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研究成果の概要（和文）：本研究によりニューロン／アストロサイト混合系を確立することができたが，解糖系
振動を観察するには至らなかった。実際の脳細胞の構造に近い内皮細胞を加えた混合培養系が有効であると推察
した。脳細胞ネットワークのかわりに，ヒト子宮頸がんHeLa細胞の単培養系における代謝的相互作用の因果性
を，Cross Convergent Mapping法を用いて解析した。その結果，HeLa細胞集団に複雑ネットワークの特徴を有す
るクラスター構造が検出された。本研究により，ANLS（Astrocyte-Neuron Lactate Shuttle）仮説を検証するた
めの実験系の指針と因果性解析手法を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：The present study could establish mix-culture systems of neuron and 
astrocyte, however glycolytic oscillations could not be observed in this system. To observe 
metabolic oscillations in bran cell systems, mix-culture systems of endothelial 
cells/neurons/astrocytes may be a candidate to take into account the role of endothelial cells in 
the brain. Cross convergent mapping (CCM) method was applied to a monolayer-system of HeLa cervical 
cancer cells. As a result, a cluster structure of metabolic interactions was obtained. In addition, 
the structure was suggested to have a characteristic of complex network. The present study could 
establish a guideline for the experimental systems and causal analytical method to verify the 
Astrocyte-Neuron Lactate Shuttle (ANLS) hypothesis.  

研究分野： 非線形科学

キーワード： がん細胞　アストロサイト　解糖系振動　代謝振動　細胞共生　ANLS仮説
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳酸は糖代謝で産生する代謝中間体であり，脳のエネルギー代謝において特に重要な物質である。しかし，乳酸
が脳機能に果たす役割には不明な部分が多い。例えば，乳酸は，脳の高次機能の発現に必要とされる一方，精神
疾患にも深く関連している。乳酸が脳機能に果たす役割を解明するためには脳内の乳酸代謝動態を明らかにする
ことが必要である。本研究は，脳細胞における乳酸代謝動態を説明するANLS（Astrocyte Neuron Lactate 
Shuttle）仮説を検証するための実験手法ならびに代謝振動データの因果性解析手法を初めて開拓したことか
ら，大きな学術的ならびに社会的意義を有するものである。

※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 

 乳酸は糖代謝で産生する代謝中間体であり，脳のエネルギー代謝において特に重要な

物質である（Brooks, Cell Metabolism, 2018）。しかし，乳酸が脳機能に果たす役割には

不明な部分が多い。脳細胞における乳酸代謝に関しては，ANLS（Astrocyte Neuron Lactate 

Shuttle）と呼ばれている仮説がある（Pellerin et al., PNAS, 1994）。この仮説では，グル

コースを代謝するのはグリア細胞の 1 種のアストロサイトであり，ここで産生された乳

酸が神経細胞（ニューロン）に輸送され，その後，ミトコンドリアで代謝されてニュー

ロンのエネルギーとして利用されると考えられている。 

 しかし，この仮説はその真偽が直接証明されたことはなく，未だ確立した理論にはな

っていない（Bak & Walls, J. Physiol., 2018）。乳酸はなぜ，同じメカニズム（ANLS 仮説

にもとづく共生的糖代謝）のもとで全く異なる脳機能を導くことができるのか。 

 

２．研究の目的 

 乳酸が脳機能に果たす役割を解明するには，先ず ANLS 仮説の検証が必要である。

さらに，実際の脳は多くのニューロンとニューロンの約 10 倍にも及ぶグリア細胞から

なるネットワークで構成されるので，そのような脳細胞ネットワークにおいて ANLS 仮

説の真偽を見極める必要がある。そこで，本研究は，乳酸が脳機能に果たす役割の解明

を目指して，脳内におけるエネルギー代謝動態を時間・空間的に明らかにする「脳細胞

ネットワークにおける乳酸代謝動学」を新たに開拓することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 本研究を達成するために，1 細胞レベルの解糖系振動を利用した。解糖系振動とは，

