
慶應義塾大学・医学部（信濃町）・特任教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１２

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

炎症性ミクログリアにより誘導される神経保護的アストロサイトを用いた脳梗塞治療

A novel treatment of cerebral infarction with neuroprotective astrocytes induced
 by inflammatory microglia

２０２３６２８５研究者番号：

高橋　慎一（TAKAHASHI, Shinichi）

研究期間：

１９Ｋ０８００２

年 月 日現在  ４   ５ ２７

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：我々はアストロサイトの代謝に焦点を絞り、神経保護的アストロサイト（A2 
astrocyte）の代謝プロファイルについて多くの研究成果をあげてきた。A2 astrocyteの治療応用を目指す過程
で、その誘導には細胞障害性・炎症性ミクログリア（M1 microglia）との相互作用が重要であることを発見し
た。しかし、これらの研究成果は齧歯類由来の培養細胞を用いた結果である。本研究によりヒトへの応用の次の
ステップとしてヒト由来iPS細胞から分化誘導したアストロサイト、ミクログリアを用いて代謝動態を世界で初
めて実測した。ヒトにおけるA2 astrocyte誘導による脳梗塞急性期治療法の開発に近づいた。

研究成果の概要（英文）：We have focused on the metabolism of astrocytes and have made a number of 
studies on the metabolic profile of neuroprotective astrocytes (A2 astrocyte), and in the process of
 developing therapeutic applications of A2 astrocyte, we have found that its interaction with 
cytotoxic and inflammatory microglia (M1 microglia) is important for the A2 astrocyte induction. 
However, these research results were obtained using cultured cells derived from rodents. As the next
 step for human application, this study aims to verify metabolic kinetics using astrocytes and 
microglia differentiated from human-derived iPS cells and to develop a treatment for acute stroke by
 inducing A2 astrocyte. We have successfully measured glucose metabolic profiles in human astrocytes
 and microglia in vitro. The results will lead to the novel stroke treatment through the astrocytic 
neuroprotection.

