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研究成果の概要（和文）：神経炎症を惹起する細胞として、ミクログリアに焦点を当てた。In vitro条件下でミクログ
リアを活性化処理し、そこから放出される内因性因子を解析した。その結果、活性化ミクログリアよりグルタミン酸が
放出され、神経毒性を示すことを明らかにし、この過程にATPが関与することも示した。このグルタミン酸の放出作用
はグルタミン酸トランスポーター機能変動を介する作用であることを明らかにした。
また、疾病治療にリンクする知見として、抗うつ薬であるパロキセチンがミクログリアの活性化を抑制する知見を得た
。これは、神経疾患に対する新たな治療アプローチを示すもので、今後の薬物治療戦略の確立に貢献できる研究成果で
ある。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated mechanisms underlying the dysfunction of glutamate 
transmission under the inflammatory condition in the spinal cord. We also examined effects of drugs acting
 on CNS functions.  We made in vitro inflammation model using co-culture comprised of astrocytes, microgli
a and neurons obtained from newborn rat brains.  Inflammation decreased glutamate transport by down-regula
tion of GLAST induced by high-concentration of extracellular glutamate released from activated microglia i
n this co-culture.  Among centrally acting drugs including antidepressants we tested, only paroxetine inhi
bited the inflammation-induced glutamate release from activated microglia and prevented the decrease in th
e glutamate transport. We also demonstrated that ATP is one of the factor that made the neural inflammatio
n worse. 
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１．研究開始当初の背景 
神経機能の異常、特に運動神経疾患や神経因
性疼痛など脊髄レベルで神経機能の異常を
生じる疾患は多く見られるが、その原因はほ
とんど明らかになっていなかった。われわれ
は神経炎症が神経機能の異常をもたらす原
因の一つと考え、それを誘発する、あるいは
増悪する因子を解析することが必要である
と考えられた。神経炎症の発症過程には不明
な点が多く、その中心的な役割を果たす可能
性がある細胞であるミクログリアに関して
も、機能的に不明な点が多く存在している。
また、そのような神経機能異常を改善する薬
物に関してもほとんど知られていなかった
ことから、その探索も急務であった。 
 
 
２．研究の目的 
脊髄においてはグルタミン酸が主たる興奮
性神経伝達物質として働いている。このグ
ルタミン酸作動性神経伝達が過剰となるこ
とにより、機能障害・神経疾患が生じるこ
とが明らかとなってきている。本研究にお
いてはこのような疾患を念頭において、脊
髄におけるグルタミン酸作動性神経伝達に
よる異常興奮が生じる原因をシナプス前、
シナプス後およびシナプス間隙それぞれに
おける調節因子異常という観点から検討す
ることとした。そのため、in vitro で神経
炎症を再現できるモデル系を確立すること
が必要である。我々は本研究において、ま
ず有用な in vitro実験系の確立を行うこと
を目的とした。そのような実験系確立の後、
病態解析を行い、神経炎症発症原因および
増悪因子を明らかにする。さらに、そのよ
うな異常を改善する候補薬物を探索し、新
たな治療戦略を見出すことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
神経疾患時の神経炎症を検討するための in 
vitro 実験系の確立をまず行った。新生児ラ
ットよりニューロン、アストロサイト、ミク
ログリアをそれぞれ採種し、単独および共培
養を行った。 
それら培養細胞系にリポポリサッカライド
（LPS）を処理することにより、in vitro 実
験的炎症系を確立した。 
炎症の評価は、ミクログリアの活性化とニュ
ーロンの傷害により行った。 
また、培養液中に放出されるグルタミン酸の
測定および、細胞外グルタミン酸の取り込み
測定によるグルタミン酸トランスポーター
活性の測定を行った。さらに、グルタミン酸
トランスポーターの遺伝子発現の変化を検
討した。 
神経炎症が生じる際に、各種細胞の形態変化、
遺伝子発現の変化、放出される因子の検出な
どを行った。 
また、抗うつ薬を始め各種中枢作用薬の、神

経炎症抑制効果に関して検討した。特に、グ
ルタミン酸トランスポーターへの作用、炎症
を増悪させる候補因子の一つであるATP受容
体への作用に関して薬理学的に検討を行っ
た。 
 
４．研究成果 
ニューロン、アストロサイト、ミクログリア
の共培養および単独培養系を用いたin vitro
条件下で人工的炎症を惹起しうる細胞培養
系を確立し、方法で記述した各種解析を行っ
た。 
 
LPS 処理によりミクログリアの形態変化と、
共培養条件下でのニューロンの傷害が観察
された。このことから、in vitro 培養条件下
で安定した神経炎症を惹起・観察できるモデ
ル系であることが確認された。 
ミクログリアの形態変化および遺伝子発現
の変化から、LPS 処理によりミクログリアの
活性化が生じていることが確認された。 
さらに、この状態でグルタミン酸の放出が上
昇し、細胞外のグルタミン酸濃度が増大して
いた。 
この細胞外グルタミン酸濃度の上昇にはミ
クログリアからのグルタミン酸放出が強く
関与していた。このグルタミン酸放出はグル
タミン酸トランスポーターを介するもので、
開口分泌の過程を経たものでは無いことが
示唆された。 
さらに、このような炎症惹起時に、グリアの
グルタミン酸トランスポーター機能の低下
が見られた。これは、グルタミン酸トランス
ポーターの遺伝子発現の低下によるもので
ある。 
さらに本研究において、細胞外グルタミン酸
濃度の上昇がグルタミン酸トランスポータ
ー機能を低下させることを見いだした。これ
らの結果から、神経炎症時にグルタミン酸の
動態が変動し、炎症を増悪させる可能性が示
された。(Fig. 1) 
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さらに、ミクログリアなどから炎症時に放出
される因子として ATP に注目した。ATP 受容
体遮断薬によりミクログリア活性化の抑制
が見られたことから、炎症時に細胞外濃度が
増大する ATP により、この神経炎症が増悪す
る可能性を見いだした。さらに薬理学的検討
により、この ATP の作用は P2X4 受容体を介
する可能性があることを明らかにした。 
 
また、検討した各種中枢作用性薬物のうち、
抗うつ薬の一つであるパロキセチンのみが
このような神経炎症増悪を抑制した。このパ
ロキセチンの作用はセロトニンとは無関係
のものであり、パロキセチンの新たな治療薬
としての可能性を提示したものであると考
えられる。(Fig. 2) 
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以上のように、神経炎症に強く関与する内因
性因子として、グルタミン酸および ATP を明
らかにし、さらに、炎症増悪に関連する機能
タンパクとしてのグルタミン酸トランスポ
ーターおよびATP受容体の存在も明らかにし
た。 
また、神経疾患の新たな治療薬としてのパロ
キセチンの可能性を示した。 
現在も、パロキセチンの作用機序の解明と、
遺伝子導入を行った細胞を用いた神経炎症
発症機序の解明の研究を進めている。 
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