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研究成果の概要（和文）：Polyriboinosinic-polyribocytidilic acid (PolyI:C)は擬似的にウイルス感染惹起する化
合物であり、生体内では強力に自然免疫反応を誘導することが知られている。我々は新生仔期のPolyI:Cが成熟期まで
続く高次脳機能障害を惹起することを報告している。本研究課題では、アストロサイトからのFstl1の分泌増加が前頭
皮質の神経発達を障害すること明らかにした。また、PolyI:C による神経発達障害の対処方法としてFstl1を分泌抑制
が有効であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Polyriboinosinic-polyribocytidilic acid (polyI:C) is known to induce strong 
innate immune responses that mimic immune activation by viral infections. Our previous findings suggest 
that the induction of interferon-induced transmembrane 3 (Ifitm3) in astrocytes has a crucial role in 
polyI:C-induced neurodevelopmental abnormalities including impairments of dendrite elongation and spine 
formation, which lead to behavioral impairments in adulthood. Through a quantitative proteomic screen, we 
identified the candidate proteins of astroglial factors, matrix metalloproteinase-3 (Mmp3) and 
follistatin like-1 (Fstl1), and Mmp3 function on neuronal development was reported previously. In this 
study, we characterized the effect of Fstl1 on neuronal development and relationship of Ifitm3 
expression. Our results suggest that astroglial Fstl1 is one of possible mediators for neurodevelopmental 
impairment and the extracellular levels of Fstl1 may be regulated under the control of Ifitm3.

研究分野：神経精神薬理学
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１．研究開始当初の背景 
統合失調症は、思春期・青年期に発症し、慢
性進行性の経過をたどる代表的な精神疾患
である。罹患率は 1％程度と見積もられ、陽
性症状 (幻覚・妄想など)、陰性症状 (情動反
応の平板化、社会的ひきこもりなど) および
認知障害の 3つの主症状によって特徴づけら
れる。統合失調症の治療には、新規向精神薬
や心理社会的治療が導入されているが、未だ
十分な治療効果は得られていない。疾患の病
態生理が不明であるため病態に即した治療
法が開発されていないことが、治療的介入の
遅延、治療抵抗性、難治化などの問題に繋が
っている。したがって、本疾患の病態生理を
解明し、病態生理に即した効果的な治療法・
予防法を確立することが待ち望まれている。 
 統合失調症の病因は未だ不明であるが、遺
伝学的研究から disrupted-in-schizophrenia 
1 (DISC1) などを含め、多くの発症脆弱性遺
伝子が同定されている。また、疫学的調査の
結果では、周産期のウイルス感染や出産時の
合併症などが統合失調症の発症リスクを高
めることが示唆されている。すなわち、統合
失調症は単一の遺伝子異常によって生じる
のではなく、おそらくは多数の遺伝子と環境
因子の相互作用によって発症に至る複雑な
多因子疾患であると考えられている。 
 統合失調症に関する研究は、遺伝要因を基
礎にした研究が多く、環境要因による神経発
達障害に着目した研究が少ない。本疾患の病
態を解明するには、環境要因の機序を解明す
ることも重要である。精神疾患の発症リスク
の一つとして、母体のウイルス感染が知られ
ている。我々は、神経発達におけるウイルス
感染の影響を解明するため、自然免疫を活性
化 す る 二 本 鎖  RNA 様 分 子 
polyriboinosinic-polyribocytidylic acid 
(polyI:C) を用いて人工的にウイルス感染状
態を再現したモデル動物を作製した。生後 2
日目のマウスに polyI:Cを 5日間連続投与し
たマウスは、成熟期に不安様行動の増加、物
体認知記憶障害、社会性行動の低下および感
覚情報処理機能の障害などの行動異常を示
す。また、polyI:C 処置マウスでは海馬の高
カリウム刺激による脱分極性グルタミン酸
遊離の低下が認められた (Ibi et al., 2009)。
PolyI:C 処置マウスの異常行動は抗精神病薬
であるハロペリドールやクロザピンで改善
した。この他にもニコチン（Yu et al., 2010）
や NMDA 受容体グリシン結合サイトのコア
ゴニストである D-セリンの投与によって行
動異常が改善することから、両薬物が新規治
療薬となる可能性を示唆した。このように、
新生仔期のマウスに polyI:C を処置すること
で周産期ウイルス感染に基づいた新たな統
合失調症モデル動物の作製に成功し、本モデ
ル動物の有用性を示してきた。 
 一方、マイクロアレイ法を用いて、polyI:C 
を連続投与した新生仔マウスの脳内におけ
る 遺 伝 子 発 現 を 調 べ た 結 果 、

