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研究成果の概要（和文）：アストロサイトは種々の脳病変において活性化し，様々な神経栄養因子を産生・分泌
し，神経細胞保護・再生を促す一方，種々のサイトカインを産生・分泌し，炎症反応，脳浮腫を惹起する．また
最終的にグリオーシスからグリア瘢痕を形成し，再生神経線維の伸長や移植神経細胞による神経回路再生を阻害
する．本事業では、培養細胞モデルと実験動物モデルを用い，神経細胞障害および神経細胞移植におけるアスト
ロサイトの活性化抑制による神経細胞保護効果を検討した．実験動物モデルでは，アストロサイトの活性化抑制
による神経細胞保護効果を確認できなかったが，培養細胞モデルにおいては、同効果を確認した．

研究成果の概要（英文）：Astrocytes activate under various brain disorders followed by secretion of 
neurotrophic factors inducing neuronal cell protection and regenesis. On the other hand, they 
secrete cytokines aggrevating brain edema and inflammation, and form gliotic scar inhibiting 
neuronal regeneration. Using cell culture and animal experiments we investigated neuronal cell 
protection by inhibition of astrocytic activation. We demonstrated protective effects of neuronal 
cells by inhibition of astroctic activation in vitro, but not in vivo.

研究分野： リハビリテーション医学
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１．研究開始当初の背景 
アストロサイトは，従来，脳構造の維持と

ともに，脳内の代謝や神経細胞外環境を維持
する支持細胞と考えられてきた．アストロサ
イトは通常，いわゆる resting の状態にある
が，種々の刺激により活性化し，反応性アス
トロサイト(reactive astrocyte)となる．反
応性アストロサイトは種々の神経栄養因子
を産生・分泌し，神経細胞保護・再生を促す
一方，種々のサイトカインを産生・分泌し，
炎症反応，脳浮腫を惹起する．また最終的に
グリオーシスからグリア瘢痕を形成し，再生
神経線維の伸長や移植神経細胞による神経
回路再生を阻害する．我々はこれまで，新生
児ラット・成体ラット正常アストロサイト，
成体ラット反応性アストロサイトの遺伝子
発現プロフィールを明らかにし，成体ラット
反応性アストロサイトでは新生児ラットア
ストロサイトと同様，神経発達期に機能する
と考えられる遺伝子群の一部の発現が亢進
しているものの，神経組織障害を招く脳浮腫
や炎症を増長するサイトカインなどの発現
が著明に亢進していた．これらの結果より，
反応性アストロサイトの活性化をより制御
できれば，神経組織障害の軽減および細胞移
植・ニューロリハによる神経再生がより促進
できるものと考えられる． 
 
２．研究の目的 
 神経細胞障害および神経細胞移植におけ
るアストロサイト活性化抑制の効果を検討
する． 
 
３．研究の方法 
１）ラット脳より培養したアストロサイトを
用い，虚血・再灌流モデルを作成し，本モデ
ルにおける遺伝子発現変化を解析した． 
２）１）の虚血・再灌流モデルにおけるアス
トロサイトの VEGF 産生に対する種々薬剤
(asprin, cilostazol, dexamethasone, 
edaravone)の抑制効果について検討した． 
３）ラット小脳顆粒神経細胞とアストロサイ
トを用いた共培養モデルを作成し，虚血負荷
におけるアストロサイトの遺伝子発現変化
を解析した．また，この共培養系にメンブレ
ン上で培養した神経細胞を重層する神経細
胞移植モデルを作成し，edaravone 添加によ
る移植神経細胞に対する保護効果を検討し
た． 
４）6-OHDA の黒質注入によるパーキンソン病
モデルラットでの神経細胞移植における
edaravone の効果を，行動学的および組織学
的観察より検討した． 
 
４．研究成果 
１）ブドウ糖の存在下では，24 時間の低酸素
下でも，新生児ラット脳からのアストロサイ
トは 60%弱，成体ラット脳からのアストロサ

イトは 70%ほどの生存率を示し，アストロサ
イトは低酸素に耐性があることが示された．
しかし，低酸素に加え，ブドウ糖を培養液か
ら除くと（Oxygen glucose deprivation model, 
OGD model），細胞の生存率は 10%以下となっ
た．以下，OGD モデルを虚血モデルとした．
また，各負荷を与えて，6 時間後に通常の培
養液と置換し，24 時間まで培養すると，新生
児ラット脳からのアストロサイトは 70%程度，
成体ラット脳からのアストロサイトはほぼ
100%の生存率を示し，これを再灌流モデルと
した（図1）．検索したVEGF, NGF，BDNF, IL-1β, 
TNFαのうち，虚血・再灌流刺激により，VEGF
発現の増加を認めた．また，再灌流刺激によ
り GFAP 発現の増加を認めた（図 2，3）．本モ
デルは，虚血・再灌流刺激により，反応性ア
ストロサイトを誘導できる有用な実験モデ
ルと考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．in vitro 虚血・再灌流モデルでのア
ストロサイトの生存率 
upper, neonate astrocyte; lower, adult astrocyte 

