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研究成果の概要（和文）：環境毒ロテノン誘発ドパミン神経障害は中脳アストロサイト-ミクログリア相互連関
を介して惹起されることを明らかにした．中脳アストロサイトがドパミン神経細胞におけるα-シヌクレイン 
(α-syn)発現を誘導することを示した．ロテノン曝露による中脳グリア細胞分泌分子の網羅的検討により，炎症
反応関連分子の増加，抗酸化分子やα-syn凝集・細胞間伝播抑制分子の低下がみられた．ロテノン投与パーキン
ソン病モデルマウスでは，中枢のみならず末梢腸管神経系においてもα-syn集積と神経変性がみられたが，両者
が一致しない脳部位もあった．部位特異的神経障害には細胞内α-syn集積に加え他の要因が関与すると考えられ
る．

研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed that mesencephalic astrocyte-microglia 
interaction promoted a pesticide rotenone-induced dopaminergic neurotoxicity. In addition, we 
demonstrated that mesencephalic astrocytes upregulated alpha-synuclein expression in the 
dopaminergic neurons. We examined secreted molecules from rotenone-treated mesencephalic astrocyte 
and microglia co-culture by LC-MS/MS analysis. It is demonstrated increase in the inflammatory 
molecules and decrease in the antioxidants and a protein which inhibits alpha-synuclein aggregation 
and cell-to-cell propagation. In rotenone-injected parkinsonian mice, we observed alpha-synuclein 
aggregation and neurodegeneration not only in the central nervous system but also peripheral enteric
 nervous system. However, change in the alpha-synuclein expression and neurodegeneration are not 
parallel in some brain region. These results suggest some factors in addition to alpha-synuclein 
aggregation are involved in region-specific neurodegeneration.

研究分野：神経分子病態学，神経病態薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，グリア細胞の部位特異性や神経-グリア連関が注目されつつある．本研究では，アストロサイトの部位特
異性が神経細胞でのα-syn発現動態を規定すること，ロテノン誘発ドパミン神経障害においては部位特異的アス
トロサイト-ミクログリア相互連関が重要であることを明らかにした．また，孤発性パーキンソン病における特
定の神経系におけるLewy小体を伴う神経障害機構を解明するためには，アストロサイト-ミクログリア相互連関
の部位特異性に着目する必要性があることを提示した．また，本研究でのグリア細胞が部位特異的に分泌する神
経障害性分子の同定結果は，今後の神経保護薬開発に寄与しうる．

※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 
パーキンソン病(PD)の主病変は選択的な黒質ドパミン(DA)神経の消失と考えられてきたが，
現在では中枢神経系のみならず消化管 Auerbach 神経叢や心臓の交感神経終末など末梢自律神経
系をも侵しうる全身病と考えられている．Lewy 小体，Lewy neurite の出現が下部脳幹，嗅球か
ら始まり，中脳，扁桃核へと上行し，病勢の進行とともにやがては大脳皮質へと広がるという
Braak 仮説が提唱され，また，胎児黒質組織の移植を受けた PD 患者の剖検脳で，移植片の神経
細胞内に Lewy 小体が検出されたことから，Lewy 小体の主要構成成分であるα-シヌクレイン(α
-syn)の凝集・蓄積および伝播が PD 発症の重要な要因として注目されている．α-syn 伝播は神
経細胞間に限らず，神経からアストロサイトへの伝播もあり (Lee, et al., J. Biol. Chem., 
2010)，実際，α-syn 異常蓄積はアストロサイトでも認められる．最近では，神経細胞が異常凝
集タンパクを細胞外へと放出し，アストロサイトを含むグリア細胞がその分解を担うという報
告もある (Deleidi, et al., Int. J. Alzheimer's Dis., 2012)．一方，α-syn 過剰発現によ
る神経障害は数多く報告されているものの，脳内におけるα-syn 発現レベルは部位により異な
り，必ずしも PD病態とは一致しない．また，Lewy 小体は神経学的健常脳においても認められる
ことから，PD発症には Lewy pathology 以外の因子も関与すると考えられる． 
我々はこれまでに，アストロサイトの部位特異的な反応性の差異について報告してきた 
(Miyazaki et al., Glia, 2011; Asanuma, Miyazaki et al., PLoS ONE, 2014; Murakami, 
Miyazaki et al., Neurochem Res., 2015)．さらに，ロテノン誘発神経毒性における中枢神経系
および末梢腸管神経系の神経-グリア連関について検討した結果，アストロサイト(様細胞)の部
位特異的な機能不全によりロテノン神経毒性が惹起されることを見出した．これらの知見より，
アストロサイト(様細胞)の部位特異性がその部位の神経細胞におけるα-syn 動態および神経脆
弱性を規定するという本研究の着想に至った． 
 
