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ニューロンとアストロサイトの代謝的特徴と両細胞間の

代謝的交流13C-化合物を用いた初代培養細胞による研究

金 松 知 幸 1，中 嶋 一 行 2

1創価大学工学部環境共生工学科 2同生命情報工学科

は じ め に

中枢神経系はニューロンとグリアから形成さ

れており，グリアはアストロサイト，オリゴデ

ンドロサイトとミクログリアからなる．これら

グリアは，記憶や学習などの脳の高次機能に深

く関与しており，精神神経疾患との関連性も指

摘されている1)～5)．特にアストロサイトは，毛

細血管とニューロンの間に存在し，血液脳関門

の形成やニューロンへのエネルギー源の供給役

を担ったり，あるいはニューロンが形成するシ

ナプス部周囲に存在し，シナプス部で放出され

る神経伝達物質の取り込みや不活性化に関与し

たりすることが知られている6)～8)．一方，ミク

ログリアは従来，中枢神経系において免疫担当

細胞の役割を担っていると考えられていたが，

近年，多くの脳機能と関連していることが報告

されている9)．

脳機能はこれらニューロンとグリア（アスト

ロサイト）の代謝，特に両細胞間の代謝的交流

によって維持されていると考えられている．両

細胞間の代謝的交流の実態を明らかにするため

に，安定同位体である 13C でラベルされた各種

化合物を用いて，in vivo, ex vivo, in vitro での研

究がなされてきている．その結果，ニューロン

から放出された神経伝達物質であるグルタミン

酸はアストロサイトに取り込まれた後，そこで

グルタミンにされる．そしてアストロサイトか

ら放出されたグルタミンはニューロンへ取り込

まれ，再びグルタミン酸にされ10)～15)，g-アミ

ノ酪酸（GABA）の前駆体としても利用され

る16)～19)，ことなどが報告されている．また，

ニューロン活動時に，乳酸―アストロサイトで

解糖系によってグルコースから生成された―が

ニューロンに供給され，その乳酸がニューロン

で好気的に利用されていることが報告されてい

る20),21)．

今回，初代培養ニューロンとアストロサイト

または両細胞の共培養系を用いて，培養メディ

ウムに各種 13C-化合物を添加して行った 13C-

NMR の実験結果と最近の知見をもとに，

ニューロンとアストロサイトの代謝的特徴につ

いて総括した．

13C-化合物と 13C-NMR スペクトル法

安定同位体である 13C は天然存在比が，1H

のほぼ 100に対して，1.1であり，核種に
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Fig. 1. A simpliˆed scheme of the TCA cycle metabolism of [1,6-13C]-glucose.  represents 13C
and ×represents 13C labeled from second turns of the TCA cycle. The numbers show the posi-
tions of carbon.
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よる感度も，1H を 1 としたとき 13C のそれは

