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要旨 
 

 

神経系を構築するニューロンの樹状突起は、その機能に応じて多様な形態を

獲得する。甲状腺ホルモン（3,3’,5-Triiodo-L-thyronine ; T3）は、神経系の発達に

重要であり、小脳プルキンエ細胞の樹状突起形成を促進することが知られてい

るが、その制御メカニズムは不明な点が多い。一方、樹状突起の形成および維持

には大量の ATP を必要とするためミトコンドリアは増殖していく必要性がある。

プルキンエ細胞の樹状突起形成過程においてこれらの現象には関連があると考

え、T3 の標的遺伝子の一つでありミトコンドリア生合成の制御因子である

peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator 1α (PGC-1α)に着目し、

T3によって誘導される樹状突起形成と PGC-1αの機能を調べた。 

 

まず、in vitroおよび in vivo で T3によって促進される樹状突起形成と PGC-1α

の発現に関連があるのか調べた。その結果、小脳分散培養において、T3 処理に

よりプルキンエ細胞の樹状突起形成が促進されるのと並行してミトコンドリア

の活性と PGC-1α の発現が増加することがわかった。一方、T3 非存在下の小脳

分散培養では、樹状突起形成は阻害され、ミトコンドリアの活性と PGC-1αの発

現は増加しなかった。さらに、小脳皮質の正常発生においてプルキンエ細胞の

PGC-1αの発現は樹状突起伸長期に上昇するが、甲状腺ホルモン低下症モデルマ

ウスにおいて、プルキンエ細胞の樹状突起形成が阻害され、PGC-1αの発現開始

が遅延し、発現量が低下した。これらの結果より、PGC-1αの発現は、プルキン

エ細胞の樹状突起形成時に T3によって誘導されることが示唆された。次に、樹

状突起形成における PGC-1α の機能を調べた。T3 存在下の小脳分散培養におい

て、プルキンエ細胞の樹状突起形成とミトコンドリア生合成は、PGC-1αノック

ダウンにより抑制された。さらに、PGC-1αが補因子として結合しミトコンドリ

ア生合成を制御する転写因子 NRF1 のドミナントネガティブ変異体を過剰発現

すると、プルキンエ細胞の樹状突起形成が阻害された。また、PGC-1αとは逆に

T3 シグナルの下流遺伝子の転写を抑制することが知られている転写抑制補因子

RIP140 の過剰発現は、プルキンエ細胞の樹状突起形成を阻害した。これらの結

果は、T3によって誘導されるプルキンエ細胞の樹状突起形成において、PGC-1α
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の発現が必要であることを示している。最後に、PGC-1α の発現が T3 の樹状突

起形成促進効果を補完するのに十分であるかどうか検証した。T3 欠乏下ではプ

ルキンエ細胞の樹状突起は、ほとんど伸長しない。しかし T3 非存在下の小脳分

散培養において PGC-1α の過剰発現を行うと樹状突起形成とミトコンドリアの

生合成が引き起こされた。以上の結果より、T3 によって引き起こされるプルキ

ンエ細胞の樹状突起形成は、少なくとも PGC-1αの発現を介して起こることが明

らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

 

 

第一章 

 

 

 

序論 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

中枢神経系の神経回路を構成する最小単位であるニューロンやグリアは、そ

れぞれの機能や結合様式に応じて特有の形態を獲得する。ニューロンは、信号の

出力に関わる軸索と入力に関わる樹状突起を有する。樹状突起の形態は、細胞種

や機能によって様々であり、その多様性はそれぞれの組織における神経回路の

機能の構築に密接に関わっている。しかしどのように細胞特異的な樹状突起が

形成されていくのか不明な点が多く存在する。本研究では、中枢神経系において

最も複雑な分岐を形成する小脳プルキンエ細胞を用いて、その樹状突起形成を

制御する分子メカニズムの理解を目指して解析を行った。 

 

 

 

小脳皮質の発達 

 

小脳は運動や姿勢の制御の中枢として知られているが、情動や感情の制御、認

知そして記憶に関与することも近年明らかになりつつある。小脳の機能障害は、

自閉症などの精神疾患とも関わりがあることが報告されている。また、ヒトの場

合、大脳の 10％ほどの重量であるにもかかわらず、大脳よりもはるかに多くの

ニューロンが存在する。 

小脳は、3層の細胞層から成る小脳皮質と軸索が集中する白質からなる。小脳

は結合組織である軟膜に覆われており、成熟した小脳皮質は、その表面から深部

へ順に分子層、プルキンエ細胞層そして内顆粒層で構成されている。 

層形成を含む小脳の発生は、出生前後にダイナミックに行われる。特徴的なの

が脳で最も多く存在するニューロンである小脳顆粒細胞の増殖、分化そして移

動である。マウス小脳において顆粒細胞前駆細胞は、発達期に一時的に小脳表面

に現れる外顆粒層 (external granule layer; EGL)を形成する。EGLの顆粒細胞前駆

細胞は、増殖を繰り返し P0 (postnatal day 0) から徐々に細胞分裂を終え、小脳顆

粒細胞に分化する。小脳顆粒細胞は、バーグマングリアの突起に沿って小脳の深

部へ移動し内顆粒層 (internal granule layer; IGL)を形成する。この移動は P14 ま

でにほぼ完了し、EGLは消失する(Figure 1-1)。 

一方、小脳皮質の主要なニューロンであるプルキンエ細胞も小脳皮質の発達

に伴って形態を変化させていく。プルキンエ細胞は、マウスにおいて E12 頃に
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バーグマングリアの突起に沿って小脳原基の神経上皮から皮質板へ放射状に移

動が始まる。この移動は P0までに終了する。この時、プルキンエ細胞は、概し

て紡錘形の細胞体に双極性の突起を有している。その後、細長く分岐のほとんど

ない尖端突起を伸ばした形態をとる (“fusiform stage”)。そして P2 から P4 にお

いてプルキンエ細胞は、新たな発生段階に入り、多極性の細長い突起を有するよ

うになる(“stellate cells stage”)。 P7頃から複数の突起のうち、一つが選択され樹

状突起として軟膜表面に向かって急速に伸長する。同時に、その他の樹状突起は

退縮する(”young Purkinje cells stage”) (Armengol and Sotelo, 1991; Sotelo and Dusart, 

2009) (Figure 1-2)。さらにこの樹状突起は、分子層において IGLの顆粒細胞から

伸びた平行線維とシナプスを形成する。また、プルキンエ細胞の軸索は、P2 か

ら P6の間に IGLを通り白質へ伸長し深部小脳核とシナプスを形成する。このよ

うにプルキンエ細胞の細胞極性は、小脳皮質の発達に伴って獲得される。 

 

 

 

Figure 1-1. 小脳皮質の形成   

(A) P5頃の小脳皮質の矢状断面図。増殖を終えて分化した顆粒細胞は、EGLから IGLへ移

動する。 (B) P14 前後の小脳皮質の矢状断面図。顆粒細胞の移動は、P14頃にはほぼ終了

し EGLは消失する。プルキンエ細胞の樹状突起は、分子層で形成され、顆粒細胞から伸長

した平行線維とシナプスを形成する。EGL (external granule layer; 外顆粒層)、ML (molecular 

layer; 分子層)、PCL (Purkinje cell layer; プルキンエ細胞層)、IGL (internal granule layer; 内顆

粒層)、WM (white matter; 白質) 
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Figure 1-2. 小脳プルキンエ細胞の形態変化  

(Sotelo and Dusart, 2009)を元に改変。生後小脳皮質においてプルキンエ細胞の形態変化の開

始時期は以下の通りである。fusiform stage (P0~), stellate cells stage (P2-P4~), young Purkinje 

cells stage (P8~)その後、樹状突起の形成は P30 頃にほぼ完了する。 

 

 

 

神経系の発達と甲状腺ホルモン 

 

甲状腺ホルモン Thyroid hormone (TH; 3,5,3’,5’-tetraiodo-L-thyronine, T4 または

3,5,3'- triiodo-L-thyronine, T3)は、様々な組織の発達や代謝に関わる。特に哺乳類

の中枢神経系は、その主要な標的器官である。例えば大脳皮質の発達段階におい

て 500-1000の遺伝子が、THの影響を受けることが知られている(Chatonnet et al., 

2015)。その中には細胞接着分子ラミニン、軸索伸長や移動に関わる TAG-1 

(transient axonal glycoprotein-1)、層形成に関わる reelin、小胞輸送に関わる

rabconnectin 3、ポストシナプスに局在する neurogranin、ニューロンの配置に関わ

るアダプタータンパク質である Dab-1 (disabled 1)そして前駆細胞の増殖に関わ

る Sonic hedgehog (Shh)などがある。(Farwell and Dubord-Tomasetti, 1999; Alvarez-
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Dolado et al., 1999; Alvarez-Dolado et al., 2001; Dowling et al., 2000; Desouza et al., 

