
山梨大学・大学院総合研究部・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）

１３５０１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2017～2013

グリアアセンブリ動作原理の解明

Elucidation of operation principle of glial assembly

１０２８０７５２研究者番号：

小泉　修一（KOIZUMI, Schuichi）

研究期間：

２５１１７００３

平成 年 月 日現在３０   ６   ４

円   118,500,000

研究成果の概要（和文）：グリアアセンブリの動作原理を明らかとする目的から、特にアストロサイトに注目
し、その動作様式及び動作メカニズムを解析するとともに、さらにそれらを制御する分子をショウジョウバエを
用いた系で探索した。
アストロサイトグリアアセンブリは、非侵害性刺激等を高感度で感知し、脳卒中後の虚血に対する抵抗性を獲得
する虚血耐性現象の誘導に必須であること、虚血中心領域を取り巻くペナンブラ領域の神経再編に必須であるこ
と、さらに神経障害性疼痛モデルではアセンブリとして一次体性感覚野のシナプス再編を行っていることを明ら
かとし、それぞれの責任分子、機序を解明した。また、複数のグリアアセンブリ形成・機能制御遺伝子を同定し
た。

研究成果の概要（英文）：To elucidate operation principle of glial assembly, we have focused on 
astrocytes and their assembly, their mode and mechanisms of operation were analyzed. We also used a 
high-throughput assay system of Drosophila. Using stroke model, we have found that astrocytes as an 
assembly, respond to very slight ischemic stimuli so-called preconditioning, and changed their 
phenotypes to neuroprotective ones, leading to induction of ischemic tolerance. Furthermore, in the 
neuropathic pain model, astrocytes in the primary sensory cortex become synaptogenic phenotypes, and
 then cross the innocuous network with nocuous neuronal networks, leading to induction of mechanical
 allodynia. As for a high through-put assay, we identified various genes that are essential for 
function or development of glial assembly.
Taken together, we have found various modes and mechanisms of astrocytic assembly, which greatly 
affect brain functions both in physiology and pathophysiology of brain functions.    

研究分野：神経化学、神経薬理学、グリア科学

キーワード： アストロサイト　脳卒中　神経障害性疼痛　リモデリング　ショウジョウバエ
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１．研究開始当初の背景 
グリア細胞が脳機能に果たす役割の重要性

が次々と指摘されるようになってきている。

グリア細胞は、アセンブリとしてまとまって、

機能性を発揮することが明らかとなってき

た。この｢グリアアセンブリ｣の作動様式と動

作原理を明らかとするため、特にアストロサ

イトに注目し、その作動様式、動作メカニズ

ム、さらに動作を駆動する新しい分子を探索

することを計画した。本研究により、これま

での神経細胞に軸足を置いた脳機能ではな

く、アストロサイトアセンブリの視点からの

新しい脳機能制御メカニズムが明らかにな

ることが期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、グリア細胞がアセンブリとして脳

機能を制御する作用様式及び動作原理を明

らかにするものである。特に、脳内環境が変

化した際のグリアアセンブリの変化を解析

することで、上記の目的を達成する。到達目

標は、(1) 虚血耐性現象におけるアストロサ
イトアセンブリの作用様式及び動作原理、(2) 
神経障害性疼痛形成の原因となる一次体性

感覚野（S1）シナプス再編におけるアストロ
サイトアセンブリの作用様式及び動作原理

を明らかにすることである。 
また、グリアアセンブリの有する根源的な機

能と発生原理を理解するために、シンプルな

脳構造を持つショウジョウバエをモデル系

に用いて、グリアサブタイプ機能や発生を制

御する分子・細胞機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)虚血耐性	

虚血耐性モデルには、マウス中大脳動脈閉塞

モデル（MCAO）を用いた。傷害の程度は、TTC

染色による傷害部位の体積算出により行っ

た。非侵襲的虚血（PC;	preconditioning）

として 15 分間の MCAO を行い、その後 1〜6

日後に侵襲的虚血（Lethal	MCAO）を行い、

PCの効果を解析した。グリア細胞の変動は免

疫組織学的解析により、各種グリア細胞の制

御は薬理学的及び分子生物学的な干渉によ

り行った。	

(2)神経障害性疼痛	

神経障害性疼痛モデルには、Seltzer モデル

マウスを用いた。座骨神経を部分結紮

（PSL:Partial	Sciatic	nerve	Ligation）に

より惹起されるアロディニアを、von	Frey テ

ストにより数値化して痛みの指標とした。一

次体性感覚野（S1）のシナプス再編は２光子

励起レーザー顕微鏡を用いて Thy1-GFP マウ

スのスパイン形状を経日的に解析すること

で行った。アストロサイトの Ca2+変動は

IP3R2KO マウスで制御した。各種生化学的、

分子生物学的及び薬理学的手法により、行動

解析の結果を補完し、また介入実験を行った。	

（3）ショウジョウバエアッセイ系	

ショウジョウバエのグリアサブタイプ特異

的なトランスクリプトーム解析より、サブタ

イ特異的に発現する遺伝子を同定する。同定

した遺伝子をグリアまたはグリア細胞系譜

特異的にノックダウンして遺伝子機能を解

析することで、グリアアセンブリの形成と機

能に必須な遺伝的機構と細胞機構を明らか

にする。	

	

