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研究成果の概要（和文）：　グリア細胞は、神経細胞と同様にATP受容体を持ち、神経系の情報処理に能動的に
関与する可能性がある。当初、小脳グリアATP受容体の機能的役割を調べるため、microRNAを利用したグリアATP
受容体遺伝子の特異的発現抑制を試みたがうまく行かなかった。しかしながら、アデノ随伴ウイルス(AAV)ベク
ターを用いて小脳グリア特異的に遺伝子を導入する実験を行う中、通常AAVベクターで導入できる遺伝子サイズ
を実質上増やしてグリアに発現させることが可能な方法を開発することができた。この方法の長所と短所を実験
的に明らかにし、その成果を学術誌に論文投稿する準備を行っている。

研究成果の概要（英文）： Similarly to neurons, glial cells have ATP receptors and may play an active
 role in neuronal information processing. Originally, in order to examine functional roles of 
cerebellar glial ATP receptors, I tried to knockdown glial ATP receptors using microRNA-mediated 
gene silencing technique and it did not work. However, while I tried to express transgenes 
selectively in cerebellar glial cells with adeno-associated virus (AAV) vectors, I managed to 
develop a method in which larger transgenes can be expressed in glial cells, compared to the usual 
usage of AAV vectors. The pros and cons of this method were examined experimentally, and I am 
preparing for publishing the results. 

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 神経系において、グリア細胞は活動電位を
発生せず電気的にほぼ不活性であるため、従
来、グリアは神経系の高速で多様な演算処理
には直接的に関与せず、単なる物理的な支持
や脳内代謝の調節などの裏方的役割しか果
たしていないと考えられてきた(工藤ほか, 
2007;小泉, 2007)。 
 しかしながら、グリアには、神経細胞と同
じように、さまざまな神経伝達物質の受容体
が存在することが次第に明らかになり、それ
らの受容体が、神経細胞から放出された伝達
物質に反応して、ニューロン－グリア相互作
用によって、神経回路の情報処理に積極的に
かかわりうる可能性が出てきた。実際、小脳
グリアには ATP 受容体が存在し、細胞外の
ATPに対して小脳グリアの細胞内 Caが上昇
する現象（Ca応答）が見つかっている（図 1；
細井 未発表データ）。しかしながら、グリ
ア細胞の ATP 受容体の機能的役割はいまだ
明らかになっていない。 

 
 
２．研究の目的 
 
 小脳では、ほぼすべての細胞に ATP 受容
体が発現しているため(Burnstock, 2007)、阻
害剤を用いた薬理学的な方法では小脳グリ
アに存在する ATP 受容体のみを選択的にブ
ロックすることは不可能である。そのため、 
本研究では、小脳グリアに存在する ATP 受
容体の機能的役割を明らかにするため、グリ
ア特異的な遺伝子発現を誘導するウイルス
ベ ク タ ー の 技 術 と 人 工 的 microRNA 
(miRNA)を利用した遺伝子発現抑制の技術

(Boudreau et al., 2011)を組み合わせ、小脳
グリア特異的にＡＴＰ受容体の発現を抑制
する方法を開発し、実験を行うことを目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
 
 ATP受容体をターゲットとするmiRNAの
コンストラクトを用意し、グリア特異的
GFAPプロモーターを用いたウイルスベクタ
ーによって、グリア特異的にmiRNAを発現
し、グリア特異的な ATP 受容体遺伝子の発
現抑制を試みる。発現抑制の程度は、培養小
脳グリアの Ca 応答（図１）や免疫染色など
で評価する。 
 
