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研究成果の概要（和文）：アストロサイトの分岐形成とグルタミン酸回収機能の成熟過程を二次元培養で観察
し、報告した。アストロサイトの成熟を促す神経細胞との相互作用因子を同定するため、アストロサイト特異的
に発現する膜タンパク質200種余を標的とした遺伝子破壊によるスクリーニングを行い、10余に絞りこんだ。複
数の遺伝子の関与が想定されたので、グルタミン酸トランスポーター３種を標的に複数の遺伝子の同時破壊が可
能であることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We reported the observation of astrocyte morphology and the maturation 
process of glutamate recovery function in two-dimensional culture. To identify the interacting 
factors with neurons that promote astrocyte maturation, we performed screening by gene disruption 
targeting more than 200 types of membrane proteins specifically expressed in astrocytes, narrowing 
it down to more than 10. Since we assumed the involvement of multiple genes, we confirmed that it 
was possible to disrupt multiple genes targeting three types of glutamate transporters 
simultaneously.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アストロサイトは神経細胞の存在下でのみ、複雑に分岐した構造をとり、神経細胞が放出した興奮性神経伝達物
質であるグルタミン酸を回収してシナプス伝達を終結させるのに必要なグルタミン酸トランスポーターGLT1を発
現するようになる。しかし、神経細胞との間にどのようなシグナルのやりとりが行われているかは不明である。
本研究ではアストロサイト特異的に発現し、この過程に関わる膜タンパク質の同定を目指し、候補を10余に絞り
こんだ。

※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。



 
 
１．研究開始当初の背景 

 
中枢神経系において、興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸はシナプスに放出されてグル
タミン酸受容体を活性化した後、神経細胞やグリア細胞の一種であるアストロサイトに回収さ
れてシナプス伝達が終結する。グルタミン酸をシナプスから回収し、神経伝達を終結させる過程
に関わっているグルタミン酸トランスポーターは、アストロサイトの微細な突起に局在して神
経シナプスにアプローチする。ここでヒアルロン酸が継続して合成されることがグルタミン酸
トランスポーターの突起先端への局在とグルタミン酸取り込み活性の維持に関わることを示し
ていた。神経細胞がアストロサイトの分岐構造の形成やグルタミン酸トランスポーターの発現
を誘導することは知られているが、この過程にかかわる神経細胞由来の因子は何であるかにつ
いてはわかっていない。そこで、アストロサイトの微細な突起の形成、神経シナプスへのアプロ
ーチ、突起同士が互いを避けて排他的な領域を形成するタイリング現象、ヒアルロン酸の合成な
ど、アストロサイトによるグルタミン酸の回収機構の成熟に関わる伝達物質は何か、グルタミン
酸回収機構を強化してグルタミン酸による過剰な興奮による損傷から神経細胞を保護するよう
な化合物はあるかについて明らかにしようと考えた。 
 
２．研究の目的 
アストロサイトの分岐形成、グルタミン酸トランスポーターの発現誘導、ヒアルロン酸の合
成によりグルタミン酸の回収機構が成熟する仕組みを明らかにする。アストロサイトが複雑な
分岐を形成して神経シナプスにアプローチし、グルタミン酸トランスポーターをよく発現する
には神経細胞の働きを必要とするため、神経細胞とアストロサイトの間のどのような分子間相
互作用がアストロサイトの形態的、機能的分化を促し、グルタミン酸回収機構を成熟させるのか
を調べるため、候補となる分子をリストアップする。そして、CRISPR-Cas9 による遺伝子破壊を
利用したスクリーニングでアストロサイトの成熟に関わるものを絞り込んでいく。 
また、ヒアルロン酸を骨格とする細胞外マトリクス構造であるペリニューロナルネットの形
成やグルタミン酸トランスポーターの発現・局在・活性、アストロサイトの分岐形成や神経細胞
へのアプローチに影響を与える生理活性物質や有機化合物をスクリーニングする。これによっ
て、どのような分子がアストロサイトによるグルタミン酸回収機構の成熟に関与しているかの
手がかりを掴む。 
 
３．研究の方法 
この研究には、神経細胞とアストロサイトの同時形態観察や分子局在解析が容易な細胞培養
系が必要である。単独培養のアストロサイトは脳組織内とは異なる炎症型に近い単純な形態を
とり、アストロサイトに最も多いグルタミン酸トランスポーターである GLT1 の発現が乏しいと
いう欠点があった。そこで、高度に分岐しグルタミン酸トランスポーターをよく発現する成熟し
たアストロサイトを含む神経細胞・アストロサイトの混合培養系を開発したので、これを利用し
て研究を進める。 
 
