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緒緒  言言  

 
アストロサイトは脳内に最も豊富に存在するグリア細胞で、血液由来のグルコースなどをニューロンに供給し、また

脳を構造的に支持する役割を持つ。特に、神経活動が活発になるときにはアストロサイトからニューロンへ乳酸が供給

され、乳酸がニューロン内で ATP 源となることでエネルギー需要を満たす「アストロサイト-ニューロン乳酸経路

（Astrocyte-neuron lactate shuttle：ANLS）仮説」が提唱されている［1］。ニューロンが過興奮して起こるてんかん

などの発作時には、ニューロン内でのクエン酸回路の阻害と乳酸濃度の上昇、さらに血液中への乳酸放出が報告されて

いる。これらのことから、「アストロサイトからニューロンへのグルコースと乳酸の供給、およびニューロンでの適切

な代謝が阻害されることがてんかん発作の発症に関与する」可能性が考えられる。しかし、従来脳においてニューロン

の代謝活動の指標とされてきた fMRI では、神経活動の上昇に続いてまず起こると考えられる血中酸素濃度の低下が 

検出されないといったこともあり、個々の細胞のグルコース代謝関連分子の動態を可視化する手段が存在しなかった。

そこで、グルコース、ピルビン酸、乳酸の濃度変化に応答して輝度が変化する単色蛍光タンパク質センサーの開発と  

多色化を行い、ニューロンおよびアストロサイトでの代謝制御機構を分子レベルで理解することを目指した。 
蛍光タンパク質を分割し、乳酸やピルビン酸に対する結合ドメインを遺伝子工学的に融合した。両者の間のリンカー

の長さやその配列を最適化することで、緑色乳酸センサーGreen Lindoblum（Green Lactate indicator suitable for 
fluorescence imaging）と緑色ピルビン酸センサーGreen Pegassos（Green Pyruvate sensing a single fluorescent 
protein-based probe）の開発に成功した。さらに、開発した各種センサーをニューロンまたはアストロサイトに発現さ

せるためのウイルスベクターを作製し、興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸を投与した際の細胞内乳酸、ピルビン

酸、ATP、グルコース動態を観察した結果、ニューロンが活性化されてもアストロサイトで乳酸産生は促進されず、   
ニューロンでのATP産生も促進されていない可能性が示唆された。 
 

方方  法法  

 
11．．緑緑色色乳乳酸酸、、ピピルルビビンン酸酸可可視視化化セセンンササーーのの開開発発  
緑色タンパク質GFP を発色団付近で分割し、大腸菌由来乳酸デヒドロゲナーゼ調節因子の乳酸結合ドメイン、また

はピルビン酸デヒドロゲナーゼ調節因子のピルビン酸結合ドメインを挿入した。両者をつなぐN 末端およびC 末端の

リンカーアミノ酸配列の長さを様々に変更した変異体を作製し、乳酸、ピルビン酸存在下で蛍光輝度が最も上昇するも

のを選抜した。さらにリンカーアミノ酸に点変異を導入し、同様に蛍光輝度が最も上昇するものを選抜した。開発した

センサーを株化細胞に遺伝子導入し、様々な刺激を加えて蛍光輝度変化を解析した。 
22．．各各種種セセンンササーーののニニュューーロロンンおおよよびびアアスストトロロササイイトトへへのの遺遺伝伝子子導導入入ととググルルタタミミンン酸酸へへのの応応答答のの観観察察  
開発したセンサータンパク質を、ニューロンやアストロサイトに発現させるための遺伝子導入手法を検討した。導入

手法としてレンチウイルスベクターまたはアデノ随伴ウイルス（Adeno-associated virus：AAV）ベクターを試し、   

ニューロンにはCaMKIIaプロモーター、アストロサイトにはGFAP（ABC1D）プロモーターを用いた。生後1日の

マウスから大脳皮質と海馬を採取し、ニューロンとアストロサイトの初代共培養細胞を得た。作製した各種ウイルス 
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ベクターを感染させたのち蛍光顕微鏡で観察し、グルタミン酸を投与して蛍光輝度変化を解析した。動物実験は、東京

大学大学院総合文化研究科の動物実験委員会の承認のもと（承認番号29-4）実施した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．緑緑色色乳乳酸酸、、ピピルルビビンン酸酸可可視視化化セセンンササーーのの開開発発  
蛍光タンパク質と結合ドメインをつなぐリンカー領域の長さとアミノ酸配列を最適化することにより、乳酸存在下で