interferon-induced transmembrane protein 
3 (Ifitm3) の発現がアストログリア細胞特異
的に上昇することを見いだした。また、
polyI:C を処置した培養アストロサイトの条
件培地（polyI:C-ACM）を初代培養神経細胞
に処置すると、神経突起伸展の抑制やシナプ
ス形成異常が観察された。Ifitm3ノックアウ
ト培養アストロサイトでは、これら異常が改
善された。PolyI:C を直接神経細胞に添加し
ても神経突起進伸展などの障害が認められ
なかったことから、自然免疫活性化に伴う神
経発達障害はアストロサイトにおける
Ifitm3の誘導と、それに続く液性因子の放出
が関与していると考えられる。我々は、アス
トロサイトから放出される液性因子を同定
することを目的として、蛍光標識二次元ディ
ファレンスゲル電気泳動解析法を用いたプ
ロテオーム解析を行った。PolyI:C-ACM中に
存在するタンパク質の網羅的発現解を行っ
た結果、follistatin like-1 (Fstl1) が顕著に増
加していることを見出した。Fstl1は、Activin
に結合するタンパクとして知られている
Follistatin と類似したドメインを持つタン
パクとして同定されたが、Follistatinとは別
の機能を有することが示されている。近年で
は Fstl1は末梢感覚神経系の情報伝達に関わ
っていることが報告されているが、中枢神経
系における機能は不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脳発達期の自然免疫活性化によ
って惹起される神経精神発達障害の発現機
序を Fstl1の病態生理学的意義から明らかに
するとともに、新規治療標的の可能性につい
て検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）動物 
実験には、日本 SLC より購入した C57BL/6J
マウスを使用した。本課題は名古屋大学組み
換え DNA 実験委員会（承認番号 09-34）およ
び名古屋大学医学部動物実験委員会におい
て承認済み（承認番号第 24179 号）であり、
承認内容にしたがって倫理的配慮のもとで
遂行した。 
 
（2）培養アストロサイトと ACM の調製 
培養アストロサイトは、生後 1-2 日目のマウ
スの海馬と皮質から調製した。培地を
Neurobasal Medium (Invitrogen, Eugene, 
OR) に交換し、6 日後に PBS (control)また
は polyI:C (10 µg/mL, Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO) を処置した。PolyI:C 処置 24 時
間後の培養上清を回収し、アストロサイト条
件培地 (ACM) とした。時間依存的な発現解
析には、polyI:C 処置 6 時間後および 12 時
間後の ACM も作製した。RNA 干渉法によるノ
ックダウン解析には、最終培地交換の 6 時間
前に Stealth siRNA for Fstl1 (#1 および 
#2) または Stealth RNAi siRNA negative 



control (control siRNA) を 処 置 し た 
(Invitrogen)。 
 
（3）ウエスタンブロッティング法とリアル
タイム PCR 法による発現解析 
回収した ACM を濃縮し、ウエスタンブロッテ
ィング用のサンプルとした。また、ACM を回
収した後のアストロサイトからタンパク質
および total RNA を抽出し、それぞれウエス
タンブロッティングおよびリアルタイム PCR 
用のサンプルとした。 
 
（4）初代培養神経細胞の調製と polyI:C-ACM 
の処置 
胎生 15-16 日目のマウスの海馬から初代培
養神経細胞を作製した。培養 2 日目に神経細
胞 の 培 地 を polyI:C-ACM ま た は 
control-ACM に交換した。siRNA を処置した
アストロサイト由来の ACM についても、培養
2 日目に神経細胞の培地として交換した。ま
た、Fstl1 の機能解析のために、最終濃度が
50 nM 、100 nM または 300 nM となるように、
リコンビナントマウス (rm) Fstl1 を
control-ACM に添加し、培養 2 日目に神経細
胞の培地として交換した。神経細胞をさらに
5 日間培養し、培養 7 日目に MAP2 (樹状突
起マーカー) と tau (軸索マーカー) による
免疫染色を行い、MAP2 陽性かつ tau 陰性の
樹状突起の長さを測定した。 
 
