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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに、アストロサイトやミクログリアの活性化時にTG2発現が上昇する
こと、その発現上昇がNO産生に関与することを報告している。また、ミクログリアの貪食能にもTG2の関与が示
唆された。アルツハイマー病に特徴的なAβはグリア細胞を活性化するとともに高濃度では直接神経細胞を障害
する。本研究結果から、アストロサイトはAβを取り込む一方で、細胞外に放出したTGsによってAβの凝集を促
進する可能性が示唆された。また、ミクログリアによるAβの取り込みにはTG2との結合が関与すると考えられ
た。以上の結果から、グリア細胞に発現するTGsの変化が疾患時の機能変化に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Transglutaminase (TG) is a crosslinking enzyme and contributes to various 
physiological functions. TGs have 8 isozymes and TG2 among them is unique as multifunctional enzyme.
 TG2 is normally expressed at low levels and activated under various pathological conditions. In 
CNS, TGs are expressed in neurons and glial cells. It has been shown that TGs are 
aberrantly-activated in neurodegenerative diseases including Alzheimer’s. Increased TG activity may
 contribute to the formation of insoluble deposits; however, the mechanisms remain to be clarified. 
On the other hand, it also has been shown that aberrant activation of glia; excessive production of 
nitric oxide and inflammatory cytokines, phagocytosis of viable neurons, and so on, causes 
neurodegeneration. We demonstrated that TG2 was upregulated in astrocytes and microglia by 
activation and involved in glial functions such as inflammation and endocytosis. Therefore, TGs 
might be a novel therapeutic target for neurodegeneration.

研究分野：神経化学

キーワード： ミクログリア　アストロサイト　トランスグルタミナーゼ　神経変性疾患　アルツハイマー病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グリア細胞の機能制御が正常な脳内環境の維持に重要であることは周知の事実となりつつあり、グリア細胞の炎
症反応を単に抑制する化合物は報告されているが、対症療法にすぎない。TGsは神経変性疾患での発現上昇など
は知られているものの、グリア細胞での発現およびその機能についての報告は少ない。また、TGs活性阻害剤が
ハンチントン病モデル動物において症状軽減および延命効果があるとの報告もあり、TGsは新規の脳疾患治療薬
のターゲットとなりうる。本研究成果により、グリア細胞におけるTGsの発現および機能調節機構が解明されれ
ば、神経変性疾患における神経細胞死を保護する新たな薬剤の開発につながることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経系には、神経細胞以外にオリゴデンドロサイト、アストロサイト、ミクログリアと呼
ばれる 3 種類のグリア細胞が存在する。オリゴデンドロサイトは神経軸索の髄鞘を形成してお
り、脳に存在するグリア細胞数の 70~80%を占めているが、脳実質の容積の多くを占めるのはア
ストロサイトである。アストロサイトは神経細胞の支持や神経伝達物質前駆体の供給、細胞外の
神経伝達物質量の調整など多様な機能を有している。また、脳マクロファージであるミクログリ
アは、サイトカイン産生等の免疫応答や異物・死細胞の除去に関与している。古くは支持細胞と
してしかとらえられていなかったグリア細胞が、近年、脳機能の維持に重要であることが明らか
になり、アストロサイトやミクログリアの機能異常が、種々の脳疾患の原因ともなり得ることが
報告されている。 
トランスグルタミナーゼ(TGs)は
蛋白質のグルタミン残基とリジン
残基との間で架橋結合を形成する
酵素であり、ヒトでは 8種類の遺伝
子が同定されている。中でも
tissue-type transglutaminase 
(tTG; TG2)は生体内に広く存在し、
種々のストレス状況下において発
現誘導されることが報告されてお
り、多機能酵素として知られてい
る。また、血液凝固第 13因子の活
性部位である A サブユニット
(FXIII-A)も TGsの 1つであり、血
液凝固以外に細胞内でのシグナル
伝達に関与するとの報告がある。 
脳では TG1，TG2，TG3，FXIIIの
発現が報告されているものの、中枢
神経系の各細胞における個々の TGs 発現の詳細やその役割についてはあまり知られていない。
近年、アルツハイマー病やパーキンソン病、ハンチントン病等の様々な神経変性疾患において、
TG2の発現上昇が認められることや、それらの疾患に特徴的な凝集体の構成蛋白が TG2の基質
となること、アルツハイマー病患者の死後脳においてミクログリアでの FXIII-A の発現が上昇
していることなどが報告されていることから、中枢神経系における TGsの役割が注目されてき
ている。申請者自身も培養アストロサイトを用いた実験において、細胞刺激剤であるリポポリサ
ッカライド(LPS)により TG2発現が誘導されること、TG2発現と一酸化窒素(NO)産生が関連し
ている可能性を見出している（研究業績①）。また、ミクログリアの細胞株である BV-2 細胞を
用いた実験においても、LPSによる TG2発現の増加と NO産生への関与を見出しており、BV-
2 細胞ではさらに、ミクログリアの主要な機能の 1 つである貪食能についても、LPS 刺激で増
加した TG2や TG酵素活性が関与することを報告している（研究業績②）。ミクログリアの貪食
能は、通常、活性化と鎮静化が巧妙に調節されているが、その詳細なメカニズムは明らかになっ
ておらず、活性化と鎮静化のバランスが崩壊すると、周辺の神経細胞に対する破壊作用が優勢と
なり、死細胞だけでなく、生きている神経細胞さえも貪食により除去してしまう可能性が報告さ
れている(Brown and Neher, 2014)。活性化したミクログリアにおける貪食能に TG2が関与す
ることは、TGs の活性制御により、ミクログリア異常活性化を介した神経細胞死を制御できる
可能性を示唆するものである。 
これらのグリア細胞における TGsの役割は、申請者自身が平成 26-27年度に採択された若手研
究(Ｂ)の研究成果として報告しており、グリア細胞の機能制御および脳機能維持に TGs が重要
な役割を果たす可能性を示唆している。しかしながら、中枢神経系、特にグリア細胞における
TGsの機能に関する報告は、申請者自身の研究以外にはあまりなされていない。申請者は TG2
以外の TGsもアストロサイトおよびミクログリアに発現していることを確認しており、本研究
では、これまでに報告している TG2だけでなく、他の TGsについても中枢神経系における発現
変化とその機能をさらに詳細に解明する。 
Brown GC, Neher JJ. Microglial phagocytosis of live neurons. Nat Rev Neurosci, 2014; 15(4): 
209-216. 
 