2011)。また、胎盤を介した母親由来の TH が、甲状腺が未発達な胎児の脳発育

に重要な影響を与える。ヒトの場合、妊娠 13~28 週 (second trimester) に、ラッ

トでは E17.5~18.0 に胎児の甲状腺の機能が始まるが、これ以前は母親由来の TH

に依存している。生後のマウスにおいて TH血中濃度は、P2から P4頃は低いま

まであるが、P4頃から急激に上昇し始め P6から P10 で一定の濃度に達する。そ

の後、P15 でピークを迎え、生後 3週目以降は P6から P10 程度の濃度に維持さ

れる(Figure 1-3)。この特徴的な THの発生段階的な濃度変化は様々な動物種で確

認されており、新生仔における THの濃度上昇が嗅球、側脳室、海馬歯状回そし

て小脳において細胞分裂を抑えるという報告もある(Hadj-Sahraoui et al., 2000)。

興味深いことにこの THの血中濃度変化は、プルキンエ細胞の形態変化のタイミ

ングに類似しており、THの濃度上昇が、目的遺伝子の転写を制御し細胞および

組織の発生に関与していると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-3. マウス新生仔における THの血中濃度変化 (Hadj-Sahraoui et al., 2000より抜粋) 
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TH/TR シグナル経路 

 

TH は、核ホルモンレセプターファミリーの一つである Thyroid hormone 

receptors (TRs)のリガンドとして働くことが知られている。主な TRs のサブタイ

プとして TRα1および TRβ1 が挙げられる。その遺伝情報は、それぞれ THRA遺

伝子および THRB遺伝子に由来し、それらの isoform の発現は、選択的 RNAス

プライシングやプロモーターによって制御されている(Yen, 2001; O’Shea and 

Williams, 2002)。TRs の発現は、ヒト胎児では、妊娠 8~10週目以降に始まる。ラ

ット胎児では TR mRNA は、神経管において E11.5までに、間脳や菱脳の一部で

E12.5までに確認できる。 

TRs は、その目的遺伝子の標的配列 thyroid hormone response element (TRE) に

特異的に結合する。そして TRE 上で retinoid X receptor (RXR)と二量体を形成す

る。TH非存在下では TR-RXR 複合体は、co-repressor complex と相互作用し、下

流遺伝子の転写が抑制される。一方、TH存在下では co-activator complex などか

らなる転写活性因子複合体と相互作用し下流遺伝子の転写が促進される(Figure 

1-4)。また、TH/TR シグナル経路の co-factor である nuclear receptor corepressor 

(NcoR) mRNAあるいは steroid receptor coactivator-1 (SRC-1) mRNA は、発生段階

および成体の脳で発現が見られるが、TH 依存的にその mRNA 量が変化するこ

とが知られている(Iannacone et al., 2002)。また thyroid hormone receptor-associated 

protein (TRAP220) mRNA も胎生脳から成体脳に至るまでの発生段階でその発現

パターンが異なる(Galeeva et al., 2002)。つまり発生段階における組織、細胞特異

的な TRs と co-factors の発現パターンの違いが、TH の対する応答性を変化させ

ることで各細胞の発生を制御していると考えられる。従って TH/TR シグナル経

路の異常は、正常な細胞、組織の発達を阻害する。 
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Figure 1-4. THは目的遺伝子の転写に関わる。 

T3 非存在下(T3-)では co-repressor複合体によって RNA polymerase などの作用を阻害し、T3

の標的遺伝子の転写が阻害される。一方、T3 存在下(T3+)では co-activator 複合体により、

促進される。 

 

 

 

甲状腺ホルモン低下症 (hypothyroidism) 

 

前述してきたように、TH/TR シグナル経路は、出生前後にかかわらず神経系

の発生に重要である。マウス小脳においては生後 2週間が、特に THの影響を受

ける時期である(Koibuchi et al., 2003)ため、新生仔の甲状腺ホルモン低下症 

(hypothyroidism) は、小脳組織の発生に深刻なダメージを与える。例えば、

hypothyroidism は、プルキンエ細胞の樹状突起とシナプスの形成を阻害する。

(Nicholson and Altman, 1972a; Nicholson and Altman, 1972b; Oppenheimer and 

Schwartz, 1997; Kimura-Kuroda et al., 2002; Heuer and Mason, 2003)。また、THの主

要な受容体である TRα1または TRβ1 の変異は、プルキンエ細胞の樹状突起形成

や小脳顆粒細胞、バーグマングリアの成熟および小脳皮質の発達を阻害するこ

とが知られている(Morte et al., 2002; Heuer and Mason, 2003; Fauquier et al., 2014; 

Portella et al., 2010; Yu et al., 2015) (Figure 1-5)。このように小脳の正常な発達には

TH/TR シグナルが不可欠である。しかしどのような分子メカニズムによってプ

ルキンエ細胞をはじめとする神経系の発達が制御されているのか不明な点が多

い。 
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Figure 1-5. 甲状腺ホルモンは、小脳皮質やプルキンエ細胞の発達に密接に関わる。 

(Koibuchi N et al., 2003)を元に改変。Hypothyroid マウスにおいてプルキンエ細胞の樹状突起

伸長およびシナプス形成が阻害される。さらに顆粒細胞の分化、移動が遅延し EGL の消失

が遅延する。EGL (external granule layer; 外顆粒層)、ML (molecular layer; 分子層)、PCL 

(Purkinje cell layer; プルキンエ細胞層)、IGL (internal granule layer; 内顆粒層)、G (cerebellar 

granule cells; 小脳顆粒細胞)、pf (parallel fiber; 平行線維)、mf (mossy fiber; 苔状繊維) 

 

 

 

ニューロンにおけるミトコンドリアの機能 

 

ミトコンドリアは、細胞内のおよそ 90%の ATP を酸化的リン酸化によって産

生している(Harper and Seifert, 2008)。ミトコンドリア DNAには 37 遺伝子が含ま

れるが、ミトコンドリア内で作用するおよそ 1200-1500 の遺伝子産物の大半は、

核DNAによってコードされている(DiMauro and Schon, 2003; Schmidt et al., 2010)。

ミトコンドリアの機能は、細胞の成長や恒常性の維持に密接に関わっている。そ

の機能は、酸化的リン酸化による ATP 産生だけでなく、細胞内 Ca2+の制御、ア

ポトーシスの制御、β 酸化、熱産生など多岐にわたる。 

ニューロンの樹状突起の発達過程において、ミトコンドリアは、分裂と融合を

繰り返し遠位部に輸送される。そのため、プルキンエ細胞の樹状突起中にミトコ

ンドリアは密に存在している。ミトコンドリアは、モータータンパク質の kinesin
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によって樹状突起遠位部に輸送されるが、哺乳類ではその輸送を仲介するアダ

プタータンパク質として Trak1/2 が知られている。この Trak2 の機能阻害は、プ

ルキンエ細胞でミトコンドリアの移動を阻害するだけでなく樹状突起の伸長を

妨げることが共同研究者の解析で明らかになった(Fukumitsu et al., 2015)。さらに

輸送されたミトコンドリアによる局所的な ATP 供給が、伸長する樹状突起のア

クチン代謝に重要であることが証明された(Fukumitsu et al., 2015)。ミトコンドリ

アの分裂には Dynamin related GTPase (Drp1) が関わることが知られている

（Bleazard et al., 1999; Smirnova et al., 2001)。Drp1の機能阻害は、正常なミトコ

ンドリアの増殖を阻害し、樹状突起におけるミトコンドリア量が減少するため、

樹状突起の伸長が妨げられることがわかっている(Fukumitsu et al., 2016) (Figure 

1-6)。これらの研究により、樹状突起局所へのミトコンドリアの輸送と局在が、

樹状突起の伸長に重要であることがわかる。しかし、これらの研究はミトコンド

リアの機能や遺伝子発現の制御について言及しているわけではなく、樹状突起

の発達により急激に増大する細胞容積全体に ATP を供給するにはミトコンドリ

ア量と活性の上昇が必要と考えられるが、プルキンエ細胞においてミトコンド

リア生合成の制御経路は、ほとんど明らかになっていない。 

 

 

 

Figure 1-6. ミトコンドリアの輸送と分裂の阻害は、樹状突起形成を阻害する。 

(Fukumitsu et al., 2015; Fukumitsu et al., 2016)を元に改変。ミトコンドリアの移動が阻害され
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たプルキンエ細胞(TRAK2 mutant)および分裂が阻害されたプルキンエ細胞(Drp1 mutant)で

は樹状突起の成長が抑制される（上）。このとき樹状突起中のミトコンドリアが減少してい

る（下；ミトコンドリアを mito-EGFP で標識し、プルキンエ細胞を Calbindin 抗体で標識し

ている）。 

 