２．研究の目的 
本研究では，グリア細胞の部位特異性がもたらす神経細胞内α-syn 動態と環境毒ロテノン誘
発α-syn 凝集体形成・選択的神経障害との連関について検討し，PD における中枢および末梢神
経系の Lewy 小体形成および神経障害機構の解明を目指した． 
 
３．研究の方法 
(1)グリア細胞が神経細胞内α-syn 動態に及ぼす影響とロテノン誘発神経障害との連関の解析 
15 日齢 SD ラット胎仔中脳あるいは線条体を用いて，中脳神経細胞単独培養，中脳あるいは
線条体のグリア細胞培養（アストロサイト+ミクログリア共培養），アストロサイト単独培養，ミ
クログリア単独培養を作製した．中脳あるいは線条体グリア細胞培養をあらかじめロテノン(5 
nM)で 48 時間処置し，各培養上清を回収し，中脳神経細胞単独培養に添加した．48 時間後のチ
ロシン水酸化酵素(TH)陽性 DA 神経，グルタミン酸脱炭酸酵素(GAD)陽性 GABA 神経，トリプトフ
ァン水酸化酵素(TPH2)陽性セロトニン(5-HT)神経におけるα-syn 発現および細胞生存率を免疫
染色により評価した．また，中脳あるいは線条体からのグリア細胞培養，アストロサイト単独培
養，ミクログリア単独培養をロテノン(5 nM)で 48 時間処置した培養上清をそれぞれ回収し，中
脳神経細胞単独培養に添加し，48 時間後の DA 神経におけるα-syn 発現および細胞生存率を免
疫染色により評価した．  
 
(2)ロテノン誘発ドパミン神経障害への部位特異的アストロサイト-ミクログリア連関の関与 
中脳あるいは線条体からアストロサイト，ミクログリアをそれぞれ単離し，アストロサイト
88%+ミクログリア 12％共培養，アストロサイト 98.8%+ミクログリア 1.2%共培養を作製し，ロテ
ノン(5 nM)で 48 時間処置した．各培養上清を中脳神経細胞に添加し，48 時間後の DA神経細胞
数を計測した． 
 
(3)ロテノン誘発ドパミン神経障害をもたらす中脳グリア細胞分泌分子の網羅的検索 
中脳あるいは線条体からのグリア細胞培養にロテノン(5 nM)を 48 時間添加し，培養上清を
SDS-PAGE で泳動後，銀染色を行い，ロテノン処置した中脳グリア細胞でのみ増減したバンドを
切り出し，LC-MS/MS 解析を行った． 
 
(4)低用量ロテノン慢性皮下投与 PD モデルマウスでの中枢・末梢神経系におけるα-syn 凝集体
形成，神経障害およびグリア細胞の動態変化 
雄性 C57BL/6J マウス(8 週齢)にロテノン(2.5 mg/kg/day)を浸透圧ミニポンプを用いて 4週
間慢性皮下投与を行った．脳と腸管の切片を作製し，神経細胞マーカー(TH，コリンアセチルト
ランスフェラーゼ(ChAT),β-tubulin Ⅲ)とα-syn の二重染色を行った．また，アストロサイト
(様細胞）の動態を S100β, GFAP 染色により，ミクログリアの動態を Iba1 染色により検討した． 
 



