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研究成果の概要（和文）：アストロサイトは脳損傷時に脳室下帯で分裂を開始し、速やかに損傷部へと移行す
る。しかしながら損傷部への移動メカニズムの実態は良く分かっていない。申請者はこのような因子の１つとし
て、BMP阻害因子を見出した。BMP阻害因子を用いたストライプアッセイによって、アストロサイトに対する強い
反発活性が見られた。また、初期エンドソーム・後期エンドソームへの取り込まれており、新規メカニズムで
BMP阻害因子が機能している事を示が明らかとなった。さらに、中大脳動脈梗塞施術3日後、当該因子は、アスト
ロサイトが侵入しない梗塞領域に非常に強く発現しており、NG2陽性ミクログリアから分泌されている事も判明
した。

研究成果の概要（英文）：Astrocytes start to divide in the subventricular zone at the brain injury 
and promptly move to the damaged area. However, the mechanism of migration to the region is not well
 understood. We found one of BMP inhibitor is a strong repellent to the astrocytes. Strong assay 
using BMP inhibitor showed the avoidance of astrocyte A1 cells to the protein. In addition, the BMP 
inhibitor was incorporated into the early endosome and late endosome, indicating the novel 
mechanisms. Furthermore, three days after the middle cerebral artery occlusion, the factor was 
highly upregulated in the infarct region where astrocyte did not invade, and was secreted from NG2 
positive microglia.

研究分野： 解剖学
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１．研究開始当初の背景 

 発生過程において、アストロサイトはニュ

ーロジェネシス終了後、脳室下帯のラディア

ルグリアから分裂によって発生し、大脳皮質

内に分布することが知られている(Greig et 

al., Nat. Rev. Neurosci., 2013)。アストロサ

イトには神経細胞や他のグリア細胞を栄養

するだけでなく、血液脳関門を形成する重要

な役割もある(Goldstein, Ann. NY. Acad. 

Sci., 1988)。一方で、脳損傷時には脳室下帯

で分裂を開始し、速やかに損傷部へと移行す

ることが最近、報告された（Benner et al., 

Nature, 2013）。これらアストログリア細胞

は適材適所へと移動する際、様々な外的因子

によって制御されていると考えられるが、そ

の実態は良く分かっていない。申請者は近年、

神経細胞が脳室帯や脳室下帯で誕生した後、

多極性細胞になり、ガイダンス因子によって

移 動 を制御 さ れてい る 事を報 告 し た

（Yamagishi et al., EMBO J., 2011）。アス

トロサイトはニューロジェネシス終了後に

同じくラディアルグリアから誕生するが、ア

ストロサイトの移動を規定する分泌因子は

ほとんど報告されていない。 

 

２．研究の目的 

申請者はこのような因子の１つとして、BMP

阻害因子が役割を担っている可能性を見出

した。当該 BMP 阻害因子は古典的な背側化

因子として知られており、腹側化の機能があ

る BMP2 濃度を阻害剤として不活化するこ

とにより腹側化を抑制している。また、ノッ

クアウトマウスの解析により、骨形成因子に

関わっていることが報告されている。中枢神

経系の発生においては、ニューロジェネシス

が終了し、アストロサイトが形成・成熟され

る頃（生後 5 日齢以降）から徐々に発現が上

昇し、成体脳では非常に高い発現量が観察さ

れる（Allen Brain Atlas）。しかし、脳の成

熟とともに発現上昇する当該 BMP 阻害因子

の役割は全く分かっていない。 

したがって、本研究課題では、当該 BMP 阻

害因子がアストロサイトの移動を規定して

いるか、中大脳動脈結紮モデルを用いて当該

分子の挙動を解析し、その機能を解明する事

に努めた。 

 