 

 

ミトコンドリア生合成の制御因子 

 

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) co-activator 1α (PGC-1α)

は、ミトコンドリア生合成のマスター活性化補因子として知られている。PGC-

1αは転写因子である nuclear respiratory factors (NRF1/2) (Wu et al., 1999; Gleyzer et 

al., 2005; Ryan and Hoogenraad, 2007)や核受容体である estrogen related receptors 

(ERRs) (Huss et al., 2002; Schreiber et al., 2003) などと結合して活性化させ、下流

遺伝子の転写を促進させる。この下流遺伝子には、ミトコンドリア DNAの転写

開始を制御する mitochondrial transcription factor A (TFAM) や電子伝達系に関わ

る COX (cytochrome C oxidase) family や Mitochondrial Complex I-V などミトコン

ドリアの機能に関わる多くのタンパク質が含まれる。実際に PGC-1αは、大量の

エネルギーを必要とする心筋細胞、骨格筋細胞そしてニューロンなどに強く発

現が見られる。 

マウス海馬において PGC-1αの発現は、マウス海馬尖端突起中のミトコンドリ

ア密度および ATP 量を制御するだけでなく樹状突起スパインの形成にも関わっ

ていることが知られている(Cheng et al., 2012)。また、ラット大脳皮質ニューロン

において PGC-1α の発現は、ミトコンドリア量と ATP 量を制御し、軸索の伸長

に関わることも知られている(Wareski et al., 2009; Vaarmann et al., 2016)。そしてプ

ルキンエ細胞でも PGC-1αは、ミトコンドリア生合成を制御し、その正常な成長

に関わる可能性が考えられる。 
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TH/TR シグナル経路が制御するミトコンドリア関連因子 

 

THは、ミトコンドリアの生合成に影響を与えることが知られている。T3およ

び T4 の目的遺伝子の発現は、核内で TH/TR が直接作用するものと中間分子に

よって間接的に転写が促進されるものとがある。その中間分子に転写因子であ

る NRF1/2、核レセプターの一つである peroxisome proliferator activated receptor 

gamma (PPARγ) そして転写補因子 PGC-1α/β などがある(Weitzel and Alexander 

Iwen, 2011)。PGC-1α遺伝子のプロモーター領域には TRE 配列が含まれ、ラット

肝臓や下垂体で PGC-1α の転写は、TH 処理後 6 時間で劇的に上昇する(Wulf et 

al., 2007; Wulf et al., 2008)ことが報告されている。一方で中間体によって転写が

制御されている遺伝子は、24-48時間以内に上昇する(Weitzel et al., 2003)。このよ

うに THは、複数の経路でミトコンドリアの活性を制御している(Figure 1-7)。 

 

 

Figure 1-7. TH/TRシグナル経路が制御するミトコンドリア関連因子 

T3 が取り込まれた後、6 時間で T3 の目的遺伝子(PGC-1α)の転写が活性化される。PGC-1α

の発現は 24 時間で上昇する。その後、PGC-1αは NRF1/2 や ERRsと相互作用し、ミトコン

ドリア生合成を促進させる。 
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(目的) 

 

本研究では、甲状腺ホルモン(T3) による小脳プルキンエ細胞の樹状突起形成

に焦点を当て、どのような中間因子によって樹状突起形成が制御されているの

か調べた。T3 は、プルキンエ細胞の樹状突起形成を促進することが報告されて

いるが、どのような中間因子が関わっているのか明らかになっていない。過去に

本研究室では、樹状突起を形成していく過程で大量の ATP を安定的に供給する

ためにミトコンドリアが増殖する必要性を論じてきた。本研究では、ミトコンド

リアの増殖および活性を制御する PGC-1α に焦点を当て、T3 によって促進され

る樹状突起形成と PGC-1αの機能を調べた。 

 

 

      

 

Figure 1-8. 樹状突起形成過程において PGC-1αはどのように機能するのか。 

プルキンエ細胞の樹状突起形成過程においてミトコンドリアは増殖していくと考えられる

がその中間因子は不明な点が多い。T3 の標的遺伝子の一つでありミトコンドリアの生合成

を制御する PGC-1α が、プルキンエ細胞の樹状突起形成に関わっている可能性を調査した。 
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T3 は、プルキンエ細胞の樹状突起形成とミトコンドリア生合成を促進させる。 

 

甲状腺ホルモン(T3) が、神経系の発達に重要であることはすでに知られてい

る(reviewed by Wirth and Meyer, 2017)。しかしどのような制御因子が関わってい

るのか不明な点が多い。本研究室の過去の研究において、プルキンエ細胞の樹状

突起が発達する過程でミトコンドリアが分裂を経て樹状突起へ輸送され、樹状

突起の成長に必要なエネルギーを供給することを示した(Fukumitsu et al., 2015)。

しかし、樹状突起全長へミトコンドリアを供給するには、分裂と輸送のみでなく

ミトコンドリアの新規生合成も必要と考えられる。T3 はプルキンエ細胞の樹状

突起形成を促進することが報告されており (Nicholson and Altman, 1972a; 

Nicholson and Altman, 1972b; Oppenheimer and Schwartz, 1997; Kimura-Kuroda et al., 

2002; Heuer and Mason, 2003)、またミトコンドリアの機能に影響を与えることが

知られているが(Weitzel and Alexander Iwen, 2011)、二つの機能にどのような関連

があるのかは明らかでない。そこで筆者は、小脳の分散培養系を用いて、T3 が

プルキンエ細胞の樹状突起形成とミトコンドリアの生合成に与える影響を調べ

た。 

 

 まず、T3未添加の無血清培地（T3-）と様々な濃度の T3を添加した培地（T3+）

で培養し、この分散培養系における T3 の樹状突起形成促進効果を調べた。プル

キンエ細胞の標識には Calbindin 抗体を用いて、樹状突起の全長および分岐の数

を計測・定量化した。T3-では樹状突起の伸長や分岐はほとんど起こらなかった。

一方で T3+では過去の報告にあるように樹状突起の伸長と分岐が促進され

(Kimura-Kuroda et al., 2002; Heuer and Mason, 2003)、その効果は 10 nM の時最大

となった（Figure 2-1 A,B）。以後の実験では 10 nM の T3を用いた。 
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Figure 2-1. T3は、プルキンエ細胞の樹状突起形成を促進する。 

T3 濃度とプルキンエ細胞の樹状突起形成の関係。P0のマウス小脳を用いて初代培養を行っ

た。様々な濃度の T3 を添加した培地で培養し 10 日目に固定した。(A) 樹状突起の全長。

（B）樹状突起の分岐数。 N=30 for all data points. Data represent mean±SEM. 

 

 

 

次に、T3 がプルキンエ細胞においてミトコンドリアの増殖や機能を活性化す

るかどうか調べた。プルキンエ細胞におけるミトコンドリアの分布を可視化す

るためにアデノ随伴ウイルス（Adeno-associated virus; AAV）をベクターとして

Mito-EGFP (Rizzuto et al., 1995)を発現させ、ミトコンドリア量を調べた。その結

果、T3-で培養されたプルキンエ細胞に比べて、T3+で培養されたプルキンエ細

胞では、ミトコンドリアが樹状突起先端部まで存在し（Figure 2-2A）、細胞全体

のミトコンドリア含量が有意に増加していることがわかった（Figure 2-2B）。同

時に、ミトコンドリアの活性を調べるために酸化的リン酸化活性の指標となる

ピルビン酸脱水素酵素抗体（Pyruvate dehydrogenase; PDH）を用いて免疫染色し

た（Figure 2-2A）。その結果、T3+のプルキンエ細胞における PDH シグナルは、

有意に上昇することがわかった（Figure 2-2C）。従って、T3は、プルキンエ細胞

の樹状突起の伸長だけでなくミトコンドリアの増殖や活性を促進することが示

された。 
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Figure 2-2. ミトコンドリア生合成は T3によって促進される。 

(A) T3未処理(T3-)で培養したプルキンエ細胞と T3処理(T3+)で培養したプルキンエ細胞（培

養 10日目）。プルキンエ細胞の標識には Calbindin 抗体を用いた。ミトコンドリアを可視化

するために AAV-Mito-EGFP を培地に添加して感染・発現させた。（B,C）T3-または T3+ (10 

nM)のプルキンエ細胞におけるミトコンドリア分布（B）と PDHの発現（C）の定量解析の

結果。シグナル強度は、T3-を 1として計算した。Scale bar, 20μm. N=30 for all data points. Data 

represent mean±SEM; ***p<0.001, Student’s t test. 