４．研究成果	

（１）アストロサイトアセンブリと虚血耐性	

PCを経験すると、その後の侵襲的虚血に対
する強い抵抗性が獲得される。この現象は、

虚血耐性と呼ばれ、その非常に強い脳保護作

用から、これまでにも多くの研究が成されて

きた。しかし、ほとんどの研究は、神経細胞

に注目した研究であった。しかし、脳には、

神経細胞の数倍も数の多いグリア細胞が存

在し、脳内環境の変化をいち早く感知してい

ることが知られている。最近、脳機能におけ

る神経−グリア細胞連関の重要性が強く指摘

されるようになっている。しかし、虚血耐性

獲得におけるグリア細胞の役割に関しては

わかっていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 PC 後のグリアの活性化と虚血耐性 

A. コントロール（-PC）。ミクログリア(Iba-1)及

びアストロサイト（GFAP）の活性化は無く、

侵襲的虚血は大きな障害惹起。 

B. PC により、ミクログリアもアストロサイトも活

性化し、虚血耐性が認められた。 

C. アストロサイトの活性化を FC で阻害すると、

GFAP 陽性シグナルは消失し、また同時に

虚血耐性も消失した。 

我々は、この虚血耐性の獲得にグリア細胞

の一種である、アストロサイトが非常に重要

な役割を果たしていることを見出し（図 1）、
その分子メカニズムの解明を行い、P2X7 受
容体が中心的な役割を果たしていることを

見出した。 
また、P2X7 受容体の下流シグナルとして、



HIF1a がこのアストロサイト性虚血耐性に
必須の役割を果たしていることを見出した。

HIF1aは、酸素恒常性を制御するマスター分
子であり、低酸素時に神経細胞で増加する。

神経細胞での HIF1a 増加は、酸素依存的な
HIF1a分解酵素である、PHD2が低酸素時に
機能しなくなるために、HIF1aが蓄積し、こ
れが核内に移行して種々の脳保護分子の転

写を亢進する。しかし、アストロサイトには

(1) PHD2が発現しておらず、(2)低酸素によ
る PHD2増加も認められなかった。脳卒中後
には、アストロサイトでも HIF1a は増加す
る。つまりアストロサイトは、神経細胞とは

全く異なるメカニズムでHIF1aを増加させ、
虚血耐性を誘導していることが明らかとな

った。このアストロサイトに特徴的なHIF1a
増加は、P2X7 受容体を介したシグナルによ
り起こっていることが明らかとなった。PC
によるアストロサイトの P2X7受容体の発現
は、非常に slow-onsetで持続てきであった。
従って、アストロサイトの HIF1a 発現も、
slow-onsetではあるが、非常に持続的であり、
これがアストロサイトの持続的かつ強力な

虚血耐性誘導の分子基盤となっていること

が示唆された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 神経とアストロサイトの HIF1a 誘導機序 

A. 神経細胞の HIF1a は低酸素依存的であり、

虚血により蓄積する。 

B. アストロサイトの HIF1aは、低酸素に依存せ

ず、PC により惹起される P2X7 受容体依存

して発現する。 

（２）アストロサイトによるシナプス再編	

神経障害性疼痛は、交通事故や手術等の物

理的損傷、帯状疱疹ウィルス等により、神経

細胞が損傷することが原因で誘発される難

治性の疼痛である。麻薬性鎮痛薬を含む種々

の薬物に抵抗性を示すことが多く、治療に難

渋する疾患である。神経障害性疼痛の症状に

は、自発痛、熱痛覚過敏に加えて、アロディ

ニア（異痛症）がある。本研究では特にアロ

ディニアに注目してその発症メカニズムを

S1アストロサイトに注目して解析を行った。	

座骨神経部分結紮術（PSL）後のアロディニ

ア発現のタイムコースを観察すると、術後一

週間程度までの徐々に疼痛が進行する｢形成

期｣と強い疼痛が安定して認められる｢慢性

期｣に分けられることが明らかとなった。各

時期における S1 のシナプスの様子を解析す

ると、S1におけるシナプス新生及び刈り込み

（シナプス再編）は、形成期に特徴的に認め

られる現象であることが明らかとなった（図

3）。同様に各時期におけるアストロサイトの

活動性を解析すると、形成期でのみ強いアス

トロサイトアセンブリの Ca2+興奮性が認めら

れた（図 3）。	

	

	

	

	

	

	

	