(1)グルタミン酸の回収を制御する生理活性物質の探索 
神経細胞やグリア細胞に由来する生理活性物質やサイトカインがグルタミン酸回収機構やペ
リニューロナルネットの形成に与える影響、特に神経保護作用を評価する。神経細胞とアストロ
サイトの混合培養に対し、アストロサイトの炎症形態である反応性アストロサイトの形成にか
かわるとされる伝達物質やサイトカイン類、マイクログリアに由来する炎症性物質を添加し、培
養ののち固定して多重免疫染色する。ヒアルロン酸を標識する HABP によってヒアルロン酸の合
成を、神経細胞の形態と損傷を示す樹状突起マーカーの MAP2 によって神経細胞の損傷を、アス
トロサイトのグルタミン酸トランスポーターである GLT1 でアストロサイトの形態の変化とトラ
ンスポーター発現量を同時に評価できる。人為的な偏りを避けるため、ハイスループット画像撮
影装置CQ1で撮影し、画像は画像解析ソフトウェアImageJのマクロ機能を用いて定量解析する。
また、同じ評価方法で、化合物スクリーニングをめざし、評価指標の基準をクリアできるよう条
件検討する。 
 
(2)アストロサイトのグルタミン酸回収機構に関わる神経由来因子の探索 
アストロサイトによるグルタミン酸回収機構の形態的、機能的成熟を誘起する神経細胞との
相互作用に関わる膜タンパク質の候補として、既存のアストロサイトの遺伝子発現やプロテオ
ミクスのデータに基づき、アストロサイト特異的に発現し、神経損傷や老化で発現量が減少する
傾向にあるものを 200 個程度選定した。そして、CRISPR-Cas9 による遺伝子破壊のためのガイド
RNA を設計した。プラスミドに搭載した CRISPR-Cas9 システムでは遺伝子導入試薬の神経細胞へ
の毒性が強くてうまくいかなかった。そこで HA タグを融合した CRISPR-Cas9 システムを搭載し



 
たアデノ随伴ウイルスに組み込み、神経細胞とアストロサイトの混合培養系に添加して感染さ
せ、候補遺伝子の遺伝子破壊を行う方法を試みたところ、多数のアストロサイトに導入し、かつ
分岐構造を作らせることに成功した。HA タグに対する免疫染色により Cas9 を発現する細胞を検
出し、グルタミン酸トランスポーターGLT1 に対する免疫染色により遺伝子破壊アストロサイト
における GLT1 の発現と形態に与える影響を評価した。 
 
(3)神経細胞―アストロサイト細胞間相互作用因子の機能評価 
(2)で実施した遺伝子破壊の結果、アストロサイトの分岐やタイリング現象に影響がみられた
ものについて、複数のガイド RNA を使用して確実に遺伝子破壊する。また、アストロサイトでの
発現が報告されている他のサブタイプがあれば、それぞれ、もしくは同時に遺伝子破壊して、表
現型が強化されるかどうかを評価する。そして、それぞれの遺伝子産物について、免疫染色で発
現の細胞特異性や多様性、局在、アストロサイト形態と発現量の関係、神経シナプスとの位置関
係を観察する。遺伝子破壊を行った培養サンプルと野生型で上述のマーカータンパク質の発現
や局在を比較する。 
 
