
香川大学・医学部・准教授

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）

１６２０１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

細胞老化によるアストロサイト機能不全が神経変性をもたらす分子メカニズムの解明

Elucidation of molecular mechanisms of neurodegeneration caused by dysfunctional
 senescent astrocytes

３０３７２１１３研究者番号：

千葉　陽一（Chiba, Yoichi）

研究期間：

１９Ｋ０７５０８

年 月 日現在  ４   ６   ６

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：アストロサイトの細胞老化が神経変性をもたらすメカニズムを明らかにするため、細
胞老化を誘導したアストロサイトの蛋白質発現変化を網羅的に解析した。高純度（>99%）のマウス由来初代アス
トロサイトを単離し、過酸化水素により酸化的ストレスを負荷（200μM、2時間）し、その後１週間培養を継続
したところ、効率よく細胞老化を誘導された。2D-DIGE法により老化アストロサイトで発現が有意に増加する蛋
白質と減少する蛋白質がそれぞれ複数同定された。

研究成果の概要（英文）：There is an increasing awareness of the contribution of senescent cells to 
age-related pathologies. Recent studies suggested astrocytes exhibit cellular senescence phenotypes 
in aged human brain and Alzheimer’s disease. However, the mechanisms that　senescent astrocytes 
affect pathophysiology of brain aging and age-related neurodegenerative diseases remain unclear. 
Here we investigated changes in protein expression in senescent astrocyte using 2-dimensional 
fluorescence difference gel electrophoresis (2D-DIGE). Cellular senescence, assessed by 
senescence-associated β-galactosidase (SA-β-Gal) staining, immunoblotting with p21 and lamin B1 
antibodies, and γH2AX immunocytochemistry, was efficiently induced by treating mouse primary 
astrocytes with 200 μM H2O2 for 2 hours. 2D-DIGE analyses revealed that 5 protein spots showed a 
significant increase in H2O2-treated astrocytes compared with control, whereas 6 spots exhibited 
significant decrease in H2O2-treated cells.

研究分野： 神経病理学

キーワード： 神経変性疾患　細胞老化　アストロサイト　プロテオミクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞老化は、老化関連疾患の基盤にある現象として近年注目されている。我が国で今後患者数の増加が予想され
るアルツハイマー病やパーキンソン病などの加齢性神経変性疾患においても、細胞老化が関わる可能性が示唆さ
れている。アストロサイトは細胞老化関連分泌形質（SASP）因子を発現しうる細胞であり、脳の加齢性変化に密
接に関わっている可能性が高い。我々は、老化アストロサイトの形質の変化を蛋白質発現変化の観点から明らか
にした。本研究の成果は今後加齢性神経変性疾患の予防や新しい治療を考える上で基盤となる知見をもたらすも
のと考えられる。

※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 
加齢は Alzheimer 病をはじめとする神経変性疾患の最大の危険因子であるが、その生物学的

な本態は明確ではない。近年、個体老化および老化関連疾患の基盤にある生命現象として細胞老
化が注目されている。その端緒となったのが、老化細胞がサイトカインやケモカイン、蛋白分解
酵素等を分泌し、周囲の細胞・組織に影響を与えるという、細胞老化関連分泌形質（Senescence-
associated secretory phenotype: SASP）の発見（Rodier et al. J Cell Biol 192:547-56, 
2011）で、最近相次いで報告されている老化細胞除去による老化病態の改善（Baker et al. 
Nature 479:232-6, 2011: Barr et al. Cell 169:132-47, 2017）を説明する有力な根拠となっ
ている。 
中枢神経系においても、老化マーカーを発現した神経細胞やグリア細胞が存在することが報

告されている（Jurk et al. Aging Cell 996-1004, 2012: Chinta et al. Exp Gerontol 68:3-
7, 2015）。アストロサイトはヒト脳において最も多数を占める細胞で、物質輸送、シナプス調節、
バリア機能などの多彩かつ重要な機能を果たしている。また、アストロサイトは SASP 因子を発
現しうる細胞であり（Baht et al. PLoS ONE 7: e45069, 2012）、細胞老化によるアストロサイ
トの形質変化が周囲の神経細胞に non-cell autonomous に影響を及ぼすことは十分考えられる。
最近、変異タウトランスジェニックマウスで、細胞老化マーカーを発現したグリア細胞を除去す
ると神経変性の発症が抑えられることが報告され（Bussian et al. Nature 2018）、加齢性神経
変性疾患の病態形成に細胞老化が重要な役割を果たしていることが示された。しかし、具体的に
老化したグリア細胞のどのような変化が神経変性をもたらすのか、その詳細な分子レベルでの
理解は未だ不十分である。 
 
