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研究成果の概要：脳内には神経細胞以外に補助細胞であるグリア細胞が存在し、その活性変化

は神経変性疾患発症メカニズムに関与することが指摘されている。グリア細胞の１つであるア

ストロサイトにおいて、細胞活性化刺激を行うことにより、神経変性疾患の凝集体形成に関わ

る酵素であるトランスグルタミナーゼの発現上昇が認められた。したがって、グリア細胞の活

性化にトランスグルタミナーゼが関与し、活性化したグリア細胞において発現増加したトラン

スグルタミナーゼが神経変性疾患の原因となる可能性が示唆された。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
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2008 年度 1,350,000  405,000  1,755,000   

年度  

年度  

  年度  

総 計 2,720,000  405,000  3,125,000   

 
 
研究分野：獣医生理学 
科研費の分科・細目：畜産学・獣医学，基礎獣医学・基礎畜産学 
キーワード：ミクログリア，アストロサイト，神経変性疾患 
 
１．研究開始当初の背景 
 中枢神経系は、主に神経細胞とグリア細胞
により構築されるが、神経細胞が相互のネッ
トワーク形成を通じて直接的に神経情報伝
達に関与するのに対して、グリア細胞は神経
細胞の物理的保護や生存性決定、あるいは伝
達物質前駆体の供給等に中心的役割を演じ
ると理解される。現在のところ、グリア細胞
はアストロサイト、ミクログリアおよびオリ
ゴデンドロサイトに分類されるが、グリア細
胞の活性変化は、脳虚血やアルツハイマー病
等の神経変性疾患発症メカニズムに深く関
与することが指摘されている。一方、ポリア

ミン類（プトレッシン、スペルミジン、スペ
ルミン）は、細胞核内では細胞増殖や細胞分
化を促進する因子として機能するが、細胞膜
上では脳内グルタメイト受容体に対する強
い効果を有する。例えば、NMDA 受容体チャネ
ル開口の促進作用や、AMPA 受容体チャネル遮
断作用などが知られており、特に NMDA 受容
体に対するアゴニスト作用は、ポリアミン類
の神経興奮毒性を強く示唆するものである。
事実、ポリアミン類は神経細胞の異常興奮や、
あるいは一過性虚血に伴い細胞外に放出さ
れることが知られている。また、ポリアミン
類は酵素的に代謝されて毒性の高いアルデ



ヒド類や活性酸素種を生成するため、細胞外
ポリアミン濃度上昇が神経細胞傷害を引き
起こす可能性も示唆される。 

これまでポリアミン類に関する研究は、中
枢神経系では特に神経細胞に対する影響が
多く検討されているが、グリア細胞に対する
検討はあまりなされていない。我々は、グリ
ア細胞におけるポリアミンの影響に関する
研究として、培養液中に、ある特定のポリア
ミン（スペルミジン、スペルミン）を添加す
ることにより、アポトーシス経路を介したミ
クログリアの細胞死が誘導されることを報
告している。また、その細胞死には、ポリア
ミン代謝産物のうち、過酸化水素よりもアル
デヒド類であるアクロレインの関与が大き
いことや、培養アストロサイトでは、ポリア
ミンおよびアクロレインによる細胞死に対
してミクログリアよりも抵抗性を示すこと
も見出しており、ポリアミンがグリア細胞の
活性制御に関わるのかもしれない。ポリアミ
ンおよびポリアミン代謝産物によって誘導
される細胞死に対して、培養ミクログリアと
アストロサイトが明確に異なる感受性を示
すメカニズムについては、さらなる解析が必
要である。 

このように、中枢神経系における細胞内外
のポリアミン濃度の制御は、生理学的にも病
理学的にも重要であると考えられる。実際、
脳梗塞患者の脳内では早期にポリアミン代
謝酵素の活性が上昇することやポリアミン
代謝産物のひとつであるアクロレイン濃度
の上昇が報告されており、脳梗塞の診断への
応用が期待されている。しかしながら、細胞
内外のポリアミン濃度調節を担うポリアミ
ントランスポーターは、様々な細胞で存在が
報告されているにも関わらず、中枢神経系で
はラット大脳皮質スライスやシナプトゾー
ムなどを用いた研究がほとんどで、特定の細
胞に限局した十分な検討がなされておらず、
その特性もほとんど知られていないのが現
状である。 
 一方、培養液中に添加したポリアミンによ
る細胞死には、トランスグルタミナーゼが関
与していることが示唆されている。トランス
グルタミナーゼは、蛋白質の架橋形成を行う
酵素であり生体内において様々な生理活性
を持つが、中でも組織型トランスグルタミナ
ーゼ(トランスグルタミナーゼ 2; TG2)は、ア
ルツハイマー病やパーキンソン病などの神
経変性疾患において脳内に高発現すること
や、これらの神経変性疾患における凝集体の
形成に関与する可能性が報告されている。病
態時におけるグリア細胞での発現上昇の可
能性も指摘されており、生理学的および病理
学的状況下でのグリア細胞の機能調節メカ
ニズムを解析するには、グリア細胞における
トランスグルタミナーゼの機能解明も重要