 

 

 

PGC-1αの発現は、プルキンエ細胞の樹状突起形成時に T3によって誘導される。 

 

PGC-1αは、神経細胞においてミトコンドリアの増殖を制御していることが知

られている(Wareski et al., 2009; Cheng et al., 2012; Vaarmann et al., 2016)。出生後の

小脳においてプルキンエ細胞の成熟と PGC-1α の発現との関連を調べるために

様々な発生段階の小脳の矢状断切片を作製し、Calbindin 抗体および PGC-1α 抗

体を用いて免疫染色した。P3と P5においてプルキンエ細胞は、多極性の細長い

突起を有し (Figure 1-2, “stellate cells stage”)、P7以降では分子層に向かって扇状

の樹状突起を形成していた(Figure 1-2, ”young Purkinje cells stage”)。一方、小脳皮

質における PGC-1α の発現は、“stellate cells stage”にあたる P3 と P5 においては

不明瞭であったが、”young Purkinje cells stage”にあたる P7 以降においてプルキ
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ンエ細胞の細胞体と樹状突起の近位部に見られるようになった。P30 においては

過去の報告のとおりプルキンエ細胞だけでなく分子層や顆粒細胞層の一部のイ

ンターニューロンでも発現が見られた（Cowell et al., 2007）（Figures 2-3A,B）。 
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Figure 2-3. 小脳皮質における PGC-1αの発現 

（A,B）生後日数ごとに小脳皮質の矢状断スライスを作製し、PGC-1α 抗体および Calbindin

抗体で免疫染色した。（A）低倍率（B）高倍率 Scale bars, 40 μm (A), 20 μm (B). EGL, external 

granule layer（外顆粒層）; ML, molecular layer（分子層）; PCL, Purkinje cell layer（プルキ

ンエ細胞層）; IGL, internal granule layer（内顆粒層）; WM, white matter（白質） 

 

 

 

次に、薬剤処理により甲状腺ホルモン低下症（hypothyroid）マウスを作製し、

発達途上の小脳皮質における T3 の影響と PGC-1α の発現の関係性について調べ

た。Hypothyroid マウスの作製は、甲状腺ホルモン阻害剤である 2-Mercapto-1-

methylimidazole（MMI）および Perchlorate monohydrate（PM）を用いた。これら

の薬剤を妊娠 18.5 日目から母マウスに飲み水を介して与えた。これらの薬剤は、

出産後に母乳を介して新生仔に伝播される。hypothyroid マウスは、正常マウス

に比べ成長の遅延が見られた（Figure 2-4）。 

 

 

Figure 2-4. 生後 14日目の hypothyroidマウス（右）と正常マウス（左）。 

 

 

さらに、それぞれのマウスにおいて小脳の矢状断切片を作製し、Calbindin 抗

体および PGC-1α抗体で免疫染色した。その結果、過去の報告と同様に小脳皮質

において EGL の消失やプルキンエ細胞の樹状突起形成に遅延が見られた

(Nicholson and Altman, 1972a; Nicholson and Altman, 1972b; Morte et al., 2002)(Figure 

2-5)。そして、PGC-1α の発現は、すべての発達段階で hypothyroid マウスでは正

常マウスに比べ有意に低かった。この結果より、T3 はプルキンエ細胞における
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PGC-1αの発現を誘導する可能性が示唆された。しかし、hypothyroid マウスにお

いてプルキンエ細胞における PGC-1α の発現は、P7 から P14 で徐々に増加し

（Figure 2-5A-D）、樹状突起伸長が徐々に促進されていた。このことは小脳内で

T3 以外の別の因子が PGC-1α の発現を促進し、樹状突起形成を促進した可能性

が考えられる。 
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Figure 2-5. hypothyroidマウスのプルキンエ細胞では PGC-1αの発現が減少する。 

(A-C) 生後日数ごとに小脳皮質の矢状断スライスを作製し、PGC-1α抗体および Calbindin抗

体で免疫染色し、DAPIで核染色した。PGC-1α の発現を生後日数ごとに比較した。（A）7日

目（B）9 日目（C）14 日目。hypothyroid マウスのプルキンエ細胞において樹状突起形成が

抑えられる。Scale bars, 40μm.（D）PGC-1α 発現強度 は hypothyroid で有意に減少する。N=15 

for all data points. Values are mean±SEM; *p<0.05, ***p<0.001, two-way ANOVA with Tukey’s HSD 

post hoc analysis. 

 

 

 

さらに、小脳の分散培養系を用いて、プルキンエ細胞を T3-または T3+の条件

で培養し、T3 の影響と PGC-1αの発現の関係について調べた。T3+で培養したプ

ルキンエ細胞において、樹状突起は 10 DIV (10 days in vitro；培養後 10日)までに

伸展を開始し、14DIV で発達した分枝構造が観察された（Figure 2-6A）。この時、

樹状突起の発達に伴って PGC-1αの発現に顕著な増加が見られた（Figure 2-6A,B）。

一方、T3-のプルキンエ細胞では、PGC-1α の発現は、培養日数と共に僅かに上昇

するものの、10DIV および 14DIV において、T3+のものに比べて有意に低かっ

た（Figure 2-6B）。このことから vivo 同様 vitroにおいても T3 がプルキンエ細胞

における PGC-1αの発現を誘導している可能性が示唆された。 

次に、小脳の分散培養系において T3 による PGC-1α の発現の活性化が他の細

胞種でも見られるかどうかを、小脳顆粒細胞で確認した。T3-または T3+の条件

で培養したプルキンエ細胞および小脳顆粒細胞を Calbindin 抗体、PAX6 抗体お

よび PGC-1α 抗体で免疫染色した。PAX6 陽性の小脳顆粒細胞における PGC-1α

の発現に T3添加による有意な変化は見られなかった（Figure 2-7A,B）。このこと

から、T3 による PGC-1α の発現は、プルキンエ細胞において誘導されることが

示された。 

また、PGC-1α の発現が、T3 によって直接誘導されるかどうか調べるために、

PGC-1α promoter-luciferase をプルキンエ細胞に導入し T3添加前後における発光

強度の変化を調べた。しかし個々の細胞における発現振動が大きく、一細胞あた

りの発光強度の変化を捕捉することが難しかった（データ示さず）。そこで PGC-

1αの発現量の変化を免疫染色法によって調べた。TRE 領域を持つ T3/TR の目的

遺伝子の発現の上昇は、T3 添加後 24 時間で肝臓や下垂体において確認される
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(Wulf et al., 2007; Wulf et al., 2008)(Figure 1-7)。T3-の条件で 9 日目まで培養した

プルキンエ細胞に T3 (10 nM)または溶媒のみを添加した後、24時間後に固定し、

PGC-1αの発現を比較解析した。その結果、PGC-1αの発現は、T3+のプルキンエ

細胞において細胞質に強く見られ(Figure 2-8A)、有意に増加することがわかった 

(Figure 2-8B)。これらの結果は、T3がプルキンエ細胞の樹状突起形成期において

PGC-1αの発現開始を制御していることを示唆している。 

 

 

 

Figure 2-6. PGC-1αの発現は、樹状突起の形成に伴って上昇する。 

小脳の分散培養を行い、T3 処理した培養系(T3+)と未処理(T3-)のものをそれぞれ用意した。

(A) T3 処理した分散培養系を表示した培養日数で固定し、Calbindin 抗体および PGC-1α 抗

体で免疫染色した。下図は上図の破線部を拡大したものである。プルキンエ細胞における

PGC-1α の発現（矢印）は、培養 6 日目 (6DIV) から徐々に増加した。Scale bar, 20μm. (B) 

PGC-1α 発現レベルの定量解析。細胞体内の PGC-1α 発現強度の平均値を測定し比較した。

N=15 for all data points. Values are mean±SEM; ***p<0.001, two-way ANOVA with Tukey’s HSD 

post hoc analysis. 
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Figure 2-7. PGC-1αの発現は、T3処理したプルキンエ細胞において誘導される。 

(A) T3-と T3+の培養系を培養 10日目で固定し、それぞれ Calbindin 抗体（左）、PGC-1α抗体

（中、右; マゼンタ）そして PAX6 抗体（右; 緑）で免疫染色した。Scale bars, 20μｍ. (B) T3-

と T3+のプルキンエ細胞と小脳顆粒細胞(PAX6 陽性細胞)における PGC-1α 発現レベルの定

量解析。N=15 for all data points. Values are mean±SEM; ***p<0.001, Student’s t test. 

