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研究成果の概要（和文）：中枢神経系の主要なグリア細胞であるアストロサイトは様々な神経活
動に関わる多機能な細胞集団である。しかし、個々のアストロサイトが多機能なのか、それぞ
れの機能に特化された多種類のアストロサイト亜細胞系譜が存在しているのか明らかでない。
本研究では、後者の「アストロサイト亜細胞系譜仮説」を作業仮説として想定し、その実証を
目的に遂行した。研究代表者自身が作製したグリア線維性酸性蛋白質（GFAP）遺伝子座に
loxP-nlacZ-pac-loxP-GAP43GFP を挿入した GFAP/loxP レポーターマウスマウスと、大脳皮質お
よび海馬領域の神経幹細胞に特異的に発現するEmx1遺伝子のプロモーター支配下にCreリコン
ビナーゼ遺伝子を組み込んだ Emx1-CreKIΔneo マウスを交配し、Emx1	
 陽性幹細胞由来のアスト
ロサイトを GFP で、Emx1 陰性幹細胞由来のアストロサイトをβガラクトシダーゼで標識した。
大脳皮質及び海馬領域のほぼ全てのアストロサイトが GFP 陽性を示したのに対し、脳梁周囲の
正中線グリア細胞はβガラクトシダーゼ陽性であった。正中線グリア細胞は交連線維伸長を促
進する特殊な機能を有するアストロサイトである。正中線グリア細胞が近隣の大脳皮質アスト
ロサイトとは異なる幹細胞に由来する事が明らかになったことから、各機能に特化した多種類
のアストロサイト亜細胞系譜の存在を支持する結果が得られた。更に、セルソーターを応用し
て回収した大脳皮質アストロサイトと海馬アストロサイトに特異的に発現する遺伝子をマイク
ロアレイ解析し、グリア機能の脳領域特異性について考察を加えた。	
 
 
 
研究成果の概要（英文）：In	
 the	
 vertebrate	
 central	
 nervous	
 system	
 (CNS),	
 astrocytes	
 perform	
 
multiple	
 functions	
 to	
 support	
 neural	
 activities:	
 including	
 provision	
 of	
 neutrients	
 to	
 
neurons,	
 recycling	
 of	
 neurotransmitters	
 and	
 formation	
 of	
 blood	
 brain	
 barrier.	
 In	
 addition	
 
to	
 their	
 classical	
 roles,	
 recent	
 studies	
 have	
 demonstrated	
 that	
 glial	
 cells	
 are	
 widely	
 
involved	
 in	
 the	
 regulation	
 of	
 synaptogenesis	
 and	
 synaptic	
 activities.	
 However,	
 it	
 has	
 
been	
 poorly	
 understood	
 whether	
 astrocytes	
 can	
 be	
 classified	
 into	
 widely	
 divergent	
 cell	
 
lineages	
 with	
 their	
 specific	
 functions.	
 If	
 so,	
 the	
 mechanisms	
 and	
 timing	
 of	
 astrocyte	
 
sub-lineage	
 commitments	
 are	
 interesting	
 subjects.	
 Alternatively,	
 astrocytes	
 may	
 be	
 a	
 
homogeneous	
 cell	
 population	
 and	
 adopt	
 to	
 change	
 their	
 functions	
 according	
 to	
 their	
 local	
 
environment.	
 To	
 challenge	
 this	
 question,	
 we	
 established	
 a	
 GFAP/Cre-reporter	
 mouse	
 line	
 
that	
 carries	
 the	
 “loxP-nlacZ-loxP-GAP43GFP”	
 cassette	
 in	
 glial	
 fibrillary	
 acidic	
 protein	
 
(GFAP)	
 gene	
 locus.	
 In	
 this	
 mouse	
 CNS,	
 only	
 a	
 sub-lineage	
 of	
 astrocytes,	
 whose	
 ancestral	
 
progenitor	
 cells 	
 express 	
 c re	
 recombinase, 	
 express 	
 GAP43GFP. 	
 As 	
 a 	
 first 	
 step, 	
 the	
 
GFAP/loxP-reporter	
 mice	
 were	
 crossbred	
 with	
 Emx1-Cre	
 KI	
 Δneo	
 mice	
 (provided	
 by	
 Drs.	
 
Iwasato	
 and	
 Itohara)	
 to	
 label	
 Emx1-positive	
 pallial	
 progenitors-derived	
 astorocytes	
 as	
 
GFP+	
 cells.	
 Most	
 astrocytes	
 in	
 cortical	
 plate	
 were	
 βGal-/GFP+,	
 while	
 a	
 subpopulation	
 of	
 
midline	
 glia	
 that	
 guided	
 corpus	
 callosum	
 formation	
 were	
 βGal+/GFP-,	
 suggesting	
 that	
 
functionally	
 different	
 cortical	
 astrocytes	
 and	
 midline	
 glia	
 were	
 generated	
 from	
 different	
 
origins.	
 To	
 further	
 investigate	
 unique	
 functions,	
 if	
 any,	
 for	
 the	
 cortical	
 and	
 hippocampal	
 
