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１．神経興奮を調節する特殊なアストロサイトサブタイ

プとTRPV4チャネル

水野 早紀，石崎 泰樹，柴崎 貢志

（群馬大院・医・分子細胞生物学）

我々は温度感受性TRPチャネルに属するTRPV4(活

性化温度閾値:34℃以上)が海馬に高発現しており,脳

内温度を介して海馬神経細胞の興奮性を向上させている

ことを見いだしている (J.Neurosci 2007).脳組織標本を

詳しく解析したところ,神経細胞の他,アストロサイト

にもTRPV4発現を認めた.非常に興味深いことに,アス

トロサイトの中に,TRPV4陽性と陰性の二種類の細胞

が存在しており,TRPV4陽性アストロサイトは約20％

程度のマイナーなサブタイプを構成していた.この結果

は,TRPV4の発現を指標にアストロサイトのサブクラ

スを分類できる可能性を示唆している.さらに,TRPV4

陽性アストロサイトはTRPV4の活性化に伴い,グリオ

トランスミッターを遊離し,周りのアストロサイトに興

奮を伝播していることを突き止めた (JBC 2014).このよ

うなアストロサイトからの情報伝達物質の遊離は,アス

トロサイトTRPV4の活性化→周囲のアストロサイトの

興奮→神経細胞の興奮/抑制というカスケードが存在す

る可能性を強く示唆しており,神経-グリアの機能連関を

調べるのにTRPV4が非常に有用なツールであることを

強く示唆している.

アストロサイトにおけるTRPV4の局在や神経活動増

加に伴うアストロサイトTRPV4のダイナミックな局在

変化などの最新データも交え,アストロサイトに発現す

るTRPV4の特徴を紹介し,その生理学的意義を議論し

たい.

２．サイトメガロウイルス角膜内皮炎のin vitro感染モ

デルの確立と感染様式の検討
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【目的と意義】 角膜内皮炎は,角膜の透明性維持に必要

な角膜内皮の炎症によって,角膜の浮腫と混濁を生じる

重症疾患である.近年,ヒトサイトメガロウイルス

(HCMV)による角膜内皮炎が報告されているが,病態の

詳細は不明である.HCMVの感染様式には,ウイルス粒

子の産生が停止した潜伏感染と,ウイルス増殖に必要な

遺伝子が発現しウイルス粒子が産生される溶解感染があ

る.そこで,角膜内皮細胞でのHCMVの感染様式を検討

した.【材料と方法】 ヒト角膜内皮細胞 (HCEC;

human corneal endothelial cells)は研究用ヒト角膜から

採取し培養した.ウイルス株は臨床分離株由来のTB40E

を用いた.溶解感染では最初にHCMV前初期遺伝子が,

次にウイルスDNA複製に必要な初期遺伝子が,最後に

ウイルス粒子を構成する後期遺伝子が発現する.そこで

HCECと,HCMVが溶解感染することが知られている

ヒト胎児包皮繊維芽細胞 (HFF;human foreskin fibrob-

last)にTB40Eを感染させ,前初期,初期,及び後期ウイ

ルス蛋白の発現をWestern blot法で,ウイルスゲノムの

複製をreal-time PCR法で調べた.さらに,ウイルス

DNAポリメラーゼ付随因子UL44に対する抗体を用い

て,共焦点レーザー顕微鏡でHCMV感染細胞核内に「ウ

イルス複製の場」が形成されるかどうかを観察した.

【結 果】 HCEC,HFFともに,HCMV前初期,初期,及

び後期蛋白の発現を認め,前初期IE86と初期UL44蛋

白は感染 2日後のHCECでより多く発現していた.感

染3日後にはウイルス複製の場の形成とウイルスゲノム

の複製を認め,HCECでより効率的であった.【考

察】 HCECにHCMVが非常に効率よく溶解感染した.

この結果より,HCMV角膜内皮炎は角膜内皮細胞に

HCMVが溶解感染することで引き起こされると考えら

れた.