 

 

 

 

Figure 2-8. PGC-1αの発現はプルキンエ細胞において T3処理後 24時間で上昇する。 

(A) T3-の条件で 9日目まで培養した。T3処理して 24時間後に固定し PGC-1αの発現を調べ

た。Scale bar, 10 μｍ. (B) T3 処理後 24時間で PGC-1αが有意に増加する。N=15 for all data 

points. Values are mean±SEM; *p<0.05, Student’s t test. 
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PGC-1α は、T3によって促進される樹状突起形成に必要である。 

 

前述の結果から、プルキンエ細胞において T3 は、PGC-1α の発現を制御して

いることがわかった。そこで T3 による樹状突起形成に PGC-1α の発現が関与し

ているのか調べるために、T3+培養下のプルキンエ細胞で PGC-1αのノックダウ

ンを行い、樹状突起形成に及ぼす影響を調べた。まず、HEK293T細胞に PGC-1α-

mCherryおよび scramble shRNA または PGC-1α shRNAを導入し、ノックダウン

の効果をウエスタンブロッティング法により調べたところ、PGC-1α shRNA は、

強制発現させたPGC-1αの発現を効果的に抑えることがわかった（Figure 2-9A）。

次に、プルキンエ細胞に対して scramble shRNAまたはPGC-1α shRNAを導入し、

内在性の PGC-1α が消失しているかどうかを免疫組織化学的に確認した。PGC-

1α shRNAを導入されたプルキンエ細胞では内在性の PGC-1αが明らかに減少し

た（Figure 2-9B）。さらに、PGC-1α の下流遺伝子の一つである COX- IV も著し

く減少した（Figure 2-9C）。これらの結果より、使用した shRNAベクターは、効

果的にプルキンエ細胞における内在性 PGC-1α の発現をノックダウンさせるこ

とがわかった。 

 

 

 

Figure 2-9. PGC-1α shRNAは PGC-1αの発現を抑える。 

（A）HEK293T 細胞に PGC-1α-mCherry（+ PGC-1α）および scramble shRNA（scr）または

PGC-1α shRNA（shRNA）を導入した。PGC-1α抗体と β-actin抗体を用いてウエスタンブロ

ットを行った。（B,C）scramble shRNA（control）または PGC-1α shRNAを遺伝子導入したプ

ルキンエ細胞を培養 10日目で固定し、Calbindin抗体、PGC-1α抗体（B）そして COX- IV 抗

体（C）で免疫染色した。Scale bars, 10μm. 

 



27 

 

次に、PGC-1αの発現が、プルキンエ細胞の樹状突起形成に必要があるかどう

か調べた。T3-または T3+の条件で培養したプルキンエ細胞において scramble 

shRNAまたは PGC-1α shRNAを導入し、樹状突起形成が阻害されるかどうか検

証した。また、その際のミトコンドリアの活性を確認するために PDH抗体で免

疫染色した。その結果、T3+の条件下の培養系において PGC-1α shRNAを導入さ

れたプルキンエ細胞では樹状突起の全長および分岐数は有意に減少し、PDH の

シグナル強度も有意に減少した(Figure 2-10A-D)。さらに、これらの表現型がオ

フターゲットでないことを証明するために、PGC-1α shRNAに対して抵抗性のあ

る PGC-1α 変異配列（rescue）を過剰発現させた。その結果、分岐数は有意に回

復しなかったが、樹状突起全長および PDH のシグナル強度は有意に回復した

（Figure 2-10A-D）。 

一方で、T3-のプルキンエ細胞では PGC-1α ノックダウンしても樹状突起の全

長および分岐数に差は見られなかった（Figure 2-11）。このことから T3によって

促進される樹状突起形成に PGC-1α の発現およびミトコンドリアの活性増加が

必要であることがわかった。 
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Figure 2-10. T3により促進される樹状突起形成およびミトコンドリアの活性は、PGC-1αの

ノックダウンにより阻害される。 

（A）PGC-1α scramble（control）、PGC-1α shRNAそして PGC-1α shRNA および PGC-1α resistant 

mutant（shRNA+rescue）を遺伝子導入したプルキンエ細胞を T3+で 10日間培養し、Calbindin

抗体および PDH 抗体で免疫染色した。下図は、上図の破線部の拡大図である。Scale bars, 

20μm. （B-D）樹状突起全長（B）、分岐数（C）そして PDH シグナル強度（D）の定量解析。

Data represent mean±SEM, N=30 for each point, **p<0.01 and *p<0.05, one-way ANOVA with 

Tukey’s HSD post hoc analysis. 
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Figure 2-11. T3非存在下では樹状突起形成に PGC-1αノックダウンは影響しない。 

(A) scramble shRNA（control）または PGC-1α shRNAを遺伝子導入したプルキンエ細胞を T3-

で培養し、培養 10日目に固定した。Scale bar, 20μm. (B,C) T3-または T3+の培養下でプルキ

ンエ細胞の樹状突起形成に対する PGC-1αノックダウンの影響を定量的に解析した。 N=15 

for all data points. Mean±SEM; ***p<0.001, Student’s t test. 

 

 

 

PGC-1α は、プルキンエ細胞の形態変化と樹状突起スパインの成熟に関与してい

る。 

 

正常小脳発生においても PGC-1α が樹状突起形成に必要であるかどうか調べ

るために、子宮内電気穿孔法を用いて E11.5 のマウス胎児の第四脳室に scramble 

shRNAまたは PGC-1α shRNAを導入後、P14 に固定した。PGC-1α shRNAを導入

されたプルキンエ細胞において PGC-1αの発現の消失を確認した（Figure 2-12B）。

scramble shRNA を導入した P14 のプルキンエ細胞では複雑に分岐した一つの一

次樹状突起を有し、これが軟膜表面まで達していた。しかし PGC-1α shRNA が

導入されたプルキンエ細胞では伸長が阻害され樹状突起は軟膜表面まで到達せ

ず、分岐が少なく短い一次樹状突起が、複数存在した（Figure 2-12A）。この時、

樹状突起全長・分岐数とも有意に低下していた（Figure 2-12C）。この表現型は、

樹状突起形成前の多極性の突起を有した”stellate cells shape”(Figure 1-2)に類似し

ており、PGC-1α のノックダウンがプルキンエ細胞の ”young Purkinje cells 

shape”(Figure 1-2)への正常な形態分化を阻害した可能性が考えられる。 
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 さらに PGC-1αの発現が、プルキンエ細胞の樹状突起スパイン（棘突起）の成

熟に与える影響を調べた。未熟なスパインはフィロポディア様の細長い突起で

あるが、成熟したスパインではマッシュルーム様の形態を呈することが知られ

ている。P14 のコントロールの細胞では成熟したマッシュルーム様の樹状突起ス

パインが数多く確認できた。一方で PGC-1αがノックダウンされた細胞では細長

い未熟なフィロポディア様のスパインが顕著になり、その密度も減少した

（Figure 2-13）。このことは、PGC-1αは、プルキンエ細胞の樹状突起形成だけで

なくスパインの成熟にも関与していることを示唆している。 

 

 

 

Figure 2-12. PGC-1αのノックダウンは、プルキンエ細胞の樹状突起形成を阻害する。 

（A）E11.5のマウス胎児に子宮内電気穿孔法により scramble shRNA（control）または PGC-

1α shRNAを導入し、生後 14日目に固定した。Scale bars, 20μm. (B)(A)の拡大図。プルキン

エ細胞の形態は緑で PGC-1αの発現はマゼンタで示している。（C,D）樹状突起全長（C）お

よび分岐数（D）の定量解析を行った。Data represent mean±SEM, N=12 cells from 3 mice, 

***p<0.001, Student’s t test. 
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Figure 2-13. PGC-1αノックダウンは、樹状突起スパインの成熟を阻害する。 

（A）樹状突起先端部の拡大図。Scale bar, 5μm.（B,C）スパインの長さ（B）と 1μｍあたり

の数（C）の定量解析と比較。Data represent mean±SEM, N=200(control) and N=259 (PGC1α 

shRNA). ***p<0.001,*p<0.05, Student’s t test. 