 
４．研究成果 
 
 残念ながら研究期間内に小脳グリアの ATP
受容体の発現をうまく抑制する方法を確立
することが出来なかった。その原因として、
今回用いた培養小脳グリアの系では、すべて
のグリアがATP投与によって応答するわけで
はなく(図 1、緑 1)、むしろ ATP に応答する
グリアのほうが少ないことがほとんどであ
り、培養ロットによって応答がかなりばらつ
いており、コントロール条件でも ATP 応答が
見られない場合もあった。そのため、安定し
てATP応答を評価できなかったことが挙げら
れる。また、免疫染色などによっても ATP 受
容体発現の程度をうまく評価できなかった。 
 その一方で、アデノ随伴ウイルス(AAV)ベ
クターを用いてグリア特異的に外来遺伝子
を発現させる実験を行う中、Tet off システ
ムと AAV 二重感染法の技術を組み合わせて、
通常 AAV に搭載できる遺伝子サイズが約 4kb
程度に限定されているところを、そのサイズ
を実質上増やしてグリアに発現させること
が可能な方法を開発することが出来た。この
方法では、どの細胞でその遺伝子が発現する
かを決定するプロモーター部分と発現した
い遺伝子（発現遺伝子）の部分を分離し、そ
れぞれ別のAAVベクターに搭載して二重感染
を行い、Tet off システムを利用して両方の
AAV ベクターが同じ細胞に感染した時のみに、
その発現遺伝子が発現されるようにする方
法である。具体的には、以下のような２種類
の AAV ベクターを用意した。 
 
(1) AAV-mGFAP-mtTA （プロモーターAAV） 
(2) AAV-TRE-GFP （発現遺伝子 AAV） 
 
(1)をプロモーターAAV ベクターとよび、(2)
を発現遺伝子AAVベクターと呼ぶことにする。
mGFAPは、マウスGFAPのプロモーターであり、
グリア特異的プロモーターである。mtTA は、
哺乳類での発現に最適化されたテトラサイ
クリン調節性トランス活性化因子（tTA）で



あり(Inamura et al., 2012)、TRE 配列はテ
トラサイクリン応答因子である。プロモータ
ーAAV ベクターと発現遺伝子 AAV ベクターが
同じ細胞に感染し、その細胞がグリアであれ
ばmGFAPプロモーターによってグリア特異的
に mtTA が発現し、その mtTA が TRE 配列に結
合して GFP を発現させる。 
 この方法では、プロモーター部分と発現遺
伝子部分を分けることによって、その分より
大きなサイズのプロモーターあるいは発現
遺伝子をAAVベクターに搭載できる利点があ
る。その一方、理論的には、上述の(1)(2)の
AAV ベクターを同時に用いた二重感染法の場
合でもmGFAPプロモーターを用いているため
グリア特異性が保たれるはずであるが、マウ
ス小脳に接種したところ、プロモーターAAV
ベクターの titer(力価)をあげるほど、発現
のグリア特異性が低下し、プルキンエ細胞な
どのグリア以外の神経細胞でGFPが発現する

ことが多くなる現象を見出した(図 2、中段と
下段、白矢印；下段では中段よりも 5倍の力
価のプロモーターAAV ベクターを用いた)。
Control 条件として、AAV-mGFAP-GFP という
同じ mGFAP プロモーターを用いた 1 種類の
AAV ベクターをマウス小脳に単感染させたと
ころ、GFP の発現はグリア細胞だけに限局し
ており、非特異的発現は見られなかった（図
2、上段）。 
 したがって、この Tet off システムと AAV
二重感染法を組み合わせた方法を用いる場
合、導入遺伝子のサイズを増やせる利点があ
る反面、本来そのプロモーターが持つ発現特
異性とは異なる非特異的な発現が生じうる
短所も実験的に明らかとなり、この方法を用
いる場合は、プロモーターAAV ベクターの力
価を下げて実験を行うことが望ましいこと
が示唆された。AAV ベクターを用いた遺伝子
発現の技術は、生命科学研究において広く用
いられているだけでなく、ヒトに対して遺伝
子治療を行う際にも使用されており、研究上
のツールとしてだけでなく、臨床的にも非常
に重要な技術である。したがって、AAV ベク
ターを用いた遺伝子発現技術の長所と短所
を実験的に明らかにしておくことは、大きな
意義を持つと思われる。これらの成果をまと
め、学術誌に投稿する準備を進めている。 
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