 
 
 
 
 
 
 
 
図２．in vitro 虚血・再灌流モデルでの各
遺伝子発現(RT-PCR) 
1. control(6h); 2, ischemia(6h); 3, control(24h); 4, 

ischemia(24h); 5, reperfusion (24h) 

 
 
 
 
 
 
図３．in vitro 虚血・再灌流モデルでの遺
伝子発現変化(定量的 RT-PCR)  
TNFα は検出されなかった．＊, p<0.05 (control(6h)

との比較) 

 
２）検討した薬剤(asprin, cilostazol, 
dexamethasone, edaravone)の添加は，虚血
負荷による培養アストロサイトの生存率に
影響を及ぼさなかった．VEGF の産生は，虚血



負荷前の dexamethasone と edaravone の添加
により，容量依存的に抑制された．aspirin
および cilostazol は VEGF の発現に影響を及
ぼさなかった（図４）．虚血負荷中・後にお
いてはいずれの薬剤も VEGF の産生に影響を
及ぼさなかった．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．虚血負荷前における薬剤添加によるア
ストロサイトの VEGF 産生に対する影響 
＊, p<0.05 (ischemia 群との比較) 

 
３）in vitro での神経細胞移植モデルを作成
した（図５）．小脳顆粒神経細胞・アストロ
サイト共培養における虚血負荷にて，アスト
ロサイトの VEGF，NGF，IL-1b, NFkB p50，GFAP
の発現増加を認めた（図６）．移植神経細胞
のニューロフィラメントの発現は，虚血負荷
後の移植により減少したが，edaravone の虚
血負荷前の添加により，その減少度は低下し
た（図７）．この効果は，NFkB 阻害剤により
抑制されたが，VEGF 阻害剤によっては抑制さ
れなかった（図８）．edaravone の移植神経細
胞保護作用は，VEGF 系ではなく，NFkB 経路
によることが推察される． 
 
 
 
 
 
 
 
図５．in vitro 神経細胞移植モデルにおける
神経細胞像(x400) 
 
 
 
 
 
 
 
図６．in vitro 虚血・再灌流共培養系モデ
ルにおける遺伝子発現変化（定量的 RT-PCR） 

＊, p<0.05 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．移植神経細胞の Neurofilament 発現に
対する edaravone の効果 (Neurofilamet 
ELISA) ＊, p<0.05 (ischemia 群との比較) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８．edaravone の移植神経細胞保護作用に
対する NFkB 阻害剤 (BAY 11-7082)と VEGF 阻
害剤(VEGFRTK inhibitor)の効果 
＊, p<0.05（edaravone のみとの比較） 

 
４）パーキンソン病モデルラットのアポモル
フィン負荷行動試験での著名な左旋回運動
と黒質線条体系での TH 染色陰性化を確認し
た（図９）．神経細胞移植後 2 週間後のア
ポモルフィン負荷行動試験において，神経細
胞移植群は，非移植群と比べ，40%程度左回
転数が減少したが，edaravone の投与による
有意な影響は認められなかった（図 10）．TH
免疫染色でも，明らかな TH 陽性細胞・線維
の増加は認められなかった．これらの結果よ
り，パーキンソン病モデルラットでの移植神
経細胞に対し，edaravone は保護効果を示さ
なかった． 
 
 
 
 
 
 
図９．パーキンソン病モデルラット 
A, アポモルフィン負荷行動試験にて左旋回運動を呈す

るパーキンソン病発症ラット 

B, TH 染色；術側の黒質・線条体の TH 染色性が陰性化し



ている． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10. パーキンソン病モデルラットに対す
る神経細胞移植および edaravone の効果 
（アポモルフィン負荷行動試験） 
移植あり・edaravone なし群と移植あり・edaravone あ

り群との間には有意差なし． 

＊, p<0.05（control 群との比較） 
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