細胞の嫌気呼吸であるグルコースから乳酸を産生する過程で見られる代謝産物濃度の

時間的振動である。ANLS 仮説によれば解糖系振動はアストロサイトで起こり，ミトコ

ンドリアの膜電位振動はニューロンで起こる。これに対し，ANLS 仮説が成り立たなけ

れば，この一連の振動はニューロンまたはアストロサイトの 1 細胞の中で完結すること

になる。解糖系振動は補酵素 NADH の自家蛍光強度の時間変化，ミトコンドリアの膜

電位振動は膜電位感受性色素の蛍光強度の時間変化を用いてそれぞれ観測が可能であ

る。従って，両方の振動を同時に観測すれば，ANLS の真偽をはじめ乳酸の代謝動態を

直接確かめることができると考えられる。 

 しかしながら，実際の脳細胞ネットワークにおいては，それぞれのニューロンは複数

のアストロサイトに覆われている。従って，あるニューロンがどのアストロサイトから

乳酸の供給を受けたのか，あるいは，乳酸の供給を受けずに単独で糖代謝を行ったのか，

などを特定する必要がある。 

 そこで本研究では，細胞間の振動データの因果性を調べるために，Granger解析など

の統計学的手法をサーベイすることから開始した。例えば，Granger解析などは，複数

の時系列データの因果関係を特定することができるので（Nicolaou et al., Front. 

Neuroinform., 2016），数多くのアストロサイトとニューロンからなる脳細胞の解糖系

振動と膜電位振動を乳酸の輸送を介した因果関係で結びつけることができる。 

 

４．研究成果 

 



4-1 細胞実験 

 マウス胚性腫瘍由来細胞（P16C6）を用いてニューロン／アストロサイト混合培養系

を確立した（図 1）。次に，アストロサイトにおける解糖系振動を観察することを目的と

して，これまでがん細胞の研究で得られている結果を参考に，この脳細胞培養系にグル

コース飢餓を施し解糖系を亢進させた。その結果，グルコースの取り込みによると思わ

れるニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NADH）の蛍光強度の一過的な上昇は観

察されたが，引き続き起こると予想している振動現象は見られなかった。 

 なお，アストロサイトとニューロンのグルコース取り込み量を蛍光強度の上昇値を指

標として評価したところ，アストロサイトはニューロンよりも有意にグルコースを多く

取り込んでいた。このことは，アストロサイトでグルコースが代謝されて乳酸となり，

ニューロンが細胞外に放出されたこの乳酸を取り込み代謝するという脳細胞の ANLS

（Astrocyte-Neuron Lactate Shuttle）仮説を示唆するものである。実際の脳内では，血管

を覆うように存在している内皮細胞が一酸化窒素（NO）を産生し，それがアストロサ

イトの解糖系を亢進するとの研究がある（Brix et al., J Neurosci, 2012）。そこで，NOが

アストロサイトの解糖系に及ぼす効果を調べたり，脳内の細胞間相互作用により近いと

考えられる内皮細胞／アストロサイト／ニューロン共培養系の構築を行ったりする必

要があると考えられる。 

 

4-2 因果解析 

 細胞間の代謝共生動態を解析するために必要な統計学的手法をサーベイし，Granger

解析の他に Convergent Cross Mapping （CCM）法が有効であることを見い出した。本研

究では，アストロサイト／ニューロン共培養系において，代謝振動を観察することがで

 

図 1．ニューロン/アストロサイト混合培養系の構築 

マウス胚性腫瘍由来細胞（P16C6）を培養し，レチノイン酸によりニューロンとアストロサ

イトに分化させた。3 種類の基板（Nunclon Delta，コーティングなし，MAS コート）を用い

た。いずれの基板においても軸索状の構造をもつニューロンと球形のアストロサイトに分化

した。 



きなかったので，HeLa 細胞のスフェロイド（3 次元細胞塊）（Amemiya et al., FEBS J, 

2022）ならびに単層培養系（Amemiya et al., Chaos, 2017）における各細胞の解糖系振動

データに CCM 法を適用し，振動データの因果性について検討した。 

これまで，スフェロイドにおいては，実験系の解像度の限界から隣接する細胞の境界

が不明瞭となる問題が生じていた。そこで，1 細胞の振動画像を約 25 個の領域（ROI: 