４．研究成果 
（1）研究の主な成果 
①グリア細胞が神経細胞内α-syn 動態に及ぼす影響とロテノン誘発神経障害との連関の解析 
ロテノン処置した中脳アストロサイトあるいはミクログリア単独培養の培養液添加では DA
神経細胞数に変化はみられず，中脳グリア細胞培養(アストロサイト+ミクログリア共培養)をロ
テノン処置した培養液添加で DA 神経障害が惹起されることがわかった．この結果より，本研究
着想に至る根拠となったロテノン曝露による中脳アストロサイトの機能破綻はミクログリアと
の相互作用により引き起こされ，アストロサイト-ミクログリア連関が DA 神経障害をもたらす
ことが明らかとなった．そこで，グリア細胞が神経細胞におけるα-syn 発現に及ぼす影響につ
いて検討した結果，中脳グリア細胞(アストロサイト+ミクログリア共培養)，中脳アストロサイ
ト培養液添加で中脳神経細胞におけるα-syn 発現が誘導され，中脳ミクログリア培養液添加で
はα-syn 発現誘導はみられなかった．線条体グリア細胞，アストロサイト，ミクログリア培養
液添加ではいずれも中脳神経細胞におけるα-syn 発現には影響を及ぼさなかった．以上の結果
より，中脳アストロサイトが神経細胞におけるα-syn 発現を規定することが明らかとなった． 
中脳グリア細胞培養液の添加による中脳神経細胞におけるα-syn 発現誘導は，主に TPH2 陽
性 5-HT 神経と TH陽性 DA神経で惹起されることがわかった．そこで，α-syn 発現誘導と神経障
害の相関を検討するため，ロテノンで処置した中脳グリア細胞の培養液を中脳神経細胞に添加
し，48時間後の 5-HT 神経，GABA 神経，DA神経におけるα-syn 発現と細胞生存率を評価した． 
TPH2 陽性 5-HT 神経細胞ではロテノン処置によりα-syn 発現がさらに誘導され，神経細胞数は
むしろ増加するのに対して，GAD 陽性 GABA 含有神経細胞はα-syn 発現および細胞生存率ともに
変化はみられなかった．また，TH 陽性 DA神経細胞では細胞生存率が約 70%に低下し，残存する
神経細胞におけるα-syn 発現は一様ではなく細胞により異なる動態を示した．これは DA神経細
胞が障害される過程でα-syn 発現動態が変化することを示唆する．以上の結果より，中脳グリ
ア細胞が分泌する何らかの因子が 5-HT 神経細胞や DA 神経細胞におけるα-syn 発現を高発現さ
せることが明らかとなった．ロテノン誘発神経毒性に関しては，細胞内α-syn 発現誘導だけで
は神経細胞死は惹起されず，他の要因が関与することが示唆された． 
 
②ロテノン誘発 DA 神経障害への部位特異的アストロサイト-ミクログリア連関の関与 
初代培養グリア細胞培養のアストロサイトとミクログリアの存在比率は線条体と中脳で異な
り，中脳グリア細胞ではアストロサイト 88%+ミクログリア 12％，線条体グリア細胞ではアスト
ロサイト 98.8%+ミクログリア 1.2%で中脳グリア細胞の方がミクログリアを多く含有しているこ
とがわかった．そこで，線条体グリア細胞を中脳グリア細胞と同じアストロサイト 88%+ミクロ
グリア 12％共培養となるよう作製し，また中脳グリア細胞を線条体グリア細胞と同じアストロ
サイト 98.8%+ミクログリア 1.2%共培養となるように作製した．これら共培養系をロテノン(5 
nM)で 48 時間処置し，各培養上清を中脳神経細胞に添加し，48時間後の DA神経細胞数を計測し
た．線条体グリア細胞培養を中脳と同じアストロサイトとミクログリアの比率(アストロサイト
88%+ミクログリア 12％)に合わせてロテノン処置をしても，DA 神経障害は惹起されず，中脳グリ
ア細胞の培養上清でのみ DA 神経細胞死がみられた．この結果は，中脳特異的アストロサイト-ミ
クログリア相互連関がロテノン誘発 DA 神経障害を惹起することを示している．一方，中脳グリ
ア細胞培養を線条体と同じアストロサイトとミクログリアの比率(アストロサイト 98.8%+ミク
ログリア 1.2%)に合わせてロテノン処置をしても，DA神経障害は惹起されなかった．これは，ミ
クログリアがわずか 1.2%と少ないため，本来みられるアストロサイト-ミクログリアの相互作用
が消失したためと考えられる．  
 
③ロテノン誘発 DA 神経障害をもたらす中脳グリア細胞分泌分子の網羅的検索 
DA 神経障害をもたらすロテノン処置中脳グリア細胞の培養上清中の分子を網羅的に検索し
た結果， alpha-2-macroglobulin，heat shock protein 90 など炎症反応に関わる分子が増加す
る一方， peroxiredoxin 1, DJ1, superoxide dismutase 2 などの抗酸化分子や 14-3-3 protein
といったα-syn の凝集・細胞間伝播を抑制する分子が低下していることがわかった．この結果
を踏まえ，アストロサイトが特異的に発現・分泌する抗酸化分子メタロチオネイン(MT-1)に着目
し，ロテノン処置した中脳あるいは線条体グリア細胞の培養上清中の MT-1 量を ELISA で測定し
た．線条体グリア細胞の培養上清中 MT-1 量はロテノンを曝露しても変化はみられなかったが，
中脳グリア細胞培養上清では有意な低下がみられた．そこで， MT-1 リコンビナント蛋白を中脳
グリア細胞培養液に加え，中脳神経細胞に添加したところ，ロテノン曝露による DA 神経細胞死
がほぼ完全に抑制された．以上の結果より，中脳グリア細胞を介したロテノン誘発 DA 神経障害
において MT-1 低下という抗酸化機構の破綻が重要な役割を果たすことが示唆された． 
 