２．研究の目的 
これまでの研究により、アストロサイトおよびミクログリアの機能に TG2が関与することを
見出している。本研究計画においては、さらに、グリア細胞に発現する TGs の脳機能への寄与
について、培養アストロサイトおよびミクログリアを用いた in vitro解析を行い、培養細胞にお
ける TGs の機能を分子レベルで解明する。アミロイド (A)などの神経変性疾患の凝集体構成



蛋白質の in vitro凝集体形成実験系を用いて、グリア細胞における TGs発現変化の凝集体構造
への影響を解析し、培養細胞に曝露した時の反応を評価する。グリア細胞における TGs の変化
が神経細胞に及ぼす影響を検討するため、グリア細胞と神経細胞の共培養系などを用いて、細胞
刺激剤などによるグリア細胞活性化と神経細胞の変化を解析する。 
 
３．研究の方法 
蛋白凝固剤として食品加工によく用いられる酵素:トランスグルタミナーゼ(TGs)は、細胞の増
殖や分化にも関与している可能性が示唆されている。本研究では、グリア細胞に発現する TGs
がどのような役割を果たしているのか解析する。 
（1）【TGsの発現および活性測定】 
ラット由来培養アストロサイトおよびマウスミクログリア細胞株 BV-2 を用いて TGs の発現お
よび活性を測定した。mRNA発現をリアルタイム PCR法で、蛋白質発現を western blotting法
により解析した。TGs活性は TGsの基質となる biotin標識 pentylamineを細胞に取り込ませ、
蛋白と結合した pentylamineの biotin基を ABC法を用いて検出することにより測定した。 
（2）【蛋白凝集に対する TGsの影響】 
神経変性疾患に特徴的な凝集体の形成がグリア細胞の TGs 発現変化によって変化するのかどう
かを検討するため、アミロイド (A)の溶液をグリア細胞の培養上清と混和し、37℃で一定時間
インキュベート後の凝集体形成度合いを western blotting法により検出した。 
（3）【グリア細胞の機能変化】 
ミクログリアは Aを含む異物や死細胞の貪食が主要な機能の 1つである。一方、Aはミクログ
リアやアストロサイトを活性化し、一酸化窒素(NO)やサイトカイン等の産生を誘導するととも
に、神経細胞死を引き起こすことが知られている。 
グリア細胞を活性化した際の NO産生は DAN試薬法により定量した。貪食能は蛍光マイクロビ
ーズまたは実験的に細胞死を起こした神経細胞を一定時間細胞に取り込ませ、蛍光顕微鏡下で
観察することにより解析した。さらに、神経細胞とグリア細胞の共培養系において、ミクログリ
アマーカーである Iba1 およびアストロサイトマーカーである GFAP の抗体を用いて免疫染色
を行うことにより、細胞の形態学的変化を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）申請者はこれまでにグリア細胞を
活性化した際の炎症応答を測定し、
種々の化学物質によって応答に変化が
起こることを報告してきた。これらの
研究を行う中で、グリア細胞の炎症反
応にも TG2が関与する可能性を考え、
培養アストロサイトを用いた実験にお
いて、細胞活性化剤であるリポポリサ
ッカライド(LPS)により TG2発現が誘
導されること、その発現増加は転写因
子 NF-κB 阻害剤の添加により抑制さ
れることから NF-κB の活性化を介し
ていることを確認している。また、TG
活性阻害剤であるシスタミンを LPS
と同時に添加すると、LPS誘導性の一
酸化窒素(NO)産生が抑制されること
から、TG2発現と NO産生が関連している可能性を見出している(図 1、研究業績①)。また、マ
ウスミクログリアの細胞株である BV-2細胞を用いた実験においても、同様に、LPSによる TG2
発現の増加と NO産生への関与を見出している。BV-2細胞ではさらに貪食能についても検討を
行い、蛍光マイクロビーズや過酸化水素によって細胞死を起こした神経細胞の取り込みを測定
したところ、LPS刺激によって有意な貪食能の上昇が認められた。LPS誘導性の TG2発現増加

