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研究成果の概要（和文）：アストロサイトは三つ組みシナプスを構成して神経伝達に関わるが、アストロサイト
を人為制御することで神経伝達を変化させるか否かについては未だ不明である。本研究では淡蒼球アストロサイ
トをモデルとしてこの現象を検討した。まず自発運動を付加したマウスではアストロサイトの微細突起の複雑性
が増すこと、及びOlig2を発現するアストロサイトOlig2-ASとGFAPを発現するGFAP-ASの2種類があり相互排他的
であることを見出した。これらのアストロサイトにDREADD法を用いて活性化した際に運動の変化（神経伝達の変
化）が検出できたので、現在それぞれのアストロサイトに特異的な現象か否かを検証している。

研究成果の概要（英文）：Astrocytes are known to form "Tripartite synapse" with pre-and post synaptic
 neuronal elements. The question we would like to address in the  present study is "Does 
modification of astrocytic functions influence neuronal activity?" To this end, we checked 
ultrastructures of astrocytes before and after three-week voluntary exercise. After exercise, the 
fine processes of astrocytes increased their complexities, suggesting that astrocytes responded to 
increased neuronal activities. During this morphological study, we noticed that in the Globus 
Pallidus there are two distinct populations of astrocytes, one is Olig2-expressing astrocytes and 
another is GFAP-expressing astrocytes. These two populations distributed in a mutually-exclusive 
manner. We transfected M3Dq receptor, which can activate cells in the presence of designer drug, CNO
 (DREADD method). Using this method, we activated astrocytes in the Globus Pallidus and the mice 
were less active as compared to the control mice.  

研究分野：神経解剖学、分子神経科学
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１．研究開始当初の背景 
近年、神経—グリア相互作用を中心に研究が
大きく発展するにつれて、グリア細胞の神経
系における機能の重要性が大きくクローズ
アップされてきてい る。しかしながら、そ
の多くが神経細胞の機能が変化した際のグ
リア細胞の変化に注目したものであり、言わ
ば一方通行（神経からグリア）の議論がほと
んどであった。グリア細胞の中でも特にアス
トロサイトはシナプスを包み込み、伝達物質
の再取り込みやグリオトランスミッターの
放出を通じて神経機能調節に関わっている
ことが、三つ組みシナプスという名称で呼ば
れている。 
２．研究の目的 
アストロサイトは 「三つ組みシナプス」を
通じて神経活動を制御していると考えられ
ているが、実証例は少ない。本研究ではアス
トロサイトに GABA トランスポーター阻害
剤、グリオトランスミッター代謝阻害剤など
を投与することで自発運動にどのような影
響が出るか、またアストロサイトにムスカリ
ン受容体の変異体であるM3Dq或いはM4Di
を発現させたトランスジェニックマウスを
用いて、デザイナー薬剤刺激法（DREADD）
によりこれらアストロサイトを特異的に刺
激、抑制することで自発運動にどのような影
響が出る かを検討することでアストロサイ
トの機能改変による運動回路を制御できる
か否かを解明することを目的とした。 
３．研究の方法 
１）淡蒼球アストロサイトの形態変化が神経
入力に応じたものか否かを、運動負荷前後で
の淡蒼球でのシナプス数の定量により評価
する。免疫電子顕微鏡法によりシナプスと 
GAT-3 陽性アストロサイト突起の関係も同
時に評価する。  
２）定位的に両側淡蒼球にカニューレを挿入
し、これを介してアストロサイト毒、GAT−３
阻害剤、アデノシン産生阻害 剤を投与して
同部位アストロサイトの機能を変化させた
場合にマウスの全般行動（Open field テス
トで評価）や淡蒼球 神経細胞の電気活動を
電気生理的に検出する。  
３）淡蒼球アストロサイトに特異的に薬剤か
感受性チャネル分子である M3Dq 等を発現さ
せたマウスを用いて、 同部位アストロサイ
トを特異的に活性化、或いは不活化した際の
全般行動、自発運動を行動実験で、神経活動
を電気生 理的に検出する。これらの検討を
通じて淡蒼球アストロサイトが大脳基底核
回路に果たす役割を明らかとする 
４．研究成果 
まず淡蒼球における三つ組みシナプスの存
在を形態学的に示すために、Olig2-CreER マ
ウスと ROSA ｰ Flox-GAP43-EGFP マウスを交配 
させたダブルトランスジェニックマウス（以
下ダブル TG マウス）に運動負荷を与える実
験を行った。具体的にはダブル TG マウスを 3
群 に分けて、コントロール群は固定して回