0.016 と極端に低く，NMR の観測核種として

は利用し難い．しかし，この様な特性は，化合

物の炭素の 13C atomを 99近くまで上げる

ことにより 13C をトレーサーとして利用するこ

とができることを意味しており，その化合物の

代謝動態を 13C-NMR 測定によって追うことが

できる．そこで，今回，初代培養神経系細胞を

用いて，メディウムに［1,6-13C]-グルコース，

［4-13C]-グルタミンまたは［3-13C]-乳酸をそれ

ぞれ添加し（いずれも 13C の atomは 99），

数時間培養を行った後，メディウムと細胞を分

離し，それぞれを分析用 NMR で 13C-スペクト

ル測定を行った．13C-化合物が細胞内で代謝さ

れた場合の，13C の動態を Fig. 1 に示した．初

代培養ニューロンには Modiˆed Eagle's Medi-

um ; MEM）を用い，初代培養アストロサイト

には Dulbecco's Modiˆed Eagle's Medium ; D-

MEM）を用いた．グルコースが含まれていな

い MEM が市販されていないため，MEM 用

ビタミン溶液と MEM 用アミノ酸溶液を購入

し，それに無機塩類を加え，グルコースフリー

のメディウムを作製し，［1,6-13C]-グルコース

を添加する実験に用いた．

初代培養ニューロンのメディウムに［1,6-
13C]-グルコースを添加し，6 時間後に細胞より

得た抽出画分の 13C-NMR スペクトロスコピー

の結果を Fig. 2A, B に示した．スペクトル図

の各ピークの面積を求め，外標である TSP

（トリメチルシリルプロピオネイト）の面積に

対する相対値から，各ピークのモル数を求め

た．［1-13C]- グルコースを用いた場合，解糖系

によって 2 分子のピルビン酸が産生されると

き，［3-13C]- ピルビン酸の 3 位炭素の atom

は約 50となるのに対して，［1,6-13C]- グル

コースを用いた場合，［3-13C]- ピルビン酸の 3
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Fig. 2. 13C-NMR spectra of cell extracts from rat primary cultured neurons
(A) and astrocytes (B) after 6 h incubation with 5.5 mM [1,6-13C]-glucose
and 4.0 mM glutamine and without lactate. TSP, 3-(Trimethylsilyl)
propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt ; Ala, alanine ; Lac, lactate ; Glu, gluta-
mate ; Gln, glutamine ; Asp, aspartate ; Glc, glucose.

Table 1. Composition of 13C-labeled substance in cul-
ture medium

Medium Glucose
5.6 mM

Glutamine
4.0 mM

Lactate
11 mM

A [1,6-13C] Cold ―

B Cold [4-13C] ―

C ― Cold [3-13C]

When [3-13C]-lactate was added to the medium, glu-
cose was removed.
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位炭素の atomは約 100となることから，

ピルビン酸を介したグルコース由来の代謝産物

を 13C-NMR 測定するときに，検出感度が 2 倍

になる．

初代培養神経系細胞種の違いによるグル

コース，グルタミンまたは乳酸代謝の違い

グルコース 5.5 mM を［1,6-13C]- グルコー

スで（メディウム A），グルタミン 4.0 mM を

［4-13C]- グルタミンで（メディウム B）それぞ

れ置き換えたもの，グルコースの代わりに［3-
13C]- 乳酸 11 mM を加えたもの（メディウム

C），の三種のメディウム（Table 1）でニュー

ロンとアストロサイトを，それぞれ 6 時間培

養した後にメディウム中に残存している 13C-化

合物の量より，ニューロンとアストロサイトの

各 13C-化合物の消費量を求めた．その結果，グ
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Table 2. Neuronal and astrocytic consumption of
glucose, glutamine or lactate added in medium

Glucose
(5.5 mM)

Glutamine
(4.0 mM)

Lactate
(11 mM)

Neurons
(n＝5) 31.2±7.3 55.4±34.8 101±30

Astrocytes
(n＝5) 192±19 19.3±9.2 62.2±20

(mmol/mg-protein/h)
Data are expresed as mean±SD (n＝5). Statistically
signiˆcant diŠerences compared with neurons are ex-
pressed as P＜0.01
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ルコース（メディウム中濃度 5.5 mM）におい

ては，アストロサイトが 192±19 mmol/mg-

protein/h でニューロンが 31.2±7.3 mmol/mg-

protein/h であった．グルタミン（メディウム

中濃度 4 mM）においては，ニューロンが

55.4±34.8 mmol/mg-protein/h でアストロサイ

トが 19.3±9.2 mmol/mg-protein/h であった．

また，乳酸（メディウム中濃度 11 mM）にお

いては，ニューロンが 101± 30 mmol /mg-

protein/h でアストロサイトが 62.2±20 mmol/

mg-protein/h であった（いずれも n＝5）．こ

れらの結果から，アストロサイトでグルコース

が乳酸やグルタミンよりも，また，ニューロン

では乳酸とグルタミンがグルコースよりも消費

量が多いことが明らかとなった（Table 2）．

細胞に取り込まれた各 13C-化合物の

細胞内代謝

1. グルコース代謝

[1,6-13C] -グルコース（メディウム A）が

ニューロンで代謝されると（Fig. 2A），アラニ

ンの 3 位，グルタミン酸の 4 位，アスパラギ

ン酸の 2 位と 3 位にそれぞれグルコース由来

の 13C が取り込まれていた．更に，グルタミン

酸の 2 位と 3 位にも 13C が認められ，TCA 回

路の 2 巡目の a-ケトグルタレイトよりグルタ

ミン酸が合成されていることが明らかとなっ

た．しかし，グルタミンのピークはニューロン

では全く認められなかった．［1,6-13C]-グルコー

スがアストロサイトで代謝されると（Fig.