３．群馬大学における多光子励起レーザー顕微鏡の運用

実例
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近年の光学技術の進歩により,フェムト秒パルスレー

ザーを発生することのできるチタンサファイアレーザー

を搭載した多光子励起レーザー顕微鏡 (Multiphoton
 

laser microscopy;MPLM)による研究が盛んになって

きている.MPLMは,生体に与えるダメージを最小限に

抑えつつ,深部の構造物を観察できるという特徴を持っ

ている.このため特に,遺伝子改変技術などを組み合わ

せたin vivo imagingに適しており,これまでわからなっ

た多くの生命現象がリアルタイムで観察できるように

なってきている.群馬大学においても昨年末にこの

MPLMが共通機器として導入され,今年度より正式運用

となった.群馬大学に導入されたMPLMはオリンパス
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社製の次世代機 (FVMPE-RS)と従来機 (FV1200)の複

合機で,1台のチタンサファイアレーザー(MaiTai Deep-

See) を2台の顕微鏡で共有するシステムである.特に

FVMPE-RSは,ミラーコーティングの改善などにより,

従来観察が困難であった赤色蛍光色素の描出が容易に行

えるなどの特徴を持っている.今回の発表では,群馬大

学におけるMPLMの実際の運用例を紹介する.特に,遺

伝子改変により赤色蛍光色素を発現するマウスの脳の

in vivo imagingを紹介する予定である.

４．オリゴデンドロサイト前駆細胞の生存・増殖は脳微

小血管内皮細胞由来のエクソソームにより促進される
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我々はこれまでに,ラット白質梗塞に対する脳微小血

管内皮細胞 (MVECs)移植の効果を検討し,MVECs移

植が梗塞巣の再髄鞘化を促進することを明らかにした.

本研究ではMVECs移植による白質梗塞改善の分子機

構を明らかにすることを目的として,オリゴデンドロサ

イト前駆細胞 (OPCs)に対するMVECs由来エクソソー

ム (exosome)の効果をin vitroで検討した.成体SD

ラット大脳より調製した初代培養MVECsの培養上清

から,エクソソーム分離試薬を用いてMVECs由来のエ

クソソームを抽出した.また,OPCsは幼若SDラット大

脳皮質からimmunopanning法によりO4陽性細胞とし

て分離し,PDGF存在下に数日間培養した後に実験に用

いた.MVECs由来のエクソソームのOPCsへの取り込

みを確認するため,エクソソームを膜標識色素PKH67

で標識してOPCs培養系に添加した.添加後2時間以内

にOPCs内に色素標識された多数の顆粒状構造体が認

められたことから,MVECs由来のエクソソームが

OPCsに容易に取り込まれることが明らかとなった.

MVECs由来エクソソームによるOPCsの生存・増殖調

節を検討するため,エクソソームがOPCsの細胞死およ

びBrdU取り込み能に及ぼす効果を調べた.培養3日目

において,エクソソーム存在下のOPCsの細胞死は対照

群に比べて有意に抑制された.またエクソソーム存在下

において多数のBrdU陽性細胞が認められた.これらの

結果はMVECs由来のエクソソームがOPCsの生存な

らびに増殖を促進している可能性を強く示唆した.

MVECs由来のエクソソームに含有される分子を解析す

ることにより,MVECs移植による白質梗塞改善の分子

機構の詳細を明らかにすることができると考えられる.

５．小脳のオリゴデンドロサイト分化におけるFGF-２

の作用
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CD44は細胞―細胞,細胞―細胞間基質を接着させる

接着因子のひとつである.我々は,小脳に存在するLIF

によってアストロサイトへ分化誘導できる前駆細胞が,

CD44を発現している事を報告した (Cai et al.,2012).本

研究では,小脳発達におけるCD44陽性細胞の存在意義

を検討するため,まず生後発達期のマウス小脳における

CD44の発現様式を解析した.生後発達期初期の小脳で

は,CD44はGLAST陽性である未分化なバーグマング

リアとアストロサイト前駆細胞に加えて,Sox2陽性であ

る神経幹細胞,Olig2陽性であるオリゴデンドロサイト

前駆細胞にも発現が観察された.生後3日齢の小脳から

CD44陽性細胞をFACSを用いて回収しneurosphere
 

assayをおこなったところ,CD44陽性細胞の一部が

neurosphereを形成し,CD44が神経幹/前駆細胞に発現

している事が強く示唆された.次に,CD44陽性細胞から

オリゴデンドロサイトへの分化を誘導する因子を探索し

た.その結果,FGF-2とheparinを添加すると,CD44陽

性細胞はO4陽性のオリゴデンドロサイトへ分化する事

が明らかとなった.さらに,生後3日齢のマウス小脳の

スライス培養にFGF-2とheparinを添加すると,オリゴ

デンドロサイト前駆細胞の増殖と分化が促進され,一方

でアストロサイトの分化が遅延した.以上の結果より,

FGF-2は生後初期の小脳のオリゴデンドロサイト分化

を制御する作用を持つ事が示唆され,また,小脳内に存

在するCD44陽性細胞がオリゴデンドロサイトへ分化

する可能性が示された.
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