らないランニングホイールを入れたケージ、
ランナー群では回転可能なランニングホイ
ールの 入ったケ−ジ、ランナー休息群も同様
のケ−ジに入れて 3 週間飼った。前 2 群はこ
の 3 週目で灌流固定し、淡蒼球における GFP
免疫組織化 学染色を行った。ランナー休息
群はさらに3週間今度は固定したランニング
ホイールの入ったケ−ジで飼育し、その後灌
流固定し免疫 染色に供した。それぞれの群
のGFP陽性アストロサイトの形態をまずレー
ザー共焦点顕微鏡で比較検討し、顕微鏡画像
上の蛍光量を NIH Image ソフトで定量し 3群
を比較した。ランナー群ではコントロールに
比して有意に蛍光量が増大しており、またラ
ンナー休息群では減 少傾向を認めた。さら
にこれら 3群の GFP陽性細胞の微細構造を電
子顕微鏡で観察し、電子顕微鏡画像における
GFP免疫陽性構造をNIHImageソフトで定量評
価した。レーザー共焦点顕微鏡の結果と良く
一致して、コントロール群に比してランナー
群では単位面積あたりのGFP陽性の突起断片
数が有意に増加しており、ランナー休息群で
はコントロールと同じレベルにまで減少し
ていた。いずれの群も GFP 陽 性構造の面積
は有意差は無かった。これらの結果はランニ
ングという運動負荷に応じてアストロサイ
トが形態を複雑化させていること 、また一
度複雑化した構造も、運動負荷が無くなると
再び単純な構造に復することを示唆してい
る。これは神経活動とアストロサイト の形
態変化が強調している、すなわち三つ組みシ
ナプスの存在を強く示唆するものと考えら
れた。この形態解析を行っている過程で淡蒼
球アストロサイトにはOlig2を発現するもの
と GFAP を発現するものの 2 種類があり、そ
れらは相互排他的に存在する可能性が考え
られた。そこで脳内各部位における 両者の
分布を詳細に比較検討した。Olig2-AS は主に
基底核回路、視床、橋、延髄に分布し、GFAP
のそれとは明らかに分布パターンが異なっ
ていた。また Olig2-AS はグリア型 GABA トラ
ンスポーターである GAT-3 や小胞型 GABA ト
ランスポーターである VGAT の分布と酷似し
ていた。Olig2-AS の全般的な機能抑制を行う
ために、 Olig2-AS 特異的に M3Dq 遺伝子を発
現させた。この蛋白は人工的なリガンドであ
る CNO を投与すると Gq 蛋白を介して細胞機
能抑制がかかるものである。CNO 投与時と 非
投与時での主にマウスの四肢の動きをモニ
ターする目的で透明なシリンダーに一定時
間入れて前肢の動きをビデオ解析した。また
運動評価としてグリッド上を 歩行させてど
れくらい足を踏み外すかの評価も行った。結
果としてはCNO投与時に明らかに片側前肢の
動きが正常よりも抑制されていることが明
らかとなった。 本研究の開始時には Olig2−
AS の人為的機能操作を光感受性チャネルで
あるチャネロドプシンやハロロドプシンで
行うことを計画していたが、実際に計画を遂
行 する過程で光遺伝子操作よりもより長期



に細胞機能の人為操作を行うことができる
DREADD 法がより目的に合致していることが
分かって、特に本年度はその方法を 採用し
て一定の成果が得られている。さらに本年度
の分布解析から、Olig2−AS は GABA 作動性の
伝達を特異的に調節している可能性がある
ので、今後の計画とし て Olig2−AS 特異的に
GAT-3 のノックダウンを行う系を確立し、機
能解析を行う予定である。 
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