研究分野： 神経内科学

キーワード： アストロサイト　ミクログリア　ニューロン　ヒトiPS細胞　脳梗塞　代謝コンパートメント
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経細胞（ニューロン）の機能維持には高度に制御された脳微小循環環境が必要であり、その破綻は急性期脳梗
塞のみならず、慢性低灌流による大脳白質病変（脱髄と軸索障害）、βアミロイドの排出障害をトリガーとする
アルツハイマー病の原因ともなる。ニューロンと微小循環に介在する細胞はアストロサイトのみであり、その神
経機能維持・保護、微小循環制御機構解明は重要な課題である。ヒトiPS細胞由来のアストロサイトの代謝プロ
ファイルをin vitroで詳細に検討した本研究結果は、同様に誘導したニューロン、ミクログリアとの相互作用と
併せ、急性期脳梗塞のみならず神経変性疾患、神経免疫疾患の病態解明と治療法開発に資する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脳機能の中心がニューロンにあることに異論はない。ニューロンは活動電位による情報処理に
特化した細胞である。これに伴う高いエネルギー需要（ATP 消費）は、副産物として活性酸素種
（ROS）を生み細胞障害を惹起する。脳梗塞の本態は、エネルギー代謝破綻による非可逆的なニ
ューロン損傷であり、早期介入による血流再開すなわち再灌流療法が唯一の治療となっている。
再灌流療法に伴う問題点は、再供給される酸素とグルコースが障害を受けたニューロンのミト
コンドリアにおいて ROS の爆発的産生を惹起し、残存ニューロンのさらなる細胞死を誘導する
ことである。同時に損傷ニューロンから放出される damage-associated molecular patterns
（DAMPs）は、ニューロン周囲のグリア細胞（特にミクログリア）に対する組織障害シグナルと
して作用し、連鎖的に機能・構造障害を起こす。主要な受容体となるのが toll-like receptor 
4（TLR4）であり、DAMPs は TLR4 リガンドとして作用する。ニューロンの救済に必要な再灌流が
惹起する細胞障害は脳梗塞治療のジレンマであり、二次的な血管構造の破綻から出血性梗塞と
いう致命的な結果を引き起こす。ROS 発生の軽減は再灌流療法に付随する重要な治療ターゲット
であり、本邦で rt-PA と併用されるエダラボンはラジカルスカベンジャーとして脳保護作用を
有するが、国際的な臨床エビデンスは十分ではない。ROS 以外の障害性シグナルとこれに応答す
るグリア細胞への介入は手つかずで、2005 年の rt-PA 本邦承認後の新規脳梗塞治療薬の実用化
例は皆無である。再灌流療法を超える脳梗塞急性期治療のブレークスルーの創出は急性期脳梗
塞治療に残された最後の難問である。その反省に立ちニューロンのみならず、血管とグリア細胞
を統合的に捉え、脳梗塞の病態の理解を進めるための neurovascular unit（NVU）という
conceptual framework が提唱されていることは周知のとおりである。NVU の中でも、特に血管構
造とその周囲のアストロサイトの足突起から構成される glio-vascular unit の理解は最も研究
が進んでおり、我々もこの領域の研究に大きく貢献してきた。脳は元来、ATP 消費の高いニュー
ロンにおける ROS 産生に伴う細胞障害を軽減するための効率的なエネルギー産生分担
（Takahashi et al, Proc Natl Acad Sci U S A. 1995;92(10):4616-20）と内因性保護システ
ム（Takahashi et al, Rinsho Shinkeigaku. 2012;52(1):41-51）を有しており、その中心がア
ストロサイトとニューロンのグルコース代謝コンパートメントである。研究代表者はこれまで
一貫してアストロサイトとニューロンのグルコース代謝モデルの研究を続け、アストロサイト
が解糖系で乳酸を産生し、ニューロンに供与する astrocyte-neuron lactate shuttle（ANLS）
モデル（Pellerin & Magistretti: PNAS, 1994）と同時期からこのモデルにかかわり（髙橋愼
一：脳循環代謝, 9:1-17,1997）、脳梗塞のみならず神経免疫疾患、神経変性疾患理解の鍵となる
ことを明らかにしている。その過程で、アストロサイトの代謝コンパートメントにはグルコース
に加え、さらに脂肪酸（ Takahashi et al, ASN Neuro. 2014;6(5)1759091414550997）、アミノ
酸（Abe et al, J Cereb Blood Flow Metab 2014;34(12):1928-35）にも拡大、適応されること
を明らかにしてきた。一方で、脳梗塞急性期にはアストロサイトは神経障害性に作用するとする
基礎研究結果もあり、その作用は二面的、controversial である。アストロサイト以外のグリア
細胞間では、免疫担当細胞であるミクログリアとの相互連関が特に重要である。ミクログリアは
TLR4 を介して DAMPs リガンドに応答し、種々の炎症性サイトカインを放出、神経細胞障害性に
作用するが（M1 microglia）、脳梗塞亜急性期には細胞修復性にも作用する（ M2 microglia ） 。
近年の報告（Liddle, et al: Nature, 2017）では、M1 ミクログリアはアストロサイトにニュー
ロンを障害する指令を与え、遂行を促すとされる。一方、我々は脳梗塞急性期に生じるミクログ
リアの活性化が、グルコース代謝と抗酸化ストレス作用からみた神経保護的アストロサイト（A2 
astrocyte）の作用を増強する可能性を発見した（Iizumi et al, J Neuroinflammation. 2016 
May 4;13(1):99）。本研究では、ヒト iPS 細胞由来グリア細胞を用いて、M1 ミクログリアを介し
た A2 アストロサイト誘導のメカニズムを検証し、ヒト A2 アストロサイトによる脳梗塞急性期
の脳保護・修復の実現を目指す。 
 