GFAP+	
 cells,	
 they	
 were	
 isolated	
 using	
 cell	
 sorter	
 and	
 subjected	
 for	
 gene	
 expression	
 
microarray	
 analysis.	
 Hippocampal	
 GFAP+	
 cells	
 expressed	
 several	
 genes	
 characteristic	
 of	
 
neural	
 progenitor	
 cells	
 and	
 immature	
 neurons.	
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 
（１）	
 中枢神経系の主要なグリア細胞であ
るアストロサイトはニューロンへの栄養補
給や脳血液関門の形成、シナプス間隙の神経
伝達物質の再取り込みなど古典的な機能に
加え、最近の研究から、ニューロンとの
tripartite シナプスを介した神経活動の制
御やシナプス形成そのものを誘導する働き
があることがわかってきた。シナプスは興奮
性から抑制性まで多種多様であることから、
必然的に各々のシナプスを取り囲むアスト
ロサイトの機能的相違が推察される。また、
アストロサイトがシナプス形成を調節して
いるという事実はグリア細胞系譜が神経発
生のかなり早い段階から多様に分岐してい
ることを想像させる。しかし、これを識別す
る特異的細胞マーカーが見つかっていない
ため、特殊化した各グリア細胞の発生起源や
脳内配置のメカニズムは明らかにされてい
ない。	
 
（２）	
 申請者は、細胞分裂の盛んなグリア
前駆細胞を恒久的に標識する独自の手法を
開発し、これを用いてグリア細胞の一種であ
る大脳皮質のオリゴデンドロサイトが胎生
期の大脳基底核原基近傍の脳室層から特異
的に発生することを示した。このことは、胎
仔脳の各領域の神経幹細胞が各々異なる機
能や種類のグリア細胞を産生することを示
唆している。胎生期の大脳皮質(Cx)と海馬領
域(Hpc)には解剖学に明瞭な境界があり、
Cx-type 神経幹細胞と、Hpc-type 神経幹細胞
はマーカー遺伝子発現に於いて異なる性質
を示す。ニューロン産生の後には、各領域の
神経幹細胞は機能の異なるグリア細胞を産
生するのではないかと推察し、本研究の発想
に至った。	
 
	
 
２．研究の目的	
 

	
 本研究では、「アストロサイトは多種類で
あり、由来する神経幹細胞系譜の違いによっ
て異なる機能を示す」という仮説を立て、そ
の実証を目的とした。各領域の神経幹細胞由
来のグリア細胞系譜を同定するために、研究
代表者自身が作製した GFAP 遺伝子座に
loxP-nlacZ-pac-loxP-GAP43GFP を挿入した
遺伝子改変マウス（GFAP/loxP レポーターマ
ウス）	
 を用いた。Cre リコンビナーゼ遺伝子
のドライバーとして、大脳皮質および海馬領
域の神経幹細胞に特異的に発現している
Emx1遺伝子のプロモーター支配下にCre遺伝
子を組み込んだ Emx1-CreKIΔneo マウス、お
よび大脳基底核原基神経幹細胞由来の細胞
を標識するために Olig2 遺伝子に Cre または
CreER 遺伝子を組み込んだマウスを用いた。
また、子宮内 DNA エレクトロポレーション法
で大脳各領域の神経前駆細胞特異的に Cre 遺
伝子を発現するための遺伝子プロモーター
について検討を加えた。GFAP/loxP レポータ
ーマウスの中枢神経系において Cre を発現し
た神経幹細胞由来のアストロサイトは
GAP43-EGFP を発現し緑色蛍光を発する。一方、
Cre 非発現神経幹細胞由来のアストロサイト
はβガラクトシダーゼを発現するため X-gal
反応により青色の色素で可視化できる。これ
により、Cre 発現幹細胞由来と Cre 非発現細
胞由来のアストロサイトの脳内配置を検討
した。また、大脳皮質アストロサイトと海馬
アストロサイトを各々セルソーターで回収
し、各領域のアストロサイトに特異的に発現
する遺伝子をマイクロアレイ解析すること
によりグリア機能の領域特異性について考
察を加えた。	
 
	
 

	
 
３．研究の方法	
 

	
 
	
 我々が作製した GFAP/Cre レポーターマウ



スと Emx1/Cre ノックインマウス（国立遺伝
学研究所の岩里琢治博士および理化学研究
所糸原重美博士より供与）を交配し、ダブル
トランスジェニックマウス系統を得た。ダブ
ルトランスジェニックマウスの各発生段階
より大脳の凍結切片を作成し、抗 GFAP 抗体、
抗 GFP 抗体及びβガラクトシダーゼ基質であ
る X-Gal で染色した。GFP 陽性細胞および
X-Gal 陽性細胞の脳内分布や各領域における
GFP 陽性細胞の形態を顕微鏡下で比較観察し
た。	
 