と貪食能上昇は TGs 活性阻害剤シスタミンの
添加により抑制されたことから、LPS刺激で増
加した TG2や TG酵素活性が BV-2細胞におけ
る貪食能にも関与すると考えられる(図 2、研究
業績②)。背景で述べたように、活性化したミク
ログリアにおける貪食能に TG2 が関与するこ
と(研究業績②,③,④)は、TGsの活性制御により、
ミクログリアの異常活性化を介した神経細胞死
を制御できる可能性を示唆するものである。 

 

(図 1) 

(図 2) 



（2）次に、ラット由来培養アストロサイトを用いて TGsの発現を解析したところ、脳に発現し
ていると言われる 4種類（TG1、TG2、TG3、FXIII）全ての発現が認められた。また、培養液
中の蛋白質を解析したところ、TG1、TG2、FXIIIは細胞外への放出も検出された。 
アルツハイマー病に特徴的な
病変である老人斑の主たる構
成蛋白質はアミロイド (A)
であり、A凝集体が神経細胞
死に関与すると考えられてい
る。アストロサイトやミクロ
グリアが細胞外の Aを除去
する役割を担っており、細胞
外 A濃度を低く保っている。
実際、精製 A蛋白質を培養ア
ストロサイトに添加したところ、培養液中の A量は時間経過とともに低下したことから、アス
トロサイトが Aを取り込んだと考えられる。また、精製 A蛋白質は高濃度では試験管内でも
37℃でインキュベートすることによってモノマーからオリゴマー、凝集体形成への反応が進行
する。アストロサイトの培養液を精製 A蛋白質と混和したところ、Aの凝集が促進され、TGs
活性阻害剤シスタミンの添加によって抑制されたことから、アストロサイトから放出された
TGsがA凝集を促進したと考えられる。さらに、凝集A をアストロサイトに曝露したところ、
TG2 蛋白質の発現が増加した(図 3、研究業績⑤)。したがって、アストロサイト由来の TGs が
アルツハイマー病の病態悪化に関与する可能性が示唆される。 
 
（3）上述のように、アルツハイマー病の脳内では A凝集体が神経細胞死に関与すると考えられ
ている(アミロイド仮説)。しかしながら、Aが直接神経毒性を示す濃度に比べ、アルツハイマー
病の脳内 A濃度は低いことが報告されている。このアミロイド仮説の矛盾に対して、ミクログ
リアの活性化による神経細胞死誘導が関与する可能性が示唆される。神経細胞とグリア細胞と

の混合培養系に Aを添加して免疫
染色を行ったところ、Aは主にミク
ログリアに取り込まれミクログリ
アは活性化した。このミクログリア
によるAの取り込みは TGs活性阻
害剤シスタミンにより抑制された
こと、介在蛋白質を介した Aと
TG2の結合が観察されたことから、
TG2 が関与することが示唆された
(図 4、研究業績⑥)。したがって、
TG2を介したグリア細胞の A取り
込みと活性化がアルツハイマー病
の病態悪化に関与する可能性が示
唆される。 
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