２．研究の目的 
上記の背景を踏まえ、本研究では、中枢神経系内で多彩な役割を有し、SASP 因子を分泌する

ポテンシャルを持つアストロサイトに着目し、「アストロサイトの老化が神経変性をもたらすメ
カニズムは何か」という問いを設定した。この問いに答えるため、アストロサイトの細胞老化に
よってどのような形質の変化がおこり、神経変性に寄与するのか、を明らかにすることを目的と
して本研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）高純度マウス初代アストロサイトの単離 
C57BL/6 マウス新生仔大脳皮質をトリプシン処理し、得られた細胞を 1.2-1.5 x 107 cells/T75

フラスコの密度で播種し、10% FBS 添加 DF培地にて７日間培養して混合グリア培養を得た。そ
の後インキュベーター中に設置したオービタルシェーカーにて 37℃、240 rpm で 2 晩振盪し、
培養容器底部に強固に接着したアストロサイトから、その上層に緩く付着しているミクログリ
アとオリゴデンドロサイト前駆細胞を遊離させ、残ったアストロサイトをトリプシン処理にて
回収、1ｘ104 cells/cm2で再播種した。 
 

（２）初代アストロサイトへの酸化的ストレス負荷による細胞老化誘導 
再播種翌日に 200 μM の過酸化水素を含んだ培地に置換し CO2インキュベーターで２時間処理

した後、通常の培地に置き換えてさらに７日間培養を行った。この時点で酸化ストレスを負荷し
たアストロサイトに細胞老化が誘導されているか否かを確認するため、以下の項目につき解析
を行った。 
① 細胞数計測と位相差顕微鏡での細胞形態評価 
② Senescence-associated β-galactosidase (SA-β-Gal)染色 
③ γH2AX 免疫細胞化学 
④ p21、lamin B1 発現の Western Blotting による評価 

 
（３）老化アストロサイトにおける蛋白質発現変動の網羅的解析 
 過酸化水素処理により老化を誘導したアストロサイトとコントロールのアストロサイトを
10%トリクロロ酢酸で固定後、蛋白質可溶化液（7M Urea/2M Thiourea/4% CHAPS）を加えて全蛋
白質を抽出し、2-dimensional fluorescence difference gel electrophoresis (2D-DIGE)法に
よりコントロールと老化アストロサイトの間の蛋白質発現の違いを網羅的に解析した。 
 
４．研究成果 
（１） 本研究ではミクログリアの混入が実験結果に影響を及ぼす可能性が考えられたので、ま
ず３―（１）の方法で得られた培養アストロサイトの純度を glutamine synthase（アストロサ
イトマーカー）と Iba1（ミクログリアマーカー）抗体を用いた蛍光二重免疫染色により解析し
たところ、ほぼ全ての細胞が glutamine synthase +/Iba1 -のアストロサイトであり、99％以上
の純度であることが確認された（図１）。 



 
（２）過酸化水素処理７日後、アストロサイトはコントロールに比べて個々の細胞質が平坦で大
きくなり、一般的に知られる老化細胞と同様の形態を示し、confluent 時の細胞密度もコントロ
ールに比べて有意に減少していた（図２）。 

SA-β-Gal 染色、γH2AX
免疫染色では過酸化水
素処理群で有意に陽性
細胞が増加し（図３）、
ウェスタンブロットで
は過酸化水素処理群で
p21 の発現誘導と lamin 
B1 の発現減弱が確認さ
れた（図４）。以上から、
過酸化水素処理により
効率よく初代アストロ
サイトに細胞老化が誘
導されることが確認さ
れた。 

 

 

 

図１ アストロサイト培養のプロトコルと代表的な位相差顕微鏡像、glutamine synthase
免疫染色による純度の確認。 

図２ 過酸化水素処理によるアストロサイトの形態変化と細胞密度。 

図３ 過酸化水素処理によるアストロサイトにおける SA-β-Gal と γH2AX の発現 



 

 

 

 

 

 

 

（３）2D-DIGE 法により、過酸化水素処理により細胞老化を誘導したアストロサイトと、コント
ロールのアストロサイトとの間の蛋白質発現量を比較した（図５）。解析の結果、過酸化水素処
理群で発現が有意（p<0.05）に増加した蛋白質スポット５個、有意に減少したスポットが６個同
定された。増加あるいは減少する傾向（p<0.10）が見られた蛋白質スポットはそれぞれ６個同定
された。 

 
（４）現在、2D-DIGE 法で発現に差が見られたスポットから蛋白質を切り出し、質量分析法によ
り蛋白質同定を行っている。今後、同定された蛋白質につき、ウェスタンブロットや免疫細胞化
学による発現の差の確認を行い、さらに老齢マウスや老化促進モデルマウス（SAMP8）、ヒト高齢
者や神経変性疾患患者の剖検脳での免役組織化学的解析により、老化および神経変性疾患によ
る in vivo でのこれらの蛋白質の発現変化につき検証する予定である。 
 
 
 
 

 

 

 

図４ 過酸化水素処理によるアストロサイトの細胞老化マーカー発現：ウェスタンブロット 

図５ コントロールと過酸化水素処理アストロサイトにおける蛋白質発現の比較：2D-DIGE
法 
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