Region of Interest）に分割し，各 ROI の振動データを CCM 法を用いて解析した（図 2）。

その結果，因果関係は主に隣接する ROI 同士で見られ，多くの ROI で双方向的であっ

た（図 2）。特に，境界の ROI 24 と 25 は Cell 1 と因果関係があり，ROI26 と 27 は Cell 

2 と因果性がある判明した。このように，CCM 解析は空間的な近傍関係が正確に抽出

しており，ANLS の解析に有効である

と考えられる。 

また，単層培養系においては，平面

単層培養された 133個（8,778個の細

胞対）の HeLa細胞（図 3）の振動時

系列データを対象としてCCM解析を

行い 17,556個の CCMを得た。これら

のCCM値に対して真の因果性を抽出

するために Surrogate Test (ST)を行っ

た結果，1,013個の CCM値が残った。

これらのCCM値の細胞間距離依存性

を調べた結果，細胞間距離が100 𝜇  

 

図 2．HeLa スフェロイド細胞の解糖系振動の因果性解析 

左上の図はスフェロイド内の細胞（Cell 1, Cell 2）を表す。赤と青は振動の位相が異なること

を示す。細胞内の番号は分割した ROI を示す。ROI 24～27は 2つの細胞の境界にある。 

右側の図は，CCM 解析で得られた因果性のある ROIを線で結んだもの。それぞれの細胞内

の ROI の振動データには双方向の因果性が見られた。一方，境界の ROI は Cell 1 と因果性

が強いもの（24 と 25）と Cell 2 と因果性が強いもの（26 と 27）に分かれた。 

 

図 3．単層培養された HeLa 細胞の顕微鏡写真 

各細胞が示す振動周波数の値で色分けしてある。 



（細胞 3～10個程度の距離）以下の

領域で代謝振動の相互作用の因果

性が高いことが明らかとなった。こ

の因果性を細胞の空間配置上にマ

ッピングすると，細胞間の因果的相

互作用に局所的クラスター構造が

見られた（図 4）。さらに，解析を進

めると，このクラスター構造は複雑

ネットワークの特徴を有すること

も明らかとなった。 

今のところ，HeLa 細胞において

みられるこの複雑ネットワークの

生物物理学的メカニズムは明らか

ではないが，因果性を招く情報伝達

物質としては HeLa細胞がエネルギ

ー代謝過程で細胞外に放出される

乳酸である可能性が高い。乳酸は，ニューロン／アストロサイトやがん細胞／CAFs 間

の代謝的相互作用における情報伝達物質とされている。 

本 CCM 解析では，HeLa 細胞同士において数細胞程度の距離にわたる代謝的相互作

用があることをはじめて明らかにした。また，本解析手法はニューロン／アストロサイ

ト混合培養系における代謝的相互作用を解析するための基盤を確立することができた

と考えている。 

 

4-3 まとめ 

実験的には，ニューロン／アストロサイト混合系を確立することができたが，解糖系

振動を得るには至らなかった。脳細胞の代謝振動の観察には，実際の脳内の細胞間相互

作用に近づけるために，内皮細胞／アストロサイト／ニューロンの共培養系が有効であ

るものと考えられる。 

細胞間の因果的相互作用を調べるために，CCM 法用いて，これまで実験的に得られ

ている HeLa細胞の単培養系における解糖系振動データを解析した。その結果，細胞間

の代謝的相互作用の因果性が，3～10個の細胞間距離においてクラスター構造として検

出された。さらに，この構造は複雑ネットワークであることも示唆された。 

本研究により，ANLS仮説を検証するための実験系と因果性解析手法を確立すること

ができた。 

 

 

 

 

図 4．単培養された HeLa 細胞の解糖系振動の陰性

解析結果 

CCM 解析で因果性が高い細胞同士を線で結んだも

の。別途解析を進めると，このネットワークは複雑

ネットワークの特徴を有することが分かった。 
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