蛍光輝度が約 5.2 倍に上昇する緑色タンパク質変異体と、ピルビン酸存在下で蛍光輝度が約 3.3 倍に上昇する緑色  

タンパク質変異体を得た（図 1）。これらをそれぞれ、緑色乳酸センサータンパク質 Green Lindoblum、および緑色  

ピルビン酸センサータンパク質Green Pegassosとした。Green Lindoblumをヒト胎児腎臓由来細胞株HEK293T細

胞に、Green Pegassosをヒト子宮頸がん細胞株HeLa細胞にそれぞれ発現させて蛍光顕微鏡で観察すると、細胞外か

ら投与した乳酸やピルビン酸に応じて蛍光輝度の上昇が見られた（図 2）。Green Lindoblum およびGreen Pegassos
は、従来開発されたフォルスター共鳴エネルギー移動（Förster resonance energy transfer：FRET）型および単色   

輝度変化型センサーよりも低いEC５０値を示し、高い親和性を持つことが示された。株化細胞での実験結果から、Green 
Lindoblum および Green Pegassos はいずれも細胞内の乳酸およびピルビン酸濃度変化を適切に可視化できていると

考えられた［2］。 
 

図1．Green LindoblumおよびGreen Pegassosの性質 
a） Grren LindoblumおよびGreen Pegassosの配列模式図。 
b） Grren LindoblumおよびGreen Pegassosの蛍光スペクトル。Green Lindoblum

は10 mM乳酸、Green Pegassosは1 mMピルビン酸存在下での蛍光輝度変化

を示した。 
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図2．Green LindoblumおよびGreen Pegassosの株化細胞における応答 

a） Green Lindoblum を発現させた HEK293T 細胞に乳酸を投与した際の擬似  

カラー画像（上）と蛍光輝度の経時変化（下）。乳酸投与に伴う蛍光輝度の上昇が

見られた。スケールバー：30μm。N＝85細胞。平均±標準偏差。 
b） Green Pegassos を発現させた HeLa 細胞に乳酸を投与した際の擬似カラー  

画像（上）と蛍光輝度の経時変化（下）。ピルビン酸投与に伴う蛍光輝度の上昇が

見られた。スケールバー：30μm。N＝28細胞。平均±標準偏差。 
 

22．．各各種種セセンンササーーののニニュューーロロンンおおよよびびアアスストトロロササイイトトへへのの遺遺伝伝子子導導入入ととググルルタタミミンン酸酸へへのの応応答答のの観観察察  
ニューロンとアストロサイトの初代共培養細胞を得たのち、各種センサータンパク質を発現させるためのレンチウイ

ルスベクターまたは AAV ベクターを感染させ、蛍光顕微鏡下で観察した。レンチウイルスベクターを用いて Green 
Lindoblum、緑色ATPセンサータンパク質MaLionG［3］、または緑色グルコースセンサータンパク質Green Glifon 
4000［4］を発現させたアストロサイトに、神経伝達物質であるグルタミン酸を投与すると、Green Lindoblumおよび

MaLionG は蛍光輝度の低下を示し、Green Glifon 4000 では変化が見られなかった。また、AAV ベクターを用いて

Green Glifon 4000 または MaLionG を発現させたニューロンにグルタミン酸を投与した際も、いずれも蛍光輝度の 

低下を示した。 
以上から、従来提唱されてきたアストロサイト―ニューロン乳酸経路（Astrocyte－neuron lactate shuttle：ANLS）

仮説に反し、ニューロンが活性化されてもアストロサイトで乳酸産生は促進されておらず、ニューロンでの ATP 産生

も促進されていない可能性が示された。ANLS 仮説によれば、神経活動が活発化すると、解糖系が亢進したアストロ 

サイトで乳酸が産生されてニューロンに供給され、ニューロンのATPの産生源になるとされている。しかし実際には、

アストロサイトでの乳酸産生、およびニューロンでのATP産生を示唆する結果は得られなかった。ANLS仮説に反す

る研究成果として、FRET型センサータンパク質を用いたグルコース、NADH、乳酸の動態可視化例がある［5］。海馬

スライスや生きた脳組織において、ニューロンの刺激時に細胞内のNADH濃度上昇およびグルコース濃度低下がみら

れるが、それらはニューロンで乳酸取り込みを阻害しても抑制されなかったことから、乳酸の供給を受けた現象ではな

く、ニューロン自身で解糖系が亢進することによる現象であるとされている。ニューロンにおけるGreen Glifon 4000
の蛍光輝度低下は解糖系の亢進を支持する結果であったが、MaLionG の蛍光輝度低下は細胞内 ATP の枯渇を示唆  

する結果であった。さらに、アストロサイトにおいて乳酸、ATPのいずれの濃度も低下していることを示唆する結果が

得られたことから、アストロサイトで必ずしも解糖系が亢進しているわけではなく、神経活動時にもニューロンへの 

乳酸供給は起きていない可能性が示された。今後は、開発した各種センサータンパク質を生きたマウス個体の脳へ発現

させ、in vivoイメージングによる解析を行う必要がある。 
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