４．研究成果 
(1)グルタミン酸の回収を制御する生理活性物質の探索 
マイクログリア由来で神経損傷性を持つ反応性アストロサイトを生成させるとされる C1q、
TNFα、IL1αをはじめ、BDNF、GDNF、LIF、EGF、IGF などの成長因子、IL1β、IL6 などのサイト
カイン類、アミロイドβ、リポポリ多糖などアストロサイトの性質に影響を与えそうな物質をさ
まざまな濃度で神経細胞とアストロサイトの混合培養に添加し、24 時間後もしくは 48 時間後に
固定した。グルタミン酸トランスポーターGLT1 に対する免疫染色でアストロサイトの形態と
GLT1 の発現量を、ビオチン標識ヒアルロン酸結合タンパク質による染色でヒアルロン酸やぺリ
ニューロナルネットの沈着量を、チューブリン結合タンパク質 MAP2 に対する染色で神経繊維に
対するダメージを、それぞれ評価した。しかし、いずれの物質、また複数の物質の組み合わせに
よっても顕著な影響はみられなかった。 
この検出、評価法を用いて、ハイスループット化合物スクリーニングの可能性についても模
索した。ヒアルロン酸分解酵素の添加でアストロサイトの形態、ヒアルロン酸の沈着、神経損傷
のいずれについても評価指標値の T 検定で有意な差がみられたが、化合物スクリーニングに要
求される CV 値、Z’因子や S/B 比、S/N 比などの基準を満たすことができなかった。条件を変え
ながら試行を繰り返したが、基準に到達できず、化合物スクリーニングを断念した。 
一方、この神経細胞・アストロサイトの混合培養系を利用して、アストロサイトの突起形成
過程や、神経細胞によるアストロサイトのグルタミン酸トランスポーター発現誘導の過程を継
時観察した。そして、アストロサイトは神経繊維の伸長開始とほぼ同時に分岐の形成を開始し、
その段階ですでに他の枝を避けて排他的な領域を形成するタイリングの性質を備えていること
を報告した（図１）。また、グルタミン酸受容体やグルタミン酸トランスポーターGLT1、シナプ
ス小胞にグルタミン酸を充填する小胞型グルタミン酸トランスポーターvGluT1 の発現はアスト
ロサイトの突起形成より後のシナプス形成の時期に増加し、シナプス形成はアストロサイトの
分岐形成に必要とされてはいないこともわかった。 

 



 
(2)アストロサイトのグルタミン酸回収機構に関わる神経由来因子の探索 
神経細胞とアストロサイトの
クロストークに関わる遺伝子の
候補として選んだものについて
アデノ随伴ウイルスに搭載した
CRISPR-Cas9 法による遺伝子破
壊を行い、アストロサイトの形
態とグルタミン酸トランスポー
ターの発現に対する影響を評価
した。アデノ随伴ウイルスの力
価を調整することでアストロサ
イトの一部がHAタグを融合した
Cas9 を発現する状態をつくるこ
とができた。グルタミン酸トラ
ンスポーターそのものを遺伝子破壊の標的としたものを除いては、その発現に顕著な影響がみ
られたものはなかった。また、分岐が作られない、といった強い表現型を示すものもなかった。
一方、タイリングの性質が弱まっているような細胞は観察された（図 2）ので、その再現性を検
証しながら 200 余の候補から十数個の遺伝子を選び出した。 
 
(3)神経細胞―アストロサイト細胞間相互作用因子の機能評価 
これらの遺伝子が実際にタイリングに関わるかを検証するため、複数のガイド RNA を設計し、
アデノ随伴ウイルスに組み込んで同時に感染させ、確実に遺伝子破壊する試みを進めている。ま
た、類似した機能を持つと予測される複数のサブタイプをアストロサイトに発現するものにつ
いては、それらについても同様にガイド RNA を設計してアデノ随伴ウイルスに組み込み同時に
感染させることにした。 
 複数のアデノ随伴ウイルスを同時に感
染させ、遺伝子破壊することが可能かを検
証するため、グルタミン酸トランスポータ
ーSlc2(GLT1)、Slc3(GLAST)と中性アミノ
酸トランスポーターSlc4(ASCT1)を標的と
するガイド RNA を組み込んだアデノ随伴
ウイルスをそれぞれの組み合わせで感染
させ、遺伝子産物の発現量を免疫蛍光染色
を行ったサンプルの蛍光シグナル強度を
指標に測定し、その分布を調べた。その結
果、複数のアデノ随伴ウイルスを同時に添
加して HA タグに対する免疫染色を指標に
細胞を選んだ場合、多くの細胞で遺伝子産
物発現量が下がっており、同時感染に成功
していることを確認できた。 
 
 本研究を通して、神経細胞とアストロサイトの間のクロストークもしくはアストロサイトのタ
イリングに関わる分子を絞り込むことができた。アストロサイト由来の神経細胞成熟因子は複
数知られているが、逆方向に働きアストロサイトのタイリングに関わる分子はこれまでに知ら
れていない。本研究を進めることで、神経細胞とアストロサイトが互いに相手を育て成熟させる
仕組みについての新しい知見が得られることができると期待できる。 
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