2B），グルタミン酸の 4 位にはわずかしかグル

コース由来の 13C が取り込まれていないにもか

かわらず，グルタミンの 4 位に著しい取り込

みが認められ，更に TCA 回路の 2 巡目により

グルタミンの 2 位と 3 位にも認められた．ま

た，TCA 回路の 2 巡目によりグルタミンの 2

位と 3 位に 13C が取り込まれた場合，2 位と 3

位のピーク面積は等しくなるはずであるが，ア

ストロサイトでは 2 位が 3 位よりもはるかに

大きい面積を示した．これは，ピルビン酸カル

ボキシラーゼ（［3-13C]-ピルビン酸に炭素が固

定され［2-13C]-オキザロ酢酸が合成される）

がアストロサイトに局在している結果を示して

いるものと思われる22)．また，乳酸の 3 位の

ピーク面積はアストロサイトでニューロンに比

べ高い値を示した．

2. グルタミン代謝

[4-13C]-グルタミン（メディウム B）がニュー

ロンに取り込まれると，まずグルタミン酸にさ

れ，a-ケトグルタレイトを介して TCA 回路に

入り，オキザロ酢酸を経てアスパラギン酸に変

換されていることが示された．また，TCA 回

路の 2 巡目で合成されたグルタミン酸の 2

位，3 位が確認され（Fig. 3A），ニューロンで

はグルタミンが代謝利用されていることが示さ

れた．一方，アストロサイトではグルタミンが

明確に認められるものの，グルタミンの代謝産

物は，わずかなグルタミン酸を除いてまったく

認められず（Fig. 3B），アストロサイトにおい

ては，グルタミンはほとんど代謝利用されない

ことが示された．

3. 乳酸代謝

[3-13C]-乳酸が（メディウム C）ニューロン

に取り込まれると，グルタミン酸，アスパラギ

ン酸やアラニンに乳酸由来の 13C が取り込まれ

ており（Fig. 4A），アストロサイトではグルタ

ミン（［4-13C］）の合成が優性であったが，グ
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Fig. 3. 13C-NMR spectra of cell extracts from rat primary cultured neurons
(A) and astrocytes (B) after 6 h incubation with 5.5 mM glucose and 4.0
mM [4-13C]-glutamine and without lactate. TSP, 3-(Trimethylsilyl)
propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt ; Gln, glutamine ; Glu, glutamate ; Asp,
aspartate ; Glc, glucose.

Fig. 4. 13C-NMR spectra of cell extracts from rat primary cultured neurons
(A) and astrocytes (B) after 6 h incubation with 4.0 mM glutamine and 11
mM [3-13C]-lactate and without glucose. TSP, 3-(Trimethylsilyl) propionic-
2,2,3,3-d4 acid sodium salt ; Ala, alanine ; Lac, lactate ; Glu, glutamate ; Gln,
glutamine ; Asp, aspartate ; Glc, glucose.
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Table 3. 13C enrichments in individual carbon positions of glutamate, glutamine, aspartate, alanine and lactate

Neurons Astrocytes

[1,6-13C]-
glucose

(5.5 mM)

[4-13C]-
glutamine
(4.0 mM)

[3-13C]-
lactate

(11 mM)

[1,6-13C]-
glucose

(5.5 mM)

[4-13C]-
glutamine
(4.0 mM)

[3-13C]-
lactate

(11 mM)

Glutamate C3 0.179±0.081 0.425 0.421±0.209 0.022±0.033 N.D. 0.492±0.368
C4 0.476±0.113 1.41 2.47±1.39 0.237±0.193 0.166 0.993±0.468
C2 0.164±0.035 0.415 0.398±0.199 0.106±0.059 N.D. 0.381±0.183

Glutamine C3 N.D. N.D. N.D. 0.297±0.055 N.D. 0.881±0.512
C4 N.D. 3.31 N.D. 0.612±0.138 1.55 1.32±0.82
C2 N.D. N.D. N.D. 0.464±0.123 N.D. 0.718±0.375

Aspartate C3 0.175±0.097 0.601 0.456±0.334 0.024±0.037 N.D. 0.179±0.134
C2 0.204±0.120 0.577 0.372±0.292 0.026±0.035 N.D. 0.107±0.078

Alanine C3 0.181±0.062 N.D. 0.473±0.304 0.301±0.199 N.D. 0.663±0.339
Lacate C3 0.185±0.095 N.D. 3.90±1.08 0.396±0.229 N.D. 3.37±2.61