３．研究の方法 

（１）ストライプアッセイを用いたアストロ

サイト反発作用の評価 

当該 BMP 阻害因子リコンビナントを基質と

して縞状にコートしたストライプアッセイ

を行う事により、アストロサイトが反発作用

を受けるかどうか、検討を行った。 

（２）アストロサイトへの細胞内取り込み経

路解析 

当該 BMP 阻害因子は通常細胞外で作用する

と考えられている。しかしながら、一般的な

ガイダンス因子は細胞内へと取り込まれる

事が知られている。従って、当該分子が細胞

内へと取り込まれているかを解析し、その細

胞内経路について、免疫染色を用いて解析し

た。 

（３）脳梗塞・脊髄損傷モデルにおける

Noggin によるグリア瘢痕形成阻害作用の解

析 

 中大脳動脈を結紮することにより、脳梗塞

モデルマウスを作出した。経時的に解析し、

当該 BMP 阻害因子がどのように発現上昇を

してくるかを解析した。また、この時のアス

トロサイトの集積も抗 GFAP 抗体により染

色し確認した。 

 

４．研究成果 

（１）ストライプアッセイを用いたアストロ

サイト反発作用の評価 

BMP 阻害因子を基質としてディッシュ上に予

めコートし、マウス由来アストロサイトであ

る A1 細胞を培養した所、２４時間後、ほぼ

全てのアストロサイトがBMP阻害因子から反

発するということを見出し、再現性を確認し

た。タイムラプス顕微鏡を用いて詳しく観察

すると、エンドサイトーシスにより蛍光標識

した精製蛋白質が積極的に細胞内へと取り

込まれていることを見出した。すなわち、細

胞外でBMPの阻害因子として機能すると思わ

れていた分子が、おそらく BMP とは無関係に

（受容体を介して）細胞内へ取り込まれてい

ることを明らかとした。また、この反発活性

はアストロサイトだけではなく、小脳顆粒細



胞に対しても反発活性を示したことから、神

経細胞に対しても反発性ガイダンス因子と

して作用することを見出した。この反発性機

能は軸索だけでなく、神経細胞体も反発作用

を受けることが明らかとなった。すなわち、

当該BMP阻害因子は培養アストロサイトや神

経細胞軸索、細胞体は BMP 阻害因子より反発

作用を受けていた。 

（２）アストロサイトへの細胞内取り込み経

路解析 

 当該 BMP 阻害因子は、細胞内への取り込み

方法としてエンドサイトーシス経路につい

ての解析も行った。その結果、初期エンドソ

ームとの共局在、後期エンドソームとの共局

在を確認した。しかしながら、両エンドソー

ムに共局在する数は少なく、他の経路を介し

ている可能性も考えられる。各種マーカーを

用いてトランスゴルジネットワーク、リソソ

ームやエクソソーム内に取り込まれている

可能性を検討ししたが、現在の所、共局在は

見られていない。 

 また、マウス由来アストロサイトである A1

細胞に対し、endocytosis 阻害剤である様々

な濃度の MitMAB 存在下でスポットアッセイ

を行い、タイムラプスムービーを撮影して

BMP 阻害因子に対する応答性を解析した。そ

の結果、MitMAB により骨形成因子阻害因子の

エンドサイトーシスは一部抑制する事がで

きたものの、反発作用は抑制されなかった。

この結果から、２つの可能性が考えられる。

すなわち、エンドサイトーシスをすることと、

反発作用は関係がない事。もう１つは、

MitMAB によるエンドサイトーシス阻害が不

十分であったため、反発作用が見られてしま

った事である。 

（３）脳梗塞・脊髄損傷モデルにおける BMP

阻害因子によるグリア瘢痕形成阻害作用の

解析 

中大脳動脈梗塞施術 3日後、アストロサイト

の集積及びBMP阻害因子の発現を抗体により

免疫染色を行った。BMP 阻害因子の発現は、

非常に興味深い事に、アストロサイトの集積

していない部分に非常に強く発現していた。

また、BMP 阻害因子の発現細胞を種々の細胞

マーカーを用いて同定を試みた所、NG2 陽性

ミクログリアである事が判明した。これは、

脳実質に内在しているミクログリアではな

く、損傷部位から侵入して来る単球由来のミ

クログリアであることが判明した。 

 これらの結果は、当該因子がアストロサイ

トに対して反発的に作用している事、血中に

存在する単球に発現するBMP阻害因子の発現

を操作する事により、脳梗塞損傷領域・グリ

ア瘢痕形成が改善できる可能性を示唆して

いる。 
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