあ
ることから、ミトコンドリア呼吸鎖超複合体の制
御にかかわる miRNA（図 1）を検討した。複合
体Ⅰのサブユニットである ND1、複合体Ⅲのサ
ブユニットである CYTB、更に複合体Ⅳのサブユ
ニットである COX3を制御することで知られてい
る miR-1、miR-21、miR-5787のほか、ミトコンド

リア呼吸鎖超複合体形成を制御する miR-663aを
同定した。

Ｂ．認知症患者の脳組織における miRNA の変

動解析

　AD患者において低下している miRNAとして
miR-132が多数の既報により確立されている。本
研究で使用した AD 患者の側頭葉における
miR-132の発現レベルも有意に低かった（図 2）。
そのうえで、smallマイクロアレイを用いて上記
で同定した miRNAの発現レベルをコントロール
群と AD患者群で比較したところ、AD患者にお
ける miR- 1の有意な低下ならびに miR-663aの有
意な上昇がみられた（図 2）。
　AD とともに、タウを主病変とするタウオパ
チーに分類される認知症として前頭側頭葉型認知
症（frontotemporal dementia; FTD）が挙げられる。
FTD患者の脳検体を用いた small RNA-seq dataset

を再解析したところ、miR-21の発現レベルはコ
ントロール群と FTD患者群で特に有意差はみら
れなかったが、miR- 1 の発現レベルは有意に低
下していた（図 3）。一方で、miR-663a、 miR-

5787は検出されなかった。運動により変動しミト
コンドリア呼吸鎖超複合体の制御にかかわる

図 1．非コード RNAによるミトコンドリア電子伝達系・酸化的リン酸化の制御
Fig.1．Regulation of mitochondrial electron transport chain and oxidative phosphorylation by non-coding 

RNAs.（Kobayashi A, et al.（2023）: Int J Mol, 24（11）, 9414.）
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miRNAのうち、タウを主病変とする異なる認知
症患者の脳組織において一貫して miR- 1の発現
レベルが有意に低下していた（図 2， 3）。

Ｃ．miRNA mimic の細胞内導入によるミトコ

ンドリア呼吸鎖超複合体形成制御の評価

　上記の miRNAのシークエンスを用いて人工的
に合成した miRNA mimicを神経細胞内に導入し、
ミトコンドリア呼吸鎖超複合体形成に影響を及ぼ
すかを評価した。ミトコンドリア呼吸鎖超複合体
形成の制御を検出する目的で以前に確立した
FRET現象を活用したライブイメージングによる
FRETシグナルの定量手法4）を用いた。ミトコン
ドリア呼吸鎖超複合体が形成されると、cGFPタ
グ付き複合体 I の励起により、DsRed-Monomer

タグ付き複合体 IVからの発光信号が得られる仕
組みになっている（図 4 a）。
　miR-1、miR-21、miR-663a、miR-5787の人工的
に合成した miRNA mimicsを細胞内導入した神経
細胞における FRETシグナルの定量を行ったとこ
ろ、miR-1 mimicsを細胞内導入した神経細胞にお
いては、濃度に相関して FRETシグナルの増加が
みられた（図 4 b）。また、40 nMの miR-1 mimics

を細胞内導入した群では、陽性コントロールに近
い FRETシグナル値が計測され、ミトコンドリア
呼吸鎖超複合体の形成促進が示唆された。
　ヒト iPS由来神経細胞で AD、FTDといったタ
ウを主病変とする認知症のモデルの Tau P301S変
異細胞に対して miR-1 mimicsを細胞内導入し、
神経細胞の形態変化・経時的な動態解析をしたと
ころ、神経突起の長さや分岐部位の数量が miR-1 

mimicsを細胞内導入した群で有意に増加した（図
4 c）。また、Tau P301S変異細胞の生存率の変化
についても計測したところ、miR-1 mimicsを細胞
内導入した群で有意に上昇した（図 4 d）。

考　　　　察

　当初の研究計画では、上記の in vitro実験と並
行して、 ADモデルマウスを用いた運動介入研究を
実施する予定であった。具体的には、ADモデル
マウスにトレッドミルによる走行試験を数週間に
わたり継続的に実施し、運動前後における脳内ミ
トコンドリア呼吸鎖超複合体の形成を制御する
miRNA発現量の変化、ミトコンドリア機能およ
び ATP産生能の変化、ならびに神経保護作用の

図 2．運動により変動しミトコンドリア呼吸鎖超複合
体の制御にかかわる miRNA（miR-1, miR-21, miR-
663a, miR-5787）のコントロール群と AD患者群の前
頭皮質における発現レベルの比較

Fig.2．The expression levels of miRNAs involved in exer-
cise-induced fluctuations and regulation of mitochondrial 
respiratory chain complexes（miR-1, miR-21, miR-663a, 
miR-5787）in Alzheimer’s disease（AD）patient prefrontal 
cortex.