13C-label incorporation into individual carbon positions of glutamate, glutamine, aspartate, alanine and lactate in
neurons and astrocytes from [1,6-13C]-glucose, [4-13C]-glutamine or [3-13C]-lactate. Represents [4-13C]-
glutamine or [3-13C]-lactate incorporated into cells from medium.
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ルタミン酸（［4-13C］）もグルタミンの 70近

い面積を示した（Fig. 4B）．ニューロン，アス

トロサイトともに，メディウムに［1,6-13C]-グ

ルコースを添加した場合も［3-13C]-乳酸を添

加した場合も，TCA 回路より生成される代謝

物への 13C のディストリビューションパターン

は同じになるはずであるが（細胞内に取り込ま

れた乳酸がピルビン酸，アセチル CoA を介し

て TCA 回路に入るので），両者（Fig. 2 と

Fig. 4）ともにそのパターンは異なっており，

その現象がなぜ生じるのか興味深い．Bouzier-

Sore AK 等23),24)は，［1-13C]-グルコース＋乳酸

またはグルコース＋[3-13C]-乳酸をそれぞれ

1.1 mM 含むメディウムでニューロンとアスト

ロサイトを培養し，両細胞におけるグルコース

と乳酸の代謝がそれぞれ異なっていること，ア

ストロサイトではグルコースからのグルタミン

とアラニンの合成が活発であり，グルコースが

乳酸より酸化的代謝のよい基質となること，

ニューロンでは乳酸からのグルタミン酸合成が

活発であり，乳酸をグルコースより酸化的エネ

ルギー基質としていることを報告している．

NMR 測定を行うときに，NMR 細管内に外

標である TSP (14.5 mmol）を加え，その TSP

の面積に対する各位炭素の相対面積より，各ア

ミノ酸の各位の炭素へ取り込まれた 13C 量を

mmol で求め，/mg-protein/h で，Table 3 に示

した．表中の薄灰色の数値は，細胞内に認めら

れたメディウムに添加した 13C-化合物である．

メディウム中に認められる，添加した

13C-グルコース以外の 13C-化合物

メディウム中に［1,6-13C]-グルコースを添加

して 4 時間培養した後のメディウムには，［3-
13C]-乳酸のみが確認でき，その量はニューロ

ンで 50.6±23.3 mmol/mg-protein/h で，アス

トロサイトで 169±29 mmol/mg-protein/h で

あり（n＝3, P＜0.001），アストロサイトでの

グルコース由来の乳酸生成が有意に高いことが

示された．Bouzier-Sore AK 等23),24)は，アス

トロサイトでは，グルコースより合成される物

質の主なものが乳酸であること，ニューロンは

乳酸をより消費することから，アストロサイト
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が合成した乳酸がニューロンで，たとえ in

vivo での静止（resting）状態でも，利用され

ていると推測している．

ニューロンは細胞外にグルタミン酸を放出し

ていることが知られているが，今回の我々の実

験では，［4-13C]-グルタミン酸は細胞内に認め

られたもののメディウム中には認められなかっ

た．一方，メディウム中に［4-13C]-グルタミ

ンまたは［3-13C]-乳酸を添加した場合，添加

化合物以外の 13C ピークはほとんど認められな

かった．細胞内代謝によって産生された物質の

細胞外への放出量が，乳酸を例外に，13 C-

NMR 測定の感度以下であるために，検出され

ていないものと思われる．

Sonnewald U 等25)は初代培養アストロサイ

トとニューロンをサンドイッチ共培養し（培養

容器の底面にアストロサイトをフルシート状に

し，その上にニューロンを播種する），メディ

ウムに［1-13C]-グルコースと［2-13C]-アセテー

トを加え，グルタミン合成酵素阻害剤を添加し

た場合と，しない場合で培養を行った．その

後，細胞除タンパク質画分を 13C-NMR 測定と

GC-MS 測定を行い，アストロサイトでしか代

謝利用されないアセテート25),26)の 13C が，グ

ルタミン合成酵素阻害剤がメディウム中に存在

しないときには，g-アミノ酪酸に取り込まれる

のに対して，グルタミン合成酵素阻害剤が存在

すると，その 13C の取り込みが抑制されること

から，アストロサイトで合成されたグルタミン

がニューロンに移行し，そこで，g-アミノ酪酸

の前駆体として利用されることを報告してい

る．しかし，アセテートがアストロサイトのみ

で代謝されるという仮定に対しては，反論もあ

る27)．

ニューロンとアストロサイトの共培養による

細胞内グルコース代謝物の変化

ニューロンとアストロサイトの代謝的交流を

調べるためにトランスウェル（Transwell）を

用いて実験を行った．容器中層にメッシュ状の

膜を入れ，その膜の上にアストロサイトを播種

しフルシートになった所で，そのメッシュを，

底面にニューロンが播種されフルシート状に

なっている培養容器の中層に移し，メディウム

のグルコースを［1,6-13C]-グルコースへ交換

し，4 時間培養を行った．その後，両細胞を

別々に回収し，13C-NMR 測定を行った（Fig.

