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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患を治療するためには、失われた神経細胞を補充するのみならず、補充さ
れた神経細胞が既存の神経回路と機能的な結合をする必要がある。最近アストロサイトのPtbp1遺伝子をノック
ダウンすると、アストロサイトがその部位の神経細胞と同じ特徴を持った細胞に分化転換し、既存の神経回路に
組み込まれることが示されたが、分化転換の効率は十分ではない。本研究では、脳の全ての部位のアストロサイ
トからPtbp1遺伝子を欠損させ、各部位におけるアストロサイトの分化転換能を解析できるin vivoの系を開発し
た。しかし、Ptbp1遺伝子の欠損ではアストロサイトから神経細胞への分化転換は怒らなかった。

研究成果の概要（英文）：To treat neurodegenerative diseases, it is necessary not only to replenish 
lost neurons, but also to allow the replenished neurons to functionally connect with existing 
neuronal circuits. It has recently been shown that knockdown of the Ptbp1 gene in astrocytes can 
cause astrocytes to differentiate into cells with the same characteristics as the neurons at that 
site and integrate into existing neural circuits, but the efficiency of this differentiation is not 
sufficient. In this study, the Ptbp1 gene was deleted from astrocytes in all regions of the brain, 
and an in vivo system was developed to analyze the differentiation and conversion ability of 
astrocytes in each region. However, it was found that deletion of the Ptbp1 gene did not result in 
differentiation conversion from astrocytes to neurons.

研究分野：神経科学

キーワード： アストロサイト　分化転換　神経変性疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経変性疾患を治療するためには、失われた神経細胞を補充するのみならず、補充された神経細胞が既存の神経
回路と機能的な結合をする必要がある。最近アストロサイトのPtbp1遺伝子をノックダウンすると、アストロサ
イトがその部位の神経細胞と同じ特徴を持った細胞に分化転換し、既存の神経回路に組み込まれることが示され
たが、分化転換の効率は十分ではない。本研究では、アストロサイトから神経細胞への分化転換を阻害する遺伝
子を同定し、その効率化を目指した。しかし、Ptbp1遺伝子の欠損ではアストロサイトから神経細胞への分化転
換が起こらないことが明らかになった

※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。



１．研究開始当初の背景 
 神経変性疾患を治療するためには、失われた神経細胞を補充するのみならず、補充された神経
細胞が既存の神経回路と機能的な結合をする必要がある。従来神経回路の再生は、iPS細胞から
分化させた神経細胞の移植を中心に行われてきたが、この方法では、視神経、聴神経、一次求心
性感覚神経、上位・下位運動ニューロン、プルキン細胞などの長く複雑な突起を持つ神経細胞が
関与する神経回路の再構築は難しい。最近アストロサイトの Ptbp1 遺伝子をノックダウンする
と、アストロサイトがその部位の神経細胞と同じ特徴を持った細胞に分化転換し、既存の神経回
路に組み込まれることが、網膜と黒質で示された(Cell 181:590, 2020; Nature 582:550, 2020)。
しかし、網膜・黒質における分化転換の効率は十分ではなく、網膜・黒質以外の脳部位のアスト
ロサイトの分化転換能は不明である。申請者は、GLASTが神経系のほとんど全てのアストロサ
イト・サテライト細胞に発現していることを明らかにし、それらの細胞特異的に遺伝子操作が可
能な GLAST-CreERT2マウスを作成している(Glia 54:21, 2006)。このマウスを用いることによ
り、神経系のほとんど全てのアストロサイト・サテライト細胞から Ptbp1 を欠損させ、各部位
における分化転換能を in vivoで一網打尽に解析できる系を開発でき、各部位での分化転換能を
最適化できると着想し、本研究種目に応募した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脳の全ての部位のアストロサイトから Ptbp1遺伝子を欠損させ、各部位における
アストロサイトの分化転換能を解析できる in vivoの系を開発する。その系を用いて、アストロ
サイトから神経細胞への分化転換を阻害する遺伝子を同定する。さらに、アストロサイトから
Ptbp1と分化転換阻害遺伝子の両方をノックダウンすることが、分化転換能を増強させ、神経変
性疾患を治療できるかモデルマウスを用いて確かめる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の 3項目を遂行することにより目的を達成する。 
(1) in vivoのアストロサイトーニューロン分化転換能評価系の確立 
本研究では、神経系のほぼ全てのアストロサイト・サテライト細胞（感覚神経節内に存在するア
ストロサイトと同様の性質を持つ細胞）から Ptbp1 を欠損させたマウスを作成し、神経系の各
部位でのアストロサイトから神経細胞への分化転換能をモニターできる in vivo の系を確立す
る。グルタミン酸輸送体 GLASTは、神経系のほとんど全てのアストロサイト・サテライト細胞
に発現しており、申請者は、GLAST の遺伝子座に CreERT2（タモキシフェンにより活性化さ
れる Cre酵素）をノックインしたマウス(GLAST-CreERT2マウス)を作成している(Glia 54:21)。
本研究では、CRISPR/Cas9 を用い floxd-Ptbp1 マウス（Ptbp1 遺伝子のエクソン 1 の両側に
loxP 配列をノックインしたマウス）を作成し、GLAST-CreERT2 マウスおよび ROSA-LSL-
tdTomatoマウス（ROSAの遺伝子座に loxP-STOP-loxP-tdTomatoをノックインしたマウス）
と交配する。このマウスが成熟後、タモキシフェン(Tmx)を投与し、神経系の全てのアストロサ
イト・サテライト細胞から Ptbp1を欠損させる。タモキシフェン投与後 6 週間したら、神経系
を摘出し、各部位の切片を作成し、tdTomato 陽性細胞の中の神経細胞マーカー(NeuN など)陽
性細胞の割合や tdTomato陽性神経細胞の突起の伸長を解析し、各部位でのアストロサイトから
神経細胞への分化転換能を明らかにする。解析する部位は、ラセン神経節（サテライト細胞→ラ
セン神経節細胞）・網膜（ミューラー細胞→網膜神経節細胞）・脊髄後根神経節（サテライト細胞
→一次感覚ニューロン）・大脳皮 5層（アストロサイト→上位運動ニューロン）・小脳（バーグマ
ングリア→プルキンエ細胞）・脊髄前角（アストロサイト→下位運動ニューロン）である。 
 