 

 

 

PGC-1α 関連因子とプルキンエ細胞の形態分化との関係 

 

T3 によって促進される樹状突起形成に PGC-1α によって活性化されるその他

の因子がどのように関わっているのか調べるために転写因子 NRF1に注目した。

NRF1は、転写補因子である PGC-1α により活性化されミトコンドリア関連遺伝

子の転写を活性化することが知られている(Wu et al., 1999; Gleyzer et al., 2005) 

(Figure 1-7)。NRF1 の C 末端を欠いた変異体（NRF1DN）は、PGC-1α と結合す

ることができるが、その下流遺伝子の標的部位と結合することができない。

NRF1DNの過剰発現は、PGC-1αの下流遺伝子の転写を抑制しミトコンドリア密

度を減少させることが報告されている(Wu et al., 1999; Vaarmann et al., 2016) 

(Figure 2-14A)。そこで T3+の条件下でプルキンエ細胞に EGFP (control)または

NRF1DNを過剰発現させ、ミトコンドリア関連遺伝子(PDH)の発現と、プルキン

エ細胞の樹状突起形成に与える影響を調べた。NRF1DN を過剰発現させたプル

キンエ細胞では、コントロール細胞に比べ樹状突起の全長、分岐数および PDH
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のシグナル強度が有意に減少した（Figure 2-14B-E）。この時、NRF1DNの過剰発

現によって得られた表現型は、矮小ではあるが”young Purkinje cells stage”(Figure 

1-2)で見られるような樹状突起が観察された。この結果より、PGC-1αと NRF1の

相互作用は、ミトコンドリア生合成の活性化に寄与し、”young Purkinje cells stage” 

(Figure 1-2) 以降の樹状突起形成に必要であると考えられる。 

 また、転写抑制補因子 Receptor-interacting protein 140 (RIP140)は、PGC-1αとは

逆にミトコンドリア生合成を抑える効果があることが知られている(Hock and 

Kralli, 2009)。さらに RIP140 と PGC-1αは、競合的に TR と結合し T3/TR シグナ

ルの下流遺伝子の転写を制御していることも知られている(Wei and Hu, 2004)。

T3+の条件下でプルキンエ細胞に RIP140 を過剰発現させ、プルキンエ細胞の樹

状突起形成に与える影響を調べた。RIP140 の過剰発現は、T3+での樹状突起形成

および PDHの発現を有意に抑制した（Figure 2-14B-E）。そしてその表現型は、

NRF1DNの表現型と異なり、fusiform stage や stellate cell stageに観察されるもの

と類似した細長い神経突起が見られた。この結果は、RIP140 が、ミトコンドリ

アの生合成だけでなく T3/TR シグナル経路を抑制し、プルキンエ細胞の形態分

化を抑制する可能性を示唆している。 
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Figure 2-14. PGC-1α機能の阻害は、プルキンエ細胞における樹状突起形成とミトコンドリ

アの活性を阻害する。(A) NRF1DN は、C 末端の転写活性部位を欠く。PGC-1α と結合しそ

の活性化補因子としての機能を阻害する。（B）EGFP(control)、EGFP-NRF1DN（NRF1DN）

または FLAG-RIP140（RIP140）を強制発現させたプルキンエ細胞を 10 日間培養した。下図

は上図破線部の拡大。Scale bars, 20μm. （C-E）樹状突起全長（C）、分岐数（D）および PDH

シグナル強度（E）の定量解析。N=40 cells for control, 30 cells for NRF1DN and RIP140. Data 

represent mean±SEM, **p<0.01, one-way ANOVA with Tukey Kramer HSD tests.  
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PGC-1α の発現は、樹状突起伸長を促進させる。 

  

これまで PGC-1α の発現が、T3 によって促進される樹状突起形成に必要であ

ることを示してきた。次に T3-の条件下で PGC-1αが、プルキンエ細胞の樹状突

起形成を誘導するのに十分かどうか調べるために、PGC-1αの過剰発現をプルキ

ンエ細胞に行い、T3-または T3+の条件で培養した。プルキンエ細胞に tdTomato 

(control)または PGC-1α-mCherry (+PGC-1α)を導入し、樹状突起形成が促進される

かどうか検証した。プルキンエ細胞は Calbindin 抗体および PDH 抗体で免疫染

色した。興味深いことに T3-条件下のコントロールのプルキンエ細胞では樹状突

起伸長がほとんど起こらないにもかかわらず、PGC-1αを過剰発現したプルキン

エ細胞では樹状突起形成が促進され、PDHシグナルも増加した（Figure 2-15A,C-

E）。しかし樹状突起全長・分岐数とも T3 存在下に比べると小さかった。一方、

T3+の条件下で同様の実験を行うと、PGC-1αを過剰発現しても PDHシグナルは

増加したにもかかわらず、樹状突起形成の促進は見られなかった（Figure 2-15B-

E）。T3存在下ではミトコンドリアの活性は十分であるため、それ以上の活性化

によって樹状突起形成が促進されるわけではないと考えられる。以上の結果よ

り、T3による樹状突起伸長には、PGC-1αの発現によるミトコンドリア生合成が

必要かつ十分であることがわかった。しかし T3による樹状突起成長効果は PGC-

1α発現のみでは完全に回復しないことから、PGC-1α発現の作用は部分的で、別

の下流因子も必要であることが示唆された。 
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Figure 2-15. PGC-1αの過剰発現は、T3非存在下のプルキンエ細胞における樹状突起形成を

促進する。 (A,B) td-Tomato(control)または PGC-1α-mCherry(+PGC-1α)を導入したプルキン

エ細胞を T3-（A）または T3+（B）で 10日間培養した。下図は上図破線部の拡大。Scale bars, 

20μｍ. (C-E) 樹状突起の全長（C）、分岐数（D）そして PDH シグナル強度（E）の定量解析

を行った。N=30 for all data points. Mean±SEM; ***p<0.001 and *p<0.05, Student’s t test. 

 

 

 

最後に T3-の条件下で PGC-1α 同様、NRF1 の過剰発現が、プルキンエ細胞の

樹状突起形成を促進するかどうか検証した。T3-または T3+の条件下で、EGFP 

(control)または NRF1 (+NRF1)を過剰発現させたプルキンエ細胞を培養し、

Calbindin 抗体および PDH 抗体で免疫染色した。T3-において NRF1 の過剰発現
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は樹状突起の形成は促進しなかった。また、PDH の発現量に有意な増加は見ら

れなかった。これは T3 により発現誘導されるのは PGC-1α であり、PGC-1α の

発現がないT3-でNRF1が下流遺伝子の発現誘導ができなかったためと考えられ

る。一方で、T3+の条件下で+NRF1のプルキンエ細胞では PDHのシグナルが有

意に増加したにもかかわらず、樹状突起全長や分岐数に影響はみられなかった

（Figure 2-16）。この結果は、T3存在下では PGC-1αの発現およびミトコンドリ

アの活性は十分であり、ミトコンドリアの機能を活性化しても樹状突起形成が

促進されるわけではないということを示している。以上の結果より、T3 により

誘導されるプルキンエ細胞樹状突起伸長には PGC-1α の発現が不可欠であると

考えられる。 
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Figure 2-16. NRF1の過剰発現は樹状突起形成に影響を与えない。 

(A) EGFP (control)または EGFP-NRF1 (+NRF1)を導入したプルキンエ細胞を T3-（A）または

T3+（B）で 10日間培養した。Scale bars, 20μm. (C-E) 樹状突起の全長（C）、分岐数（D）そ

して PDH シグナル強度（E）の定量解析を行った。N=30 for all data points. Mean±SEM; 

***p<0.001, Student’s t test.   
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ミトコンドリアは好気呼吸によって細胞内 ATP の大半を産生している。樹状

突起が発達していく過程で大量の ATP を必要とするため、ミトコンドリアは増

殖しその活性を増大させるはずである。本研究において T3により促進されるプ

ルキンエ細胞の樹状突起形成は、ミトコンドリアの生合成に関与する PGC-1αの

発現を部分的に介して起こることを示した。PGC-1αが T3/TR シグナルの下流に

存在し、プルキンエ細胞のミトコンドリア生合成を制御していることもわかっ

た。 

 

 

 

T3による PGC-1α の発現制御 

 

PGC-1αのプロモーターには TRE 領域が存在し、肝臓や下垂体において T3/TR

シグナルによって直接的に転写が促進されることが知られている(Wulf et al., 

2007; Wulf et al., 2008)。実際に T3の欠乏は、プルキンエ細胞において in vivo で

も in vitroでも生後一週間前後で始まる PGC-1αの発現を阻害した。一方 THは、

BDNF (Neveu and Arenas, 1996; Koibuchi et al., 1999a)などの神経栄養因子(Clos and 

Legrand, 1990; Lindholm et al., 1993; Neveu and Arenas, 1996)の産生に関わることが

知られている。従って、PGC-1αの発現は、T3によって誘導された別の因子を介

して間接的に活性化される可能性があった。本研究において、T3の添加後 24時

間で PGC-1α の発現誘導が起こることがわかり、プルキンエ細胞における PGC-

1αの発現は T3によって直接転写制御を受ける可能性が示唆された。 

T3の欠乏は、In vivo および In vitroでプルキンエ細胞における PGC-1αの発現

の開始を遅延させるものの、その発現量は発生に伴い徐々に上昇することが示

された。その一因として、発生期の小脳に存在する T3 以外の因子が PGC-1α の

発現を促進させた可能性が考えられる。実際に PGC-1α プロモーターには TRE

領域だけでなく cAMP 応答配列（CRE）と Ca2+誘導分子によって活性化される

MEF2結合領域が存在する。海馬ニューロンにおいて神経栄養因子の一つである

BDNF が、CRE 領域に働きかけ PGC-1α の転写誘導を起こすと共にスパイン形

成を誘導することが知られている(Cheng et al., 2012)。また、MEF2 が様々な中枢

神経系ニューロンにおいて樹状突起形成やシナプス形成に関わっていることが
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報告されている(Brusco and Haas, 2015)。T3 欠乏下でやや遅れて現れる PGC-1α