5）．その結果，共培養を行うことによって，

ニューロン単独培養では見られなかった［4-
13C ] -グルタミンのピークが確認された．

ニューロンにはグルタミン酸からグルタミンを

合成する酵素―グルタミン合成酵素―が存在し

ないことが知られていることから，ニューロン

で認められた［4-13C]-グルタミンはアストロ

サイトで合成されたものがメディウムを介して

移行したものと思われる．また，ニューロン単

独培養の場合，細胞内の［3-13C] -乳酸量は

0.166± 0.049 mmol /mg-protein / h であった

が，共培養の場合，0.734±0.280 mmol/mg-

protein/h であり，共培養によってニューロン

内の乳酸量が有意に増加していた（n＝5, P＜

0.002）．しかし，この増加がニューロンでの乳

酸生成が促進された結果か，アストロサイトに

よって生成された乳酸がメディウムを介して

ニューロンへ取り込まれた結果かは不明であ

る．一方，アストロサイトの細胞内においても

乳酸量は有意に増加していた（単独培養で

0.240±0.077 mmol/mg-protein/h あるのに対

して共培養で 0.529±0.205 mmol/mg-protein/

h, n＝5, P＜0.05）．

ニューロンとアストロサイトの共培養による

メディウム乳酸量の変化

ニューロンとアストロサイトの共培養によっ

てメディウム中の乳酸量が，それぞれの細胞の

単独培養（ニューロン単独で 50.6±23.2 mmol

/mg-protein/h，アストロサイト単独で 169±

29 mmol/mg-protein/h）に比べて有意に増加
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Fig. 5. 13C-NMR spectra of cocultured cell extracts from neurons (A) and
astrocytes (B) after 4 h incubation with 5.5 mM [1,6-13C]-glucose and 4.0
mM glutamine and without lactate. Cocultures were incubated by Traswell.
Neurons were cultivated on the bottom of culture vessel and astrocytes were
cultivated on the mesh located middle of culture vessel. After cocultured,
neurons and astrocytes were separately harvested. TSP, 3-(Trimethylsilyl)
propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt ; Ala, alanine ; Lac, lactate ; Glu, gluta-
mate ; Gln, glutamine ; Asp, aspartate ; Glc, glucose.
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（208±15 mmol/mg-protein/;n＝6，ニューロン

vs 共培養P＜0.001，アストロサイト vs 共培

養P＝0.015）していた．

アストロサイトの乳酸生成を促進する

因子について

ニューロンとアストロサイトの共培養によっ

てメディウム中の乳酸量が，それぞれの細胞の

単独培養より増加していることから，アストロ

サイトの乳酸生成に影響を与えるニューロン由

来の液性因子の存在の有無を検討した．ニュー

ロンを 24 時間培養したメディウム（NCM）

を，［1,6-13C]-グルコースを含むアストロサイ

トのメディウムに加え（NCM の最終濃度は

10），6 時間培養した後にメディウム中の乳

酸量を測定した．一方，グルタミン酸がアスト

ロサイトの乳酸生成を促進するとの報告がある

ことから，アストロサイトのメディウムに

［1,6-13C]-グルコースと同時に 10, 40, 200 mM
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Fig. 6. Amount of 13C-labeled lactate synthesized from [1,6-13C]-glu-
cose and released in the medium by astrocytes. Astrocytes were incubat-
ed with medium containing neuron medium (that was used for 12 h incu-
bation of neurons. Final percentage of neuron medium was 10), heat
denatured that medium or 10, 40, 200 mM glutamate. Amount of lactate
are expressed as mmole/mg-protein/h. The values are means of two ex-
periments.
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のグルタミン酸を添加して，6 時間培養し，メ