４．研究成果 
（1）Ifitm3 による細胞外 Fstl1 量の制御 
これまでの検討によって、アストロサイトに
polyI:Cを処置するとIfitm3の発現が増加す
ること、PolyI:C-ACM中に存在するタンパク
質の網羅的発現解結果から Fstl1が顕著に増
加していることを見出している。はじめに、
Ifitm3の下流でFstl1の分泌が変化するかど
うかを調べるため、野生型および Ifitm3 KO
マウス由来アストロサイトにpolyI:Cを添加
して ACMおよび細胞内における Fstl1 のタン
パク発現量をウエスタンブロッティング法
により調べた。野生型アストロサイトでは
polyI:C 処置に伴い ACM および細胞内 Fstl1
の発現量が顕著に増加した。一方、Ifitm3 KO
マウス由来アストロサイトにpolyI:Cを処置
しても ACM中の Fstl1 発現量は増加しなかっ
たが、細胞内 Fstl1 発現量は PolyI:C を処置
した野生型マウスと同程度であった。また、
Fstl1のみを遺伝子導入したCOS7細胞に比べ
て Ifitm3 および Fstl1 を共遺伝子導入させ
た COS7 細胞では、培養液中の Fstl1 の発現
量が増加したが、細胞内 Fstl1 発現量の変化
は観察されなかった。したがって、PolyI:C
はアストロサイトに作用して Ifitm3 を介し
てFstl1の細胞外への分泌を促進すると考え
られる。 
 
（2）アストロサイトとマイクログリア細胞
における Ifitm3 および Fstl1 発現変化 

Fstl1 の分泌に関与する PolyI:C の標的細胞
がアストロサイト特異的であるかどうかを
調べるため、polyI:C 処置後の Fstl1 の細胞
外量をアストロサイトとマイクログリア細
胞で調べた。PolyI:C 処置によるIfitm3 mRNA
の発現増加はアストロサイトおよびマイク
ログリアで観察された。一方、PolyI:C 処置
による Fstl1 mRNA の発現増加はアストロサ
イトのみで認められ、マイクログリアでは観
察されなかった。さらに、polyI:C を処置し
たアストロサイトではFstl1の細胞外量が著
しく増加したが、マイクログリアでは有意な
変化は認められなかった。 
 
（3）PolyI:C の神経発達阻害作用に対するア
ストロサイト由来 Fstl1 の効果 
Fstl1 の神経発達に及ぼす影響について検討
した。初代培養神経細胞にリコンビナント
Fstl1 を添加して培養を行い、樹状突起マー
カー分子 Microtubule-associated protein 2 
(MAP2)の免疫染色によって神経突起の伸展
について測定した結果、リコンビナント
Fstl1 の用量に依存した神経突起の進展抑制
が認められた。また、PolyI:C を処置したア
ストロサイト培養上清により惹起される神
経突起の進展障害はFstl1をノックダウンし
たアストロサイト由来の培養上清では認め
られなかった。さらに、Fstl1 結合タンパク
の探索を行い、細胞骨格系や Gタンパク質を
プロテオミクス解析によって同定し、
PolyI:C を処置したアストロサイトにおいて
Fstl1 が細胞内で繊維状の構造を呈して
Ifitm3 と共局在していた。 
 
（4）新生仔期 PolyI:C 投与マウスにおける
Fstl1 の発現誘導 
Fstl1 の高次脳機能への影響を調べるために、
新生仔期にPolyI:Cを投与したマウスにおけ
る Fstl1 の発現を免疫染色法により調べた。
その結果、PolyI:C を投与したマウスの前頭
皮質において、Fstl1 陽性細胞の増加が観察
された。また、二重免疫染色法により Fstl1
発現細胞の同定を試み、Fstl1 の免疫活性は
GFAP 陽性のアストロサイトで確認された。一
方、生理食塩水を投与したマウスでは Fstl1
陽性細胞が認められなかった。以上の結果か
ら、新生仔期の polyI:C 処置に伴いアストロ
サイトから Ifitm3 を介して Fstl1 が分泌さ
れ、前頭皮質の神経発達を障害していること
が示唆された（図 1）。 
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