の発現は、小脳回路の神経活動などにより活性化するこれらのシグナルを介し

て誘導されるのかもしれない。プルキンエ細胞において T3 が PGC-1α の転写を

直接、活性化するかどうかの証拠を得るためには Luciferase assayまたは LacZを

用いた実験結果を示す必要があったと思う。 

 

 

 

プルキンエ細胞の成熟における T3と PGC-1α の機能 

 

PGC-1α をノックダウンした際に、T3 により誘導される樹状突起伸長が顕著

に阻害されることを示した。さらに、T3 非存在下で PGC-1α の過剰発現は、完

全ではないものの、有意に樹状突起形成を促進させた。この結果より T3によっ

て誘導される樹状突起形成は、部分的に PGC-1αを介することがわかった。 

本研究で、T3 と PGC-1α はプルキンエ細胞の分化において一部異なる機能をも

つことも示唆された。PGC-1αをノックダウンした細胞では、正常なプルキンエ

細胞が一本の一次樹状突起をもつ成熟型の形態を呈する時期に、分岐が少ない

複数の一次樹状突起と未熟な神経突起が残る形態を示す。このことから PGC-1α

は、樹状突起形成期のミトコンドリア生合成を促進させるだけでなく、”stellate 

cells stage”から”young Purkinje cells stage” (Figure 1-2)への移行にも関与している

と考えられる。一方、T3 欠乏のプルキンエ細胞の表現型は、一本の一次樹状突

起をもつ”young Purkinje cells stage”に移行した上で、樹状突起の伸長と分岐が阻

害された形態であり、PGC-1αノックダウンのそれと異なる。さらに、PGC-1αノ

ックダウンした細胞の樹状突起スパインはその数が減少し、その成熟異常が確

認された。過去の研究で hypothyroid マウスにおけるプルキンエ細胞のシナプス

数に減少は見られる(Nicholson and Altman, 1972b)が、本研究で用いた hypothyroid

マウスにおいて、スパイン形成期には PGC-1α の発現は低いながら回復してお

り、スパインの形態には PGC-1αノックダウンで見られる異常は認められなかっ

た。このように PGC-1αの発現は、プルキンエ細胞の樹状突起形成だけでなくス

パイン成熟にも関係しており、それは T3 とは独立の機能であると考えられる。 
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T3は、複数の下流経路を介してプルキンエ細胞の形態分化を促す。 

 

T3は、retinoic acid receptor-related orphan receptor alpha（RORα）を介してプル

キンエ細胞の成熟に関与しているという報告がある(Boukhtouche et al., 2010)。プ

ルキンエ細胞において RORα の発現は E12.5 までに開始し、成体マウスでも確

認できる(Gold et al., 2003; Ino, 2004)。RORα の発現は、樹状突起形成が始まる前

のステージから T3によって促進され、プルキンエ細胞の”fusiform stage”(Figure1-

2)から”stellate cells stage” (Figure1-2)への分化に関与していることが報告されて

いる(Boukhtouche et al., 2006; Boukhtouche et al., 2010)。RORα の機能は、プルキ

ンエ細胞の形態分化だけでなく樹状突起形成後のスパイン形成まで影響を及ぼ

す(Takeo et al., 2015)。RORα変異マウスとして知られる staggerマウスは、TH/TR

シグナル経路に異常はないにもかかわらず hypothyroid マウスに似た表現型であ

ることが知られている(Qiu et al., 2007)。このことは THの誘導するプルキンエ細

胞の発達に RORα が下流因子として関わる可能性を示唆している。表現型の比

較から、T3はプルキンエ細胞分化初期には RORαを、樹状突起形成期には PGC-

1α を、シナプス形成期には RORα または別の因子を介して形態分化を制御する

可能性が浮かび上がる。 

 

 

 

樹状突起形成において PGC-1α と関連して制御される因子 

 

PGC-1αは、様々な転写因子または核受容体と相互作用してミトコンドリアの

生合成や代謝を制御している。転写因子 NRF1/2 は複数のミトコンドリア遺伝子

を活性化させ、酸化的リン酸化に関わる酵素やミトコンドリアの膜タンパク質

などの発現に関わる。PGC-1α をノックダウンしたプルキンエ細胞において、

NRF1の下流にある COX- IVの発現が、著しく減少した。このことは、プルキン

エ細胞の発達段階で PGC-1αは、NRF1 の活性化を行っていることを示唆してい

る。また、NRF1DN を用いてミトコンドリアの増殖および活性に関わる遺伝子

の発現を阻害した結果、樹状突起の形成が阻害されたが、この表現型はミトコン

ドリアの輸送や分裂を阻害した時のそれに類似しており(Fukumitsu et al., 2015; 
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Fukumitsu et al., 2016) (Figure 1-6)、”young Purkinje cells stage”(Figure 1-2) に分化

した後の樹状突起形成には、PGC-1αおよび NRF1が少なくとも関わっていると

推測される。 

一方、”stellate cells stage” (Figure 1-2)への形態分化が概ね終了する生後 4日に

RORαをノックダウンされたプルキンエ細胞(Takeo et al., 2015)は、PGC-1αをノ

ックダウンした形態に似た特徴を有している。また、肝臓や骨格筋の細胞におい

て PGC-1α は、RORα の活性化補因子として働くことが知られている(Liu et al., 

2007)。このことから、プルキンエ細胞の形態分化において PGC-1αは、RORαを

活性化し、その下流遺伝子の発現を促進する可能性が考えられる。RORαの発現

は、プルキンエ細胞の発達において重要な様々な遺伝子の転写を誘導し(Gold et 

al., 2003)、PGC-1αは細胞分化と代謝調節の双方向からプルキンエ細胞の発達に

関わっていると考えられる。従って、RORαも PGC-1αと同様に樹状突起形成に

関与していると考えられる。さらに RORαは TRE と相互作用し T3/TR の下流遺

伝子の転写を促進することが知られている(Koibuchi et al., 1999b)だけでなく T3

によって RORα そのものの発現が促進されるという報告もある(Boukhtouche et 

al., 2010)。このように T3、RORαそして PGC-1αの制御経路は、単純な上下関係

ではなく複雑な相互調節ネットワークを形成していると考えられる。プルキン

エ細胞の樹状突起形成における代謝調節メカニズムの理解は今後の課題である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 

 

実験手法 
 

 

 

試薬 

本研究では以下の試薬を使用した。 

3,3’,5-Triiodo-L-thyronine（T3; Sigma-Aldrich）、2-Mercapto-1-methylimidazole(MMI; 

Sigma-Aldrich)、Sodium perchlorate monohydrate(PM; Sigma-Aldrich) 

 

 

動物実験に関して 

ICR 系妊娠マウスおよび仔（日本 SLC）を用いた。動物実験の取り扱いは、京都

大学の動物実験等の実施に関する基本方針に従った。 

 

 

甲状腺ホルモン低下症モデルマウスの作製 

過去の論文を参考に行った(Sawant et al., 2015)。0.08%MMI、1.0%PM および 5.0%

スクロースを加えた飲料用の水を妊娠 18.5 日目から新生仔が生後 14 日になる

まで水が枯渇することのないように母マウスに与えた。新生仔は雌雄関係なく

10 匹選定した。コントロールマウスは、5.0%スクロース溶液を同様の日程で母

マウスに与えた。実験は 2度行った。 

 

 

プラスミド 

pAAV-CAG-EGFP/tdTomato/Mito-EGFP は、EGFP/tdTomato/Mito-EGFP の配列を

pAAV-CAG-MCS ベクターに組み込んで作製した(Kaneko et al., 2011; Fukumitsu et 

al., 2015)。PGC-1α cDNA (GenBank: AF049330.1) は、マウス小脳から次のプライ

マーを用いて得た。5’-ggatccGCCACCATGGCTTGGGACATGTGCAG および 5’- 

ctcgagCCTGCGCAAGCTTCTCT。PGC-1αの shRNAに対する resistant mutant の作

製には QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies)を使用した。

5’-TTTGAGAAAATCGACGAAGAGAATGAGGCAAACTTGCTAGCGGTCCTをプ
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ライマーとして PGC-1α resistant mutant 配列を作製した。PGC-1α wild type と

resistant mutant 配列が、N 末端となるように pAAV-CAG-mCheey に組み込んだ。

PGC-1α shRNAの標的配列(5’-GAAGATAGATGAAGAGAATGA) は、webソフト

の siDirect を用いて設計した。shRNA 標的配列とそのアンチセンス配列の間に、

7 塩基のヌクレオチドループ配列(tgtgctt)を挿入しオリゴヌクレオチドを作製し

た。PGC-1α shRNA は、pAAV-CAG-EGFP-hH1-MCS ベクターにこのオリゴヌク

レ オ チ ド を 挿 入 す る こ と で 作 製 し た 。 ま た scramble shRNA (5’-

GTAAAGGAAATAGAGAAGAGT) は、ネガティブコントロールとして用いた。

pAAV-EGFP-NRF1DN は、NRF1 wild type の C 末端を除いた配列 (1-304 aa; 