 
２．研究の目的 
脳梗塞新規治療開発は本邦における rt-PA が認可された 2005 年以降進展していない。その反省
に立って構築された NVU の概念も十分に役割を果たしていないのが実情である。本研究はこの
現状を打破するため、NVU を構成するアストロサイトと NVU 外のグリア細胞であるミクログリア
の病態を統合的に解明し、治療戦略開発を開発することが第１の特色である。グリア細胞の個々
に関する研究は、研究代表者がアストロサイトの研究を開始した 1990 年台初頭から大きく進ん
でいるが、もはやグリア細胞間の統合的理解なしには大きな成果は望めない。脳梗塞急性期の病
態はエネルギー代謝の破綻を中心にし、単一分子ではなく、同時に多数の分子と経路が擾乱され
細胞障害に進展するため、１つの受容体阻害薬の開発では解決せず、また１つの細胞腫の病態理
解でも十分ではない。このことは 1000 を超える薬剤によるヒトを対象とした脳梗塞治療の臨床
研究が全て失敗した事実から明らかである（O'Collins,et al: Ann Neurol, 2006）。研究代表者
はアストロサイト研究を NVU の中核と位置づけ、代謝コンパートメント機能からみたニューロ
ンの保護作用を中心に研究を進めてきたが、本研究ではこれをさらに発展させ、脳内のイベント



を最初に検知し、種々の低分子物質やサイトカインを放出し神経細胞障害のトリガーとなる M1
ミクログリアとの相互関係を明らかにする。さらに重要な第２の特色は、齧歯類由来の神経系培
養細胞ではなく、ヒト（健常者および神経疾患患者）由来の iPS 細胞から分化誘導したアストロ
サイト、およびミクログリアを用いて in vitro 解析を行うことである。このことによって、ヒ
トの脳内においてアストロサイトの保護作用を誘導・増強し、ニューロンの保護と炎症プロセス
の鎮静化、エネルギー代謝コンパートメントの回復を達成するための最短の研究が可能となる。
さらに、これまで国内外でも行われていない独創性な研究課題である。 
 
 
３．研究の方法 
成体脳の機能はグルコースを基質とした酸化的代謝に依存するが、グルコースはアストロサイ
トで代謝され、解糖系最終産物の乳酸をニューロンに供与され、ミトコンドリアの TCA 回路の基
質となることで効率的に ATP 産生を行う。この時の副産物である ROS の除去にはグルタチオン
による抗酸化システムが重要な作用を持つ。グルタチオン自体の合成はアストロサイトに局在
し、還元型への変換には解糖系分岐路の pentose-phosphate pathway（PPP）が重要な作用をす
る。PPP 活性制御に関与する Keap1/Nrf2 は重要な抗酸化システムのマスターレギュレータであ
り転写因子である Nrf2 がアダプタータンパクである Keap1 からの解離後、核移行することで
種々の保護的酵素群を誘導する。これらの中には、ROS 除去に関与するグルタチオン合成ととも
に PPP 活性を制御する律速酵素 G6PDH も含まれる。さらに、Nrf2 と脂質代謝にも連関があり、
ミクログリアへの HCA2 受容体を介した作用、第 3のグリア細胞であるオリゴデンドロサイトに
よる髄鞘形成に対してはケトン体がその生合成に利用される可能性を示してきた。これら一連
の神経保護、修復の最初のトリガーとなる Nrf2 解離には Keap1 の構造変化が必要であり、その
システイン残基のニトロシル化もその一つであると考えられている。我々は先の基盤研究 C（一
般）（15K09324：髙橋愼一）において、ミクログリアとアストロサイトの共培養系を用い、ミク
ログリアに由来する一酸化窒素（NO）がアストロサイトの Nrf2 活性を介して種々の神経保護効
果を誘導することを明らかにした（Iizumi et al, J Neuroinflammation. 2016 May 4;13(1):99）。
これらの結果が、ヒト iPS 細胞由来のアストロサイトにおいて再現できるかどうか検証実験を
行う。 
生理学教室では研究分担者の岡野栄之（生理学教授）の下、既にヒト iPS 細胞の樹立、効率的