	
 GFAP/CreレポーターマウスとOlig2/Creノ
ックインマウス（熊本大学の竹林浩秀博士よ
り供与）を交配し、ダブルトランスジェニッ
クマウス系統を得た。ダブルトランスジェニ
ックマウスの各発生段階より大脳の凍結切
片を作成し、抗 GFAP 抗体、抗 GFP 抗体及び
βガラクトシダーゼ基質である X-Gal で染色
した。GFP 陽性細胞および X-Gal 陽性細胞の
脳内分布や各領域における GFP 陽性細胞の形
態を顕微鏡下で比較観察した。	
 
	
 生後 1週目のダブルトランスジェニックマ
ウス大脳皮質および海馬細胞を分散後、初代
培養し、蛍光顕微鏡下で GFP 発現細胞を生観
察出来ることを確認した。一週間後セルソー
ターを用いて GFP 陽性細胞の回収が可能であ
ることを確認した。	
 
	
 生後 1週目のダブルトランスジェニックマ
ウス大脳皮質および海馬細胞を分散後、それ
ぞれの GFP 陽性細胞をセルソーターで回収し
た。RNA を精製後、増幅し、Agilent 社の Whole	
 
Mouse	
 Genome	
 Array	
 (4x44K,	
 G4846A)を用い
て発現遺伝子をマイクロアレイ解析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
	
 マウス大脳皮質及び海馬領域の神経幹細
胞由来のグリア細胞系譜を可視化するため
に、GFAP/loxP レポーターマウスと、大脳皮
質および海馬領域の神経幹細胞に特異的に
Cre を発現する Emx1-CreKIΔneo マウスを交
配した。ダブルトランスジェニックマウスで
は Emx1	
 陽性幹細胞由来のアストロサイトは
GFP で、Emx1 陰性幹細胞由来のアストロサイ
トはβガラクトシダーゼで標識された。生後
0、3、7 日齢及び 2 ヶ月齢のマウス大脳の凍
結切片を作成し、抗 GFP 抗体及び Xgal で染
色した。7 日齢および 2 ヶ月齢マウスでは大
脳皮質及び海馬領域のほぼ全てのアストロ
サイトが GFP 陽性を示したのに対し、脳梁周
囲の正中線グリア細胞はβガラクトシダー
ゼ陽性であった（図 1）。正中線グリア細胞は
交連線維伸長を促進する特異的な機能を有
することが報告されている。正中線グリア細
胞が近傍の大脳皮質アストロサイトとは異
なる幹細胞に由来する事が明らかになった
ことから、「アストロサイト亜細胞系譜仮説」

を支持する結果が得られた。	
 
	
 

	
 
図 1	
 正中線グリア細胞と大脳皮質アストロ
サイトは異なる神経幹細胞に由来する。上段
の写真は生後 7 日齢大脳に観察される Xgal
陽性正中線グリアと GFP 陽性アストロサイト	
 
	
 
	
 
	
 上記ダブルトランスジェニックマウスよ
り大脳皮質アストロサイトと海馬アストロ
サイトを回収する手法について条件検討を
重ねた。GFP の発現が最大となる生後 1 週目
のマウスより摘出した大脳皮質および海馬
領域をPapainおよびAccutase	
 で消化するこ
とで生存率高く細胞を分散する方法を樹立
した。また、酵素消化の際に生じた夾雑物は
Ficoll-Paque	
 PLUS の密度勾配遠心で除くこ
とが出来た。得られた細胞を poly-lysine コ
ートした培養皿に播種し、10％牛胎仔血清を
含む DF/N2 培地で 7日間培養した後に蛍光顕
微鏡下で観察するとアストロサイトが発現
する GFP を live で検出することが出来た。
発現 GFP を指標としてセルソーターを用いた
細胞分別にも応用可能であった。	
 
	
 そこで、ダブルトランスジェニックマウス
の大脳皮質および海馬領域由来の細胞を同
等の方法で分散し、GFP 陽性細胞を直接セル
ソーターで分取した。RNA を回収後、増幅し、
Agilent 社の Whole	
 Mouse 	
 Genome 	
 Array	
 
(4x44K,	
 G4846A)で発現遺伝子をマイクロア
レイ解析した（図 2）。解析ソフトウェアに
Agilent 社の GeneSprings を用い、サンプル
間ノーマライズ、Scatter	
 plots、発現差解
析、GO 解析、ネットワーク解析を行った。	
 
	
 



図2	
 大脳皮質および海馬GFAP陽性細胞の発
現遺伝子の Scatter	
 Plot 解析	
 
	
 
	
 
	
 大脳皮質と海馬領域それぞれの GFAP 陽性
細胞間では GABA トランスポーターや神経成
長因子遺伝子の発現量の違いが検出された
ほか、特に海馬 GFAP 陽性細胞には神経前駆
細胞や幼弱神経細胞で機能する遺伝子の発
現も検出された。これまでに成体海馬神経幹
細胞も GFAP を発現していることが報告され
ている。今回の解析で検出された遺伝子群は
新たな成体神経幹細胞マーカーとなり得る
点で興味深い（図 3）。	
 

図3	
 海馬GFAP陽性細胞に発現する遺伝子の
うち神経前駆細胞や幼弱神経細胞で機能し
ていることが予想される遺伝子群	
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