Control subjects（n = 5）are in blue and AD patients（n = 5）
are in red. Unpaired two-tailed Student’s t-test was performed. 
All graphs show mean ± standard error of the mean（SEM）. 
*P < 0.05, ns = not significant.
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図 3．Small-seqのコントロール群と FTD患者群の前
頭葉における発現レベルの比較

Fig.3．Reanalysis of published small-RNA-seq data on 
FTD frontal cortex compared with control. 

Volcano plots of frontal cortex small RNA-seq comparing 
FTD（n = 13）and control subjects（n = 12）with significantly 
downregulated and upregulated small RNAs in blue and red, 
respectively. Differential expression was evaluated using the 
DESeq2 Wald test  with FDR adjustment.  Dataset 
E-MTAB-12731, batch 1 reanalyzed.
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図 4．運動により変動しミトコンドリア呼吸鎖超複合体の制御にかかわる miRNAによる細胞内ミトコ
ンドリア呼吸鎖超複合体形成の制御と神経細胞の形態変化

Fig.4．Regulation of intracellular mitochondrial respiratory chain complex formation by miRNAs involved in the 
control of mitochondrial respiratory chain complexes, which fluctuate with exercise.

（a）Intermolecular FRET biosensors of mitochondrial respiratory chain complex detect supercomplex formation in 
cells4）.（b）cFRET/donor signals detected in miRNA mimics（miR-1, miR-21, miR-663a, miR-5787）transfected 
cells with various concentrations（10, 20, 40 nM）.（c）Tau P301S human neurons transfected with miR-1 mimics 
were monitored for neurite length and neurite branch points over 8 days by live-cell imaging（n = 3 biological 
replicates/group）.（d）Neuronal viability was assessed by Alamar Blue assay 8 days after transfection（n = 11 bio-
logical replicates/group）. *P ＜ 0.05, **P ＜ 0.01, ***P ＜ 0.001.
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評価を経時的にモニタリングすることで、miRNA

を介した運動による認知症予防効果を in vivoレ
ベルで検証することを目的としていた。また、認
知症モデルマウスへの miRNA mimics／／阻害薬の脳
内投与による脳組織の病理学的改善および認知症
症状の改善効果についても、本研究期間内に評価
する予定であった。
　しかしながら、研究助成期間中にトランプ政権
下の新規政策によりハーバード大学に対する研究
費制限が発生し、マウスのオーダリングが一定期
間凍結したため、上記の動物実験を予定どおりに
実施することができなかった。このため、本助成
期間内の研究はヒト死後脳検体を用いた miRNA

解析およびヒト iPSC 由来神経細胞を用いた in 

vitro実験を新規に進めることとなった。マウス
を用いた運動介入研究については、今後の研究課
題として引き続き取り組む予定である。
　本研究では、運動により発現が上昇すると報告
されており、ADおよび FTDの認知症患者の脳
組織内で低下している miR-1がミトコンドリア呼
吸鎖超複合体の形成制御に関与する可能性につい
て検討した。その結果、miR-1 mimicを細胞内に
導入した神経細胞において、ミトコンドリア呼吸
鎖超複合体の形成が促進されることが示された。
これまでに、運動により脳内の miR-1が増加する
ことが報告されており、本研究の結果と合わせて、
運動による miR-1の上昇が神経細胞内のミトコン
ドリア呼吸鎖超複合体の形成を促進する可能性が
示唆された。また、認知症モデルのヒト iPSC由
来神経細胞において、miR-1の上昇が神経細胞の
形態的変化を引き起こし、神経保護作用を示すこ
とが明らかとなった。しかしながら、miR-1の増
加が神経細胞内のミトコンドリア機能および ATP

産生能の向上に寄与するか、また miR-1を脳内投
与した認知症モデルマウスにおいて脳組織の病理
学的改善や認知症症状の改善がみられるかどうか
については、今後の検証が必要である。また、
miR-1をターゲットにした運動による認知症予防
効果を示すためには、高齢マウスにおける脳内
miR-1の測定、トレッドミルによる走行試験を実
施し、運動前後の miR-1の変化、ミトコンドリア
機能および ATP産生能の変化、ならびに認知症

症状の有無を経時的にモニタリングする研究が必
要である。更に、miR-1の上昇に伴うミトコンド
リア呼吸鎖超複合体の形成促進が、呼吸鎖複合体
Ⅰの形成または機能の促進によるものなのか、そ
れとも各呼吸鎖複合体の発現量に変化がなく、ミ
トコンドリア呼吸鎖超複合体形成のみが促進され
るのかを検証する必要がある。この点については、
現在、miR-1 mimicを細胞内に導入した神経細胞
からミトコンドリアを抽出し、BN-PAGEを用い
て各呼吸鎖複合体の発現量を確認するとともに、
miR-1 mimic導入によるミトコンドリア機能およ
び ATP産生能の変化を検討している

総　　　　括

　本研究では、運動による認知症発症予防効果の
メカニズムとして、miR-1がミトコンドリア呼吸
鎖超複合体の形成促進に寄与する可能性を明らか
にした。これらの知見は、運動による認知症発症
予防効果をミトコンドリアの機能制御という新た
な視点から解明するための基盤となる。
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