(2) アストロサイトーニューロン分化転換を阻害する遺伝子の検索・同定 
小脳のバーグマングリア(BG)からプルキンエ細胞(PC)への分化転換に着目し、分化転換を阻害
する遺伝子を同定する。1)の系を用い、タモキシフェン投与後の分化転換過程で発現が変化する
遺伝子群を、小脳プルキンエ細胞層から単離した細胞のシングルセル発現解析を経時的（投与前、
投与後２、4、6 週間）に行うことにより明らかにする。分化転換の過程で発現が減少する遺伝
子群に着目し、BGに比べ PCで発現量が少ない遺伝子群を選び、絞り込みを行う。絞り込んだ
遺伝子群は分化転換を阻害する因子と考えら、その発現を抑制すると分化転換が促進すると期
待される。阻害遺伝子のノックダウンによる分化転換促進作用の確認は、CasRx(Cas13d)による
in vivoノックダウンを用いて行う。GFAPプロモーターの下流に CasRx、U6プロモーターの
下流に候補遺伝子に対する 2種類の guide RNAs (gRNAs)をつないだ AAVベクターのライブラ



リーを作成する。1)で作成したマウスの小脳表面の髄液腔に、タモキシフェン（腹腔）とともに
AAV ベクターを注入し阻害遺伝子候補の発現をノックダウンさせ、6 週間後に tdTomato 陽性
BG の中のカルビンディン(PC のマーカー)陽性細胞の割合や tdTomato 陽性 PC の突起の伸長
を解析し、BGから PCへの分化転換の促進作用を確かめる。 
 
(3) アストロサイトーニューロン分化転換を用いた神経変性疾患モデルの治療 
脊髄小脳変性症 6 型モデルマウスは、生後 6 週から小脳失調症状を、生後 8週にはプルキンエ
細胞の変性を示す(PNAS 109:17693, 2012)。このマウスの小脳表面の髄液腔に Ptbp1ノックダ
ウン用 AAVベクター（GFAPプロモーターの下流に CasRx、U6プロモーターの下流に Ptbp1
に対する 2種類の guide RNAs (gRNAs)をつないだベクター）と 2)で同定した分化転換阻害因
子をノックダウンする AAV ベクターを注入し、小脳失調症状（rotarod 試験、歩行解析）やプ
ルキンエ細胞数の減少が改善されるか解析する。 
 
４．研究成果 
(1) in vivoのアストロサイトーニューロン分化転換能評価系の確立 
CRISPR/Cas9を用い floxd-Ptbp1マウス（Ptbp1遺伝子のエクソン 1の両側に loxP配列をノ
ックインしたマウス）を作成した。このマウスを GLAST-CreERT2 マウスおよび ROSA-LSL-
tdTomato マウスと交配し、in vivo でアストロサイトからニューロンへの分化転換能を評価で
きる系を確立した。このマウスが成熟後、タモキシフェン (Tmx)を投与し、神経系の全てのアス
トロサイト・サテライト細胞から Ptbp1 を欠損させたマウスを作成した。tdTomato陽性のニュ
ーロンを全脳にわたって観察したが、数が少なく解析できなかった。 
 
(2) アストロサイトーニューロン分化転換を阻害する遺伝子の検索・同定 
Ptbp1 遺伝子をアストロサイトから欠損させても、全脳において神経細胞への分化転換が起こら
なかったため、分化転換を阻害する遺伝子の検索をできなかった。 
 
(3)アストロサイトーニューロン分化転換を用いた神経変性疾患モデルの治療 
アストロサイトからニューロンへの分化転換は、神経変性により促進することが報告されてい
る。脊髄小脳変性症 6型モデルマウスは、生後 6週から小脳失調症状を、生後 8 週にはプルキ
ンエ細胞の変性を示す(PNAS 109:17693, 2012)。脊髄小脳変性症 6型モデルマウスと上記のア
ストロサイトーニューロン分化転換能評価系マウスを交配し、バーグマングリアからプルキン
エ細胞への分化転換が見られるか解析したが、tdTomato 陽性のプルキンエ細胞は数が少なく、
解析できなかった。 
 
5.考察 
本研究では、アストロサイトの Ptbp1 遺伝子をノックダウンすると、アストロサイトがその部位
の神経細胞と同じ特徴を持った細胞に分化転換し、既存の神経回路に組み込まれることの報告
を元に、アストロサイトから神経細胞への分化転換を増強させ、神経変性疾患を治療できるかを
確かめることを目標にした。しかし、アストロサイトから Ptbp1 遺伝子を欠損させても、全脳に
おいて、アストロサイトから神経細胞への分化転換を観察することはできなかった。同様の結果
は、我々の研究室以外のいくつかの研究室から報告された。これらの結果は、Ptbp1 の遺伝子欠
損のみではアストロサイトから神経細胞への分化転換は起こらないことを示している。アスト
ロサイトは神経細胞に比べ、様々なストレスに耐性を持っており、神経細胞へ分化転換できれば、
新しい神経変性疾患の治療法として期待できる。そのためには、アストロサイトから神経細胞へ
の分化転換に重要な役割を果たす遺伝子群の同定が必須である。 
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