 
図 3 PSL 後のアロディニアのタイムコース（黒

丸）と、S1 におけるシナプス再編（青丸）及びア

ストロサイト Ca2+興奮性（赤）の相関 

	

アストロサイトの Ca2+興奮性とアロディニ

アの因果関係を明らかにするため、各種分子

生物学的及び薬理学的手法で Ca2+興奮性を阻

害すると、アロディニアが抑制された。また

この Ca2+興奮性が IP3R2 依存的であったこと

から、IP3R2KO動物を用いてPSL術を行うと、

欠損動物ではシナプス再編もアロディニア

も惹起されなかった。従って、アストロサイ

トアセンブリの IP3R2 を介した Ca2+興奮性の

亢進が、シナプス再編及びメカニカルアロデ

ィニアの原因であることが明らかとなった。

また、このアストロサイト性シナプス再編に

より、本来は独立しているはずの触覚回路と

痛覚回路が混線してしまうことが示唆され

た（図 4）。	

アストロサイトアセンブリの Ca2+興奮性か

ら、シナプス再編に至る分子メカニズムの検

討を行った。PSL 後の Ca2+興奮性を亢進させ

た S1 アストロサイトアセンブリは、

thrombosponin-1(TSP1)を産生すること、こ

の TSP1 がα2δ1 受容体に作用してシナプス

再編を惹起することが明らかとなった。ナイ

ーブマウスに TSP1 を惹起するだけで、シナ

プス再編と4週間以上持続するアロディニア

も惹起されたことから、TSP1 の産生が十分条

件であることが明らかとなった。	

さらにアストロサイトアセンブリの Ca2+興

奮性の引き金となる分子として、代謝型

glutamate 受容体 5(mGluR5)を見いだした。

mGluR5 は通常アダルトの成熟型アストロサ

イトには発現していないが、PSL によりS1ア

ストロサイト特異的に発現した。アストロサ



イト特異的 mGluR5 欠損マウスでは、PSL によ

るシナプス再編もアロディニアも起きなか

った（図 4）。	

このようにアストロサイトの 1 種類の分子

を制御することで、シナプス再編さらにアロ

ディニア表出という、重要な脳機能が制御さ

れることが明らかとなった。これは、脳機能

制御におけるアストロサイトアセンブリの

重要性を強く示唆するものである。	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

図 4 S1 アストロサイト性シナプス再編によるメ

カニカルアロディニア誘導の模式図 

	

（４）グリアサブタイプ特異的に発現する

遺伝子の同定と遺伝子機能の解析	

ショウジョウバエ脳に存在するグリアサブ

タイプを特異的にラベルして遺伝子操作を

行うため、従来に加えて極めて特異性の高い

エンハンサーラインを新たに同定した。この

エンハンサーラインを利用して、MACS 磁気細

胞分離法によりシナプス領域に存在する2つ

のグリアサブタイプ、アストロサイト様グリ

ア（ALG：astrocyte-like	glia）と、被覆グ

リア（EG:	ensheathing	glia）を効率的に単

離回収するシステムの構築を行った。成熟過

程の脳と成熟した脳より、それぞれ ALG と EG

を単離し、トランスクリプトーム解析を行い、

成熟過程と成熟後の ALG と EG でそれぞれ特

異的に発現する遺伝子を同定した。	

（５）グリアアセンブリ形成・機能を制御す

る遺伝子の同定	

細胞種特異的に RNAi を発現させる実験系を

利用して、上記で同定した遺伝子のうち 180

遺伝子を選び、グリア細胞ならびにグリアサ

ブタイプ特異的にノックダウンを行った。個

体の発生ならびに行動（負の重力走性）に対

する影響を調べることにより、グリアアセン

ブリの形成に必須と考えられる 20 個の候補

遺伝子とグリアによる個体の行動制御に関

与すると考えられる3個の候補遺伝子を同定

した。同定した遺伝子群の中には、これまで

にグリア細胞における働きが全く報告され

ていない、シグナル関連分子、ECM 分子、ク

ロマチン構成分子、転写因子等をコードする

ものが含まれており、新規性の高い研究成果

をあげることができた。	

（６）グリアサブタイプアッセンブリ解析	

成虫脳シナプス領域におけるグリアアセン

ブリを構成する、成虫 ALG と EG の発生過程

に注目して解析を行ったところ、これらのグ

リア細胞が複数の異なる細胞系譜から生み

出されることがわかった。遺伝学的な細胞系

譜トレース実験により、特定の細胞系譜に由

来するグリアは、特定の脳領域のグリアとな

ることが示された。その一方で、細胞系譜特

異的な遺伝子操作実験により、特定の空間支

配には可塑性があることがわかった。以上よ

り、脳内のシナプス領域を支配するグリアア

センブリには可塑的な発生補償システムが

あり、これによりグリアアセンブリは頑健に

構築されることが示唆された。	
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