な課題である。 
 
２．研究の目的 
 本研究目的は、グリア細胞におけるポリア
ミンの生理学的重要性を検討し、この研究成
果を通じて、その生理学的および治療学的意
義を追及することである。 
 研究背景で述べたように、細胞増殖や細胞
分化に必須の因子であるポリアミンは、中枢
神経系の中でも、神経細胞に対する影響の検
討が多く報告されており、本研究では特にグ
リア細胞に着目したポリアミンの生理学的
重要性について詳細な解析を行う。これまで
に我々が見出している、培養液中に添加した
ポリアミンによる細胞死誘導に関連し、培養
アストロサイトとミクログリアにおいて、ポ
リアミンおよびポリアミン代謝産物に対す
る感受性の差異が起こるメカニズムについ
て検討する。また、病態時におけるポリアミ
ン濃度上昇メカニズム解明のため、グリア細
胞におけるポリアミン輸送活性の解析を行
う。さらに、脳虚血やパーキンソン病、アル
ツハイマー病等の神経変性疾患においては、
グリア細胞活性化の関与が指摘されている。
一方、蛋白質の架橋形成を触媒する酵素であ
るトランスグルタミナーゼは、ポリアミン誘
導性細胞死への関与も示唆されており、また、
神経変性疾患患者の脳内で高発現すること
も報告されていることから、グリア細胞にお
けるトランスグルタミナーゼの機能を検討
し、生理的および病理的状況下での変化と役
割を検討する。 
 中枢神経系の中でも、特にグリア細胞に着
目して、その活性調節および機能変化を解析
することにより、神経変性疾患における病態
発現メカニズムの解明、および神経細胞障害
を防御する新たな治療理論構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) グリア細胞におけるトランスグルタミ
ナーゼの機能を解明するため、培養アストロ
サイトとミクログリアを用いて、 RT-PCR 法
によるトランスグルタミナーゼの mRNA発現、
およびウェスタンブロッティング法による
蛋白質発現の解析を行う。ビオチンまたは蛍
光標識したトランスグルタミナーゼ基質を
細胞内に取り込ませ、電気泳動または蛍光顕
微鏡での観察を行うことにより、細胞のトラ
ンスグルタミナーゼ活性を測定する。また、
グリア細胞において細胞活性化によく用い
られるグラム陰性細菌の外膜成分、リポポリ
サッカライド(LPS)などで細胞を刺激し、そ
の後のトランスグルタミナーゼの発現変化
や活性変化を解析することにより、生理学的
あるいは病理学的なグリア細胞におけるト
ランスグルタミナーゼの機能を検討する。 
(2) 培養アストロサイトとミクログリアを



用いて、ポリアミンおよびポリアミン代謝産
物に対する反応を解析する。細胞間での感受
性の差異を含めた細胞死メカニズム解明に
向け、RT-PCR 法などを用いて、スーパーオキ
シドディスムターゼ(SOD)等の酸化的ストレ
スに関連した変動因子の検討を行う。また、
細胞内の主要な抗酸化物質であるグルタチ
オンの定量や、SOD の活性測定などを行う。 
(3) グリア細胞におけるポリアミントラン
スポーターの機能解析を行うため、放射標識
したポリアミンを用いて、培養細胞での取り
込み実験を行うことにより、ポリアミン輸送
活性を評価し、培養アストロサイトとミクロ
グリアで、輸送活性やイオン要求性等の比較
検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 中枢神経系は、主に神経細胞とグリア細
胞により構築されており、グリア細胞の活性
変化は、脳虚血やアルツハイマー病等の神経
変性疾患発症メカニズムに深く関与するこ
とが指摘されている。一方、蛋白質の架橋形
成を行う酵素であるトランスグルタミナー
ゼは、神経変性疾患患者の脳内において高発
現することが知られており、培養マクロファ
ージにおける炎症反応に関与することも示
唆されている。培養アストロサイトを、細胞
活性化剤であるリポポリサッカライド(LPS)
で刺激し、トランスグルタミナーゼの発現変
化を解析したところ、LPS の濃度依存的にト
ランスグルタミナーゼの発現増加が認めら
れた。細胞活性化の指標として一酸化窒素
(NO)産生を評価したところ、LPS 刺激により
誘導型 NO合成酵素である iNOS の発現および
NO 産生が認められた。 

また、LPS 刺激によるトランスグルタミナ
ーゼの発現誘導メカニズムを解析するため、
培養アストロサイトにおいて、LPS と同時に
転写因子 NF-κB の阻害剤である ammonium 
pyrrolidine-1-carbodithioate(APDC) を 添
加し、24 時間後のトランスグルタミナーゼの
蛋白質発現を検出した。その結果、LPS によ
って誘導されるトランスグルタミナーゼの
発現増加が抑制された。したがって、培養ア
ストロサイトにおいて、LPS 刺激によって誘
導されるトランスグルタミナーゼの発現増
加は、NF-κB を介することが示唆された。同
様に、LPS 刺激による iNOS の発現および NO
産生もまた APDC によって抑制されたことか
ら、培養アストロサイトにおける NO 産生も
NF-κB を介すると考えられる。 