なアストロサイトやミクログリアの分化誘導法が確立されており（Zheng W et al, Front Cell 
Neurosci. 2018）、これらのグリア細胞は研究分担者として参加する森本悟（生理学特任助教）
から直接提供を受ける。A2 アストロサイトの作用として、神経保護的グルコース代謝経路であ
る PPP flux を 14C-glucose を用いた定量的解析で行う。グルコース代謝と連動して神経保護的
に作用するケトン体産生（Takahashi et al, ASN Neuro. 2014;6(5) 1759091414550997）と Dア
ミノ酸産生（Abe et al, J Cereb Blood Flow Metab 2014;34(12):1928-35）についても、既に
開発した定量的解析を行う。これらの上流にある代謝のマスターレギュレータ Keap1/Nrf2 シス
テムの活性化は、代表的遺伝子 HO-1 の qRT-PCR による転写を確認、免疫組織的にも Nrf2 核移
行を確認する。ミクログリアとの相互作用については、ヒト iPS 細胞由来のミクログリアを使用
し、TLR4 の古典的リガンドである lipopolysaccharide（LPS）を用いた M1ミクログリア誘導を
介した A2アストロサイトの誘導を想定しているが、M1 ミクログリア由来の既知のサイトカイン
のうち A2アストロサイト誘導を起こすものを ELISA でスクリーニングする。これらのアッセイ
は代表者：高橋とともに研究分担者：伊澤、馬島が実施する。 
 
 
４．研究成果 
ニューロンに対するアストロサイトの保護作用の基盤を成すのは、グルコース代謝の特殊性で
ある。すなわち、臓器の重量あたり非常に大量のエネルギー（ATP）を消費する脳は、そのエネ
ルギー基質をグルコースと酸素のみに依存している。ATP 消費はアクションポテンシャル発生後
の Na、K イオン濃度勾配の破綻を回復させるための Na,K,ATPase によるが、グルコースの酸化的
リン酸化による効率よい ATP 産生がこれを支えている。ニューロンにおけるグルコース代謝が
酸化的リン酸化に依存することは、これまでの in vivo、in vitro の研究から異論ないが、アス
トロサイトのグルコール代謝についてはこの 30 年間議論が続いている。観察結果と研究報告が
一定しない最大の理由は、ヒトにおける正確な測定が困難であることによると考えられる。すな
わち、in vivo のヒト脳総体においては、ニューロンとアストロサイトの細胞レベルでの代謝を
分離して測定することが困難であり、in vitro では生理的な条件を維持しながらヒトの脳から
細胞を分離、培養することが困難だからである。今回、ヒト iPS 細胞を用い、in vitro でヒト
由来のアストロサイト、ニューロンを分離培養することが可能となった。一方でミクログリアは
脳内における炎症反応の基盤となる細胞であり、活性化されたミクログリアはニューロン傷害
性に作動することが知られている。一方でこの炎症反応を担うミクログリアでは、基底状態のグ
ルコース代謝から大きく変化し、解糖系が優位となることが報告されている。本研究ではヒト
iPS 細胞から効率的に誘導したミクログリアを用い、初めてその代謝プロファイルを実測した。



さらに LPS 刺激を用いることで炎症性ミクログリアへの転換に伴うグルコース代謝の定量的検
討を行った。 
実験結果を示す。ヒト iPS 細胞由来のニューロン（脊髄運動ニューロン）とアストロサイト

（大脳皮質）ではこれまでげっ歯類の細胞を用いて、in vitro で実施され報告されてきた各々
の代謝特性が再現された（Fig.1）。ミクログリアにおいては、十分検討されていなかった基底状
態のグルコース代謝が、アストロサイトに近い解糖系優位であることが初めて明らかになった
（Fig. 2）。LPS 刺激後のグルコース代謝の変化については、解糖系代謝の上昇があることが期
待されたが、結果はこれに相反するものであった（Fig.2）。LPS 刺激による代謝反応を起こす
toll-like receptor4 については発現が確認されており、これまでの知見の相違が生じた理由に
ついてはさらに検討中である。以下のアッセイの実測データを提示する。 
 

 
健常者脊髄運動ニューロンでは高い TCA サイクル活性を伴うグルコース代謝が観察され、アス
トロサイトではむしろ解糖系優位となっている。これに伴いアストロサイトではニューロン保
護的作用を担う PPP 活性が約 2倍あるが、神経変性疾患ではその低下が観察された。 
 

 
ヒト iPS 細胞由来のミクログリア（Sonn I et al, Inflammation and Regeneration 2022 (in 
press)）のグルコース代謝は解糖系優位でありながらも、相対的にはアストロサイトより低く、
PPP 活性も同様であった。LPS 刺激時の解糖系活性は基底状態より抑制されることが示された。 
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