④低用量ロテノン慢性皮下投与 PDモデルマウスでの中枢・末梢神経系におけるα-syn 凝集体形
成，神経障害およびグリア細胞の動態変化 
 低用量ロテノン慢性皮下投与マウスでは，黒質の DA 神経細胞，延髄迷走神経背側運動核での
コリン作動性神経細胞，腸管筋間神経叢の変性脱落とα-syn の集積がみられた．また，これら
の部位におけるα-syn 発現はグリア細胞ではなく残存する神経細胞でみとめられた．黒質およ
び線条体でのアストロサイト，ミクログリアの形態変化および細胞数を免疫染色により検討し



た結果，Iba1 陽性ミクログリアは線条体，黒質両部位において形態および細胞数に変化はみら
れなかったが，S100β陽性アストロサイトは黒質で細胞数が有意に低下した．GFAP 陽性活性化
アストロサイトの形態および細胞数は線条体，黒質ともに変化はみられなかった．さらに，ロテ
ノン投与マウスは，オープンフィールドテストによる自発運動量測定，ロータロッドテストによ
る協調運動評価，シリンダーテストによる四肢の機能評価の全てにおいて有意な低下を示し，糞
便排泄評価において腸管機能障害もみられた．以上の結果より，低用量ロテノン慢性皮下投与マ
ウスでは，中枢神経系のみならず末梢の腸管神経系においてもα-syn 集積をともなった神経変
性が惹起されることが明らかとなった．ロテノン投与マウスの延髄舌下神経核ではα-syn 集積
はみられたが，迷走神経背側運動核と異なりコリン作動性神経の脱落はみられなかったことか
ら，ロテノン誘発神経障害にはα-syn 発現誘導の他に部位特異的神経障害メカニズムが関与す
ると考えられる． 
 
（2）得られた成果の国内外における位置づけとインパクト 
近年，グリア細胞の部位特異性や神経-グリア連関が注目されつつある．本研究では，特定の
脳部位を用いてアストロサイト，ミクログリア単独培養およびアストロサイト+ミクログリア共
培養を確立することに成功した．グリア細胞の部位特異性のみならずグリア細胞間の相互作用，
さらには神経-アストロサイト-ミクログリア連関について検討することにより，アストロサイ
トの部位特異性が神経細胞でのα-syn 発現動態を規定すること，ロテノン誘発 DA神経障害にお
いては部位特異的アストロサイト-ミクログリア相互連関が重要であることを明らかにした．本
研究により，孤発性パーキンソン病における特定の神経系における Lewy 小体を伴う神経障害機
構を解明するためには，アストロサイト-ミクログリア相互連関の部位特異性に着目する必要性
があることを提示した． 
 
（3）今後の展望 
本研究では，孤発性パーキンソン病における DA 神経障害機構の解明を目指し，DA 神経が関
与する線条体，中脳を用いてアストロサイト-ミクログリア連関が DA 神経に及ぼす影響につい
て検討したが，今後は末梢腸管神経系や延髄迷走神経背側運動核，嗅球といったパーキンソン病
の病態がみられる他の部位に関しても神経-グリア連関について検討したい． 
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ドパミン神経毒による酸化ストレスに対するアストロサイトの分子発現および神経保護作用の部位特異性.

部位特異的アストロサイト機能不全がもたらすロテノン誘発ドパミン神経障害.

Rotigotine protects dopaminergic neurons via astrocytic serotonin 1A receptors.

妊娠・授乳期のエポキシ樹脂曝露が新生仔マウスに及ぼす行動毒性.
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抗うつ薬ミルタザピンの神経－グリア連関を介したドパミン神経保護作用.

老齢メタロチオネインノックアウトマウスにおける脳組織学的変化.

ロテノン投与パーキンソン病モデルにおけるコーヒー成分のメタロチオネイン発現誘導と神経保護効果.

ロテノン誘発部位特異的アストロサイト機能不全によるドパミン神経障害へのメタロチオネインの関与.
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