GenBank: AF098077.1; Wu et al., 1999) を pAAV-CAG-EGFP ベクターに挿入し作

製した。pAAV-FLAG-RIP140 は、RIP140 wild type (GenBank: NM_173440.2) の配

列を pAAV-FLAG ベクターに挿入作製した。PGC-1α、NRF1DNおよび RIP140 の

配列は、マウス小脳ライセートから作製した cDNAライブラリーから PCR で増

幅し精製したものである。 

 

 

アデノ随伴ウイルス（AAV）の作製 

HEK293T を 10% FBS in DMEM 中で培養し、70%コンフルエントになるように

継代し 24 時間後、HEK293T 細胞に pAAV コンストラクト、pAAV-RC および

pAAV-Helperベクター(AAV Helper-Free System, Agilent Technologies) をリン酸カ

ルシウム法により遺伝子導入した。導入の明日に培地交換し、その 2 日後に細

胞を回収した。AAV の精製には AVB Sepharose High Performance キット(AVB 

Sepharose High Performance)を使用した。109-1010 plaque-forming unit まで濃縮し

た。 

 

 

プルキンエ細胞の初代培養とトランスフェクション 

予め、35mm カバーグラス（MATSUNAMI）に poly-D-lysine（Sigma）を加え、イ

ンキュベーター内で一晩静置した。生後 0 日目のマウス小脳を取り出し、神経

培養分散液（住友ベークライト）を用いて分散した。その後、細胞を 10% FBS in 

DMEM/F12 に再懸濁し、poly-D-lysine コート処理したカバーグラス上で培養し
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た。2-3 時間後、DMEM/F12 で洗い、培地中の FBS を取り除いた。培地を FBS

フリーの maintenance medium（1% penicillin–streptomycin, 3.9 mM glutamine, 2.1 

mg/ ml glucose, 0.1mg/ml bovine serum albumin, 30 nM selenium dioxide, 20 μg/ml 

insulin, 40 nM progesterone, 100 μM putrescin そして 200 µg/ml transferrin in 

DMEM/F12）に置き換え培養した。10 nM T3 処理は、培養 0 日目と 5日目に行

った。精製したプラスミドは、分散溶液中の小脳細胞に Amaxa Mouse Neuron 

Nucleofector Kit (Lonza)または NEPA21 Super Electroporator (Nepa gene)を用いて導

入した。AAV Mito-EGFP は培養 0日目に培地中に加えた。 

 

 

子宮内電気穿孔法 

妊娠 11.5日目のマウスにソムノペンチル（共立）を 37℃の生理食塩水で 5倍希

釈し全量 25 μl を腹腔内注射し麻酔した。四肢を固定後、腹部をアルコール消毒

し出血に注意して開腹した。キムワイプを開腹部の上に乗せ、37℃の生理食塩水

で湿らせた。0.1mg/ml ritodrite (Yutopar)を 30 μl を腹腔内に注入し子宮をマイス

コリングピンセットで慎重にキムワイプ上に片側ずつ取り出した。0.1% Fast 

Green/PBS で着色した DNA溶液（5μg/μl）をプーラーPC-10 (Narishige)を用いて

成形したガラス管  (2mm, NARISHIGE)に充填し、アスピレーターチューブ 

（Drummond）を用いて胎児の第四脳室に注入した。電極用ペーストのエレフィ

ックス(Nihon Kohden)を付着させた電極（CUY650P3; Nepa Gene）で胎児頭部を

挟み、square-wave electroporation generator (CUY21; Nepa Gene)によって電気パル

ス（amplitude, 33 V; duration, 30 ms; intervals, 970 ms, four current pulses）x2を与え

た。子宮を腹腔内に戻し、生理食塩水で腹腔内を満たし空気を取り除いた。腹部

を縫合後、37℃のヒーターの上で覚醒するまで回復させた。 

 

 

蛍光抗体法（in vitro） 

4% パラホルムアルデヒド（PFA）/PBS を用いて細胞を室温で 10分間固定した。

0.2% Tween20/PBS (PBS-T) で洗浄後、30 分間室温で 2% skim milk/PBS-T中でブ

ロッキングした。一次抗体の反応は、抗体を 2% skim milk/PBS-Tで希釈し 4℃で

一晩反応させた。使用した一次抗体は以下の通りである。mouse anti-Calbindin 
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D28K (x1000) (Swant): rabbit anti-Calbindin D28K (x1000) (Millipore): goat anti-

Calbindin (x100) (Santa Cruz): mouse anti-Pyruvate dehydrogenase, PDH (x1000) 

(Abcam): rabbit anti- PGC-1α (x200) (Abcam): rabbit anti-DsRed (x1000) (Clontech): 

mouse anti-Pax-6 (x100) (R&D): rabbit anti-COX-IV (x500) (Abcam)。PBS-Tで洗浄

後、2% skim milk/PBS-Tで希釈した二次抗体を 4℃で一晩反応させた。使用した

二次抗体は Alexa 488-, Alexa 568-, or Alexa 647-conjugated anti-mouse, anti-rabbit, 

anti-goat IgG (Invitrogen)のいずれかである。その後、PBS-Tで洗浄し millQで置

換後、褪色防止用封入剤(Thermo Fisher)でスライドグラスにマウントした。 

 

 

蛍光抗体法（in vivo） 

4% PFA/PBを用いて還流固定した後、4% PFA/PB中で 4℃1晩浸漬固定した。そ

の後 PBS 中で 4℃1晩置換し、マイクロスライサー（D.S.K.）を用いて 100 μm 矢

状断切片を作製した。切片を 2% skim milk/ 0.25%Triton-PBS で 1時間室温ブロッ

キングし、ブロッキング液で希釈した上記の一次抗体を 4℃で 1 晩反応させた。

Triton-PBS で洗浄後、ブロッキング液で希釈した上記の二次抗体を 4℃で 1晩反

応させた。その後、PBS で洗浄し millQ で置換後、水系封入剤  (Diagnostic 

BioSystems)でスライドグラスにマウントした。 

 

 

ウエスタンブロッティング 

pAAV-CAG-PGC-1α-mCherry および pAAV-CAG-EGFP-hH1-scramble shRNA また

は PGC-1α shRNA を Lipofectamin 2000 (Thermo Fisher)を用いて 70 %コンフルエ

ントの HEK293T 細胞に導入した。48 時間後、細胞を破砕し、サンプルを調整

した。SDS-PAGE 後、ニトロセルロースメンブレンに転写した。5% skim milk in 

0.2% PBS-Tで 1時間ブロッキングした。一次抗体は、rabbit anti-PGC-1α (x1000) 

(abcam)および mouse anti-β-actin (x1000) (Sigma)をブロッキング液中に希釈し 4℃

で 1 晩反応させた。PBS-T で洗浄後、二次抗体は、mouse anti-HRP IgG (x1000) 

(Millipore)および rabbit anti-HRP IgG (x1000) (Invitrogen)をブロッキング液中に希

釈し 4℃で 1 晩反応させた。PBS-T で洗浄後、ECL Western Blotting Detection 

Reagents (GE Healthcare)で反応させ、その発光を ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad)を用
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いて検出した。 

 

 

顕微鏡画像と画像解析 

顕微鏡画像は、共焦点レーザー顕微鏡（FV1000; Olympus）を用いて取得した。

対物レンズは 40×、60×または 100×(それぞれ NA 0.95、1.20、1.40) を使用した。

樹状突起の全長や分岐点の解析には Neurolucida ソフトウェア (MBF Bioscience)

を用いた。ミトコンドリア量（Mito-EGFP の面積÷細胞面積）、PDH シグナル強

度（細胞内の PDH gray value の総和）および PGC-1αシグナル強度 (細胞体内の

PGC-1α gray value の平均値) の解析は、ImageJ を用いた。樹状突起スパインの長

さおよび数に関しては遠位樹状突起の 10 μm 分をそれぞれの細胞で ImageJ によ

り解析した。 

 

 

統計処理 

多重検定には one way または two way ANOVA を用いて交互作用を調べた後、

Tukey’s HSD post hoc or Tukey-Kramer HSD analysisを用いた。２つのデータの比

較には Student’s t 検定を用いた。 
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