次に、抗酸化作用を持つことが知られてい
るピルビン酸の誘導体、ピルビン酸エチルを
LPS と同時に添加し、トランスグルタミナー
ゼと iNOS の発現および NO 産生を評価した。
その結果、ピルビン酸エチルによっても、こ
れらの誘導が抑制されたことから、LPS 刺激

によるトランスグルタミナーゼ誘導および
NO 産生には、細胞内の酸化的ストレスが関与
している可能性が示唆される。 

さらに、培養アストロサイトにおいて、ト
ランスグルタミナーゼの阻害剤であるシス
タミンを LPS と同時に添加し NO 産生を測定
したところ、LPS による iNOS 発現誘導および
NO 産生が抑制された。したがって、グリア細
胞の活性化にトランスグルタミナーゼが関
与している可能性が示唆されるとともに、活
性化したグリア細胞において発現増加した
トランスグルタミナーゼが神経変性疾患の
原因となっている可能性が考えられる。 
(2) これまで述べてきたように、我々はグリ
ア細胞におけるポリアミンの影響に関する
研究として、培養液中にポリアミンを添加す
ることにより、ミクログリアの細胞死が誘導
されることを明らかにした。また、その細胞
死には、ポリアミン代謝産物のうち、過酸化
水素よりもアルデヒド類であるアクロレイ
ンの関与が大きいことや、培養アストロサイ
トでは、ポリアミンおよびアクロレインによ
る細胞死に対してミクログリアよりも抵抗
性を示すことも見出しており、ポリアミンが
グリア細胞の活性制御に関わるのかもしれ
ない。 
さらに、ポリアミンによる培養ミクログリ

アの細胞死は、抗酸化剤である還元型グルタ
チオンや N-アセチルシステインによって抑
制されたことから、酸化的ストレスが関与し
ていると考えられる。そこで、培養アストロ
サイトとミクログリアにおけるポリアミン
およびアクロレインに対する感受性の差異
に関して、活性酸素の除去に働く酵素である
スーパーオキシドディスムターゼ(SOD)の
mRNA 発現を両細胞で比較したところ、Mn-SOD、
Cu/Zn-SOD、EC-SOD という３種類の SOD のう
ち、EC-SOD の発現が、ミクログリアに比べ、
アストロサイトにおいて高かった（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
したがって、アストロサイトにおけるポリア
ミン抵抗性に SODが関与している可能性が示
唆される。また、細胞内の総グルタチオン量
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を両細胞で比較したところ、ミクログリアに
比べアストロサイトのほうが高い値を示し
たことから、培養アストロサイトとミクログ
リアにおけるポリアミン感受性の差異に、酸
化的ストレスに対する抵抗性の差が関与し
ている可能性が推察される。 
(3) 病態時における脳内でのポリアミン濃
度上昇メカニズムを検討するため、培養アス
トロサイトとミクログリアを用いて、ポリア
ミン輸送活性を測定したところ、両細胞とも
にポリアミン取り込み活性が観察され、蛋白
質量あたりの活性では、有意な差は認められ
なかった。また、高速液体クロマトグラフィ
ー(HPLC)法を用いて、培養液中に放出される
ポリアミン量の測定を行ったところ、培養ア
ストロサイトでは、高濃度 KCl 刺激によりポ
リアミンの細胞外放出が観察された。しかし
ながら、培養ミクログリアでは検出できなか
った。したがって、病態時における脳内ポリ
アミン濃度上昇に、アストロサイトからの放
出が関与する可能性が示唆される。 
 
本研究の結果から、神経変性疾患におけるグ
リア細胞の活性化にはトランスグルタミナ
ーゼが関与している可能性が示唆される。グ
リア細胞の活性化は、NO や炎症性サイトカイ
ンなどの細胞傷害物質を放出することによ
り、神経細胞死を誘導する可能性がある。ア
ストロサイトから放出されるポリアミンは、
神経細胞に対する傷害を引き起こす可能性
も考えられるが、異常に活性化したグリア細
胞を抑制することにより、脳内のバランスを
維持する役割を果たす可能性が示唆される。
一方、トランスグルタミナーゼは蛋白質の架
橋形成を触媒する酵素であり、神経変性疾患
の病理学的特徴である凝集体形成に関与す
ることが推察されている。以上のことから、
グリア細胞におけるトランスグルタミナー
ゼを制御することは、神経細胞障害の防御に
重要であり、治療薬のターゲットとなり得る。
グリア細胞において発現増加したトランス
グルタミナーゼが実際に細胞外に放出され
るのかどうか、凝集体形成、神経細胞障害を
引き起こすのかどうかについては今後の検
討課題である。 
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