ディウム中の乳酸量を測定した（Fig. 6）．ア

ストロサイトのメディウムに NCM を加える

と，メディウム中の乳酸量は，NCM の添加が

ないときに比べ，約 2.3 倍に増加しており，そ

の値はメディウムに 10～40 mM のグルタミン

酸を添加したときに等しかった．このことか

ら，ニューロンから放出されたグルタミン酸が

NCM 中にあり，それがアストロサイトの乳酸

生成を促進していると考えられるが，熱処理

（80°C，10 分）を施した NCM をアストロサイ

トのメディウムに添加すると，熱処理をしてい

ない場合に比べ促進効果は半減していた．この

結果は，NCM 中に含まれるアストロサイトの

乳酸生成を促進する因子に熱不安定物質（グル

タミン酸以外）が含まれていることを意味して

おり，非常に興味深い．

Fig. 7 に，グルタミン酸作動性ニューロンシ

ナプス部位で行われていると考えられるニュー

ロンとアストロサイト間での代謝的交流

（metabolic tra‹cking）を模式的に示した．ア

ストロサイトに局在する酵素として，ピルビン

酸カルボキシラーゼ（pyruvate carboxylase,

PC），グルタミン合成酵素（glutamine syn-

thetase, GS），乳酸脱水素酵素 5 型（ lactate

dehydrogenase-5, LDH-5）それにグリコーゲ

ン合成酵素（glycogen synthetase）があり，

ニューロンに局在する酵素として，グルタミン

分解酵素（glutaminase）や乳酸脱水素酵素 1

型がある．また，輸送体としては，アストロサ

イトに局在するものとしてグルコース輸送体 1

型（glucose transporter-1, GLUT1），グルタ

ミン酸・アスパラギン酸輸送体興奮性アミノ

酸輸送体 1 型（excitatory amino acid trans-

porter 1, EAAT1 : glutamate-aspartate trans-

porter, GLAST），グルタミン酸輸送体 1 型

興奮性アミノ酸輸送体 2 型（glutamate trans-

porter : excitatory amino acid transporter 2,

EAAT2 ）， モ ノ カ ル ボ ン 酸 輸 送 体 1 型

（monocarboxylic acid transporter 1）それにモ

ノカルボン酸輸送体 4 型（monocarboxylic

acid transporter 4）があり，ニューロンに局在

するものとして，グルタミン輸送体（gluta-

mine transporter, GlnT），興奮性アミノ酸輸送

体 3 型（excitatory amino acid transporter 3,

EAAT3），興奮性アミノ酸輸送体 4 型（ex-
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Fig. 7. Schematic representation of metabolic coupling hypothesis between neurons and astro-
cytes during glutamatergic neurotransmission. represents enzyme, represents trans-
porter. At glutamatergic synapses, presynaptically released glutamate via EAAT3 and/or
EAAT4 depolarizes postsynaptic neurons. The action of glutamate is terminated by a glutamate
uptake system located in astrocytes via GLT1 (EAAT2) and/or GLAST (EAAT1). In astro-
cytes, glutamate is converted into glutamine by glutamine synthetase (GS) and glutamine is
released from astrocytes and transported into neurons via GlnT. In neurons, glutamine is hydro-
lyzed to glutamate by glutaminase, and glutamate is released from neurons to synaptic cleft as a
neurotransmitter. Glucose transported into astrocytes from brain microvessels via GLUT1 is
processed glycolytically to pyruvate, and pyruvete is converted to lactate by LDH5. Astrocytic
lactate is released to extracellular space via MCT1 and/or MCT4, and transported into neurons
via MCT2. In neurons, lactate is converted to pyruvate by LDH1, and pyruvate is used as a sub-
strate of oxidative phosphorylation in mitochondria.
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citatory amino acid transporter 4, EAAT4）が

存在している．

グルタミン酸作動性ニューロンの活動時にプ

レシナプティックにグルタミン酸が，シナプス

間隙に放出される．シナプス間隙のグルタミン

酸は GLT1 または GLAST によってアストロ

サイトに取り込まれるが，その時，共役反応と

して Na＋ が取り込まれ，アストロサイト内の

Na＋ が増加することにより Na＋/K＋-ATPase

が活性化される．その結果，解糖系でのグル

コースの消費や LDH-5 による乳酸生成が増加

する．アストロサイトで促進合成された乳酸は

MCT1 や MCT4 を介してアストロサイトより

細胞間隙に放出され，その後，MCT2 を介し

てニューロンに取り込まれ LDH-1 によってピ

ルビン酸にされ，ニューロンの TCA 回路にて

消費され，エネルギー源として利用される．

（アストロサイト -ニューロン乳酸シャトル

説）．一方，ニューロンより放出されアストロ

サイトに取り込まれたグルタミン酸は，グルタ

ミン合成酵素によりグルタミンにされる．アス

トロサイトより細胞間へ流出したグルタミン
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は，グルタミン輸送体によりニューロンに取り

込まれ，グルタミン分解酵素によってグルタミ

ン酸になり，再度，神経伝達物質として利用さ

れる（ニューロン/アストロサイト-グルタミン

酸/グルタミンサイクル説)28)．

また，我々の実験より，ニューロンはアスト

ロサイトの乳酸生成を促進する因子を細胞外に

放出しており，その因子の少なくとも一つはグ

ルタミン酸以外の熱により変性する因子である

ことが示唆された．

ま と め

脳はニューロンと三種類のグリアからなるヘ

テロジーナスな組織であり，それぞれのタイプ

の細胞が独自に機能を担うと同時に，各タイプ

の細胞間で代謝物のやりとり（ metabolic

tra‹cking）が行われたり，細胞間をイオンが

移動したり，シグナル伝達物質を介して情報の

やりとりが行われるなど，種々の方法でお互い

が作用しあっている．また，脳微小血管とアス

トロサイト間の物質移動，それを調節するシス

テムなどがあり，それらが複雑に作用しあって

始めて脳の高次機能が維持されていることは明

かである．それら複雑なシステムのメカニズム

を解明することは不可能に近いと思われるが，

まず，最初の一歩としてニューロンとアストロ

サイトの各細胞を単独で培養し，それぞれの細

胞の代謝的特徴を知ることは重要である．それ

らの結果が，複雑な脳にどこまで反映できるか

は不明であるが，脳機能のある一面を知りたい

という好奇心の結果は，多くの論文，総説とし

てまとめられている．Fig. 7 に示すように，脳

の物質代謝動態には多くの酵素，輸送体それに

受容体が関与しており，脳機能疾患はそれら複

雑な物質代謝交流の異常の結果生じているのか

もしれない．今後，in vitro, ex vitro での 13C-化

合物を用いた研究による知識の蓄積とともに，

in vivo（非侵襲的）での 13C-(N)MR スペクト

ルスコピーによる代謝研究が進展し，最終的に

は 13C-MR イメージングが可能になることを期

待している．
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The central nervous system is composed of neurons and 3 types of glial cells: astrocytes, microglia,

and oligodendrocytes. Metabolic tra‹cking between neurons and astrocytes, such as that in the neu-

ron-astrocyte/glutamate-glutamine cycle and the astrocyte-neuron lactate shuttle, is important to

maintain brain energy and neurotransmitter metabolism. 13C-nuclear magnetic resonance (NMR)

spectroscopy has been used extensively for several decades to elucidate metabolic pathways in

cerebral metabolism.

We incubated primary cultured neurons and astrocytes with [1,6-13C]-glucose＋glutamine, glucose

＋[4-13C]-glutamine, or glutamine＋[3-13C]-lactate for 6 hours, and incubated a co-culture of both

neurons and astrocytes with [1,6-13C]-glucose＋glutamine for 6 hours. Then we separately obtained

cells and culture medium and deproteinized them with 75 ethanol. 13C-NMR spectroscopy analysis

of medium revealed that neurons and astrocytes consumed glucose in 31.2±7.3 and 192±19 mmol/

mg-protein/hour, glutamine in 54.4±34.8 and 19.3±9.2 mmol/mg-protein/hour, and lactate in 101±

30 and 62.2 mmol/mg-protein/hour. These data demonstrate the clear preference of lactate and gluta-

mine over glucose for energy metabolism in neurons and of glucose over lactate and glutamine for

energy metabolism in astrocytes. The co-culture of both neurons and astrocytes showed the increased

concentration of [3-13C]-lactate synthesized from [1,6-13C]-glucose in medium. The concentration of

[3-13C]-lactate in the medium increased by the addition of neuronal medium to the astrocyte-cultured

medium containing [1,6-13C]-glucose. These data may show that neurons synthesize the factors that

stimulate astrocytic glycolysis. 13C-NMR spectroscopy analysis of primary cultured neural cells rev-

ealed the inability of neurons to synthesize glutamine from glucose, and the only slight metabolism by

astrocytes of glutamine incorporated into cells from medium.


