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研究成果の概要（和文）：アストロサイトのCa2+シグナルにおいてP2Y1受容体は中心的な役割を果たす。この
P2Y1受容体をアストロサイト選択的に過剰発現するマウスは、薬物誘発てんかん発作に対する易感受性を示す。
このマウスを用いて、てんかん易感受性の原因となるメカニズムを、イメージング、電気生理学、遺伝子発現の
解析を行ったところ、新規アストロサイト興奮性シグナル分子を介したニューロン―アストロサイト間の双方向
性情報伝達の亢進がその原因となる可能性を見出した。見出された新規アストロサイト興奮性シグナル分子はア
ストロサイトに豊富に存在し、神経過興奮を示す様々な病態に寄与するシグナル分子の可能性がある。

研究成果の概要（英文）：P2Y1 receptor plays a central role in Ca2+ signals in astrocytes. Astrocytes
 upregulate P2Y1 receptors in neurological disease such as epilepsy. Overexpression of astrocytic 
P2Y1 receptor increases susceptibility to drug-induced status epilepticus. To understand the 
underlying mechanisms, we performed start-of-art imaging, electrophysiology, and transcriptome 
analysis of astrocytes and found that the overexpression of astrocytic P2Y1 receptor led to 
enhancement of bidirectional communications between neurons and astrocytes through a novel 
excitatory signal derived from astrocytes. The novel excitatory signal of astrocytes is enriched in 
astrocytes and may be involved in disease pathogenesis in which neurons exhibit hyperexcitability.

研究分野：神経薬理学・神経化学・神経科学

キーワード： アストロサイト　てんかん　カルシウムシグナル　P2Y1受容体　てんかん重積　海馬　カルシウム感受
性タンパク質　神経過興奮
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題で見出されたP2Y1受容体シグナリングは、新規興奮性シグナル分子を介したシナプス制御機構であ
り、この点において学術的意義がある。アストロサイトの機能変調が様々な中枢神経系疾患で報告されてきてお
り、その疾患メカニズムを明らかにする上でアストロサイトの役割を明らかにすることは重要な課題の1つとな
っている。この新規興奮性シグナルはてんかんのみならず神経過興奮を伴う様々な疾患に寄与する可能性があ
り、治療法の確立していない中枢神経系疾患の治療法開発に資する知見を与える点において社会的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞の異常放電によって起こるてんかん発作において、アストロサイト機能の寄与が指摘
されている 1,2。アストロサイトは Ca2+の濃度変化により興奮性する細胞で、病態時において様々
な Ca2+シグナルを示す。てんかん病態においてアストロサイトの Ca2+シグナルが増加し、これ
がてんかん発作を増悪させる可能性が指摘されている 1。P2Y1 受容体シグナルはアストロサイ
トの Ca2+シグナルの発生において中心的な役割を果たし 3、てんかん重積モデルにおいて増加す
る 4。しかし、そのてんかん病態における意義は不明なままであった。 
我々は、マウスのアストロサイト特異的に P2Y1受容体を過剰発現させると、薬剤誘発てんか
ん重積の感受性増加及びてんかん病態で見られる神経過興奮を惹起することを見出した。この
マウスでは、神経活動に依存しない、アストロサイトの細胞全体に拡がる異常な Ca2+シグナルが
発生するが、劇的な形態学的変化を示す反応性アストロサイトの所見はなかった。以上の事実は、
アストロサイトの機能異常がてんかん病態に積極的に寄与することを示す。アストロサイトに
おける P2Y1受容体を介した Ca2+シグナルの増加のみでは、神経活動の顕著な増加及びてんかん
重積は観察されないため、なぜアストロサイトの P2Y1受容体を介した Ca2+シグナル増加が、ピ
ロカルピン誘発てんかん重積増加に繋がるのか？アストロサイト由来の何らかの因子がてんか
ん重積誘発し、増悪化している可能性がある。本研究は、「アストロサイト由来てんかん重積誘
発因子」を見出すことを目的とするため、アストロサイト特異的 P2Y1受容体過剰発現マウスを
用いたイメージング及び遺伝子発現解析を中心とした検討を計画した。反応性アストロサイト
の所見を伴うてんかんモデル動物では、多数の変動遺伝子が想定される 5が、アストロサイト特
異的 P2Y1受容体過剰発現マウスは、反応性アストロサイト様の変化を示さないことから、比較
的少ない変動遺伝子がてんかん重積の感受性亢進が起こっていると考えられたことから、「アス
トロサイト由来てんかん重積因子」を見出す上で利点となると考えられた。 
 
２．研究の目的 
神経細胞の異常な放電によって起こるてんかん発作のメカニズムとして神経細胞の興奮性にか
かわるイオンチャネルの異常やシナプス伝達の異常が指摘されている。これに加えて、非神経細
胞であるグリア細胞がてんかん発作並びにてんかん原生などのてんかん病態に積極的に寄与す
ることが示されつつある。我々は、グリア細胞の１種であるアストロサイトがてんかん病態形成
における重要な役割を果たすことを示してきた 6。この研究と並行して、アストロサイトの Ca2+

シグナルにおいて中心的な役割を果たす分子 P2Y1受容体に着目して、その機能的意義を解析す
る過程で、アストロサイト特異的 P2Y1 受容体過剰発現マウス（P2Y1OE）はてんかん重積の易
感受性を示す事実を見出した。このことから、アストロサイト P2Y1受容体過剰発現はアストロ
サイトの機能異常を介することでてんかん重積易感受性を引き起こすという仮説立てた。この
仮説を検証するため、このマウスを用いて、イメージング、電気生理学、遺伝子発現解析を行う
ことにより、てんかん発作を制御するアストロサイト由来因子を見出すことが本研究の目的で
あった。 
 
３．研究の方法 
AAVマイクロインジェクション 
アストロサイトおよびニューロンの活動を弁別的同時に計測するために、緑色と赤色の異なる
蛍光を発する Ca2+感受性蛍光タンパク（GCaMP6f 及び jRGECO1a）を、アストロサイト特異的
プロモーター（GfaABC1D）制御下にアデノ随伴ウイルスベクター（AAV）を用いて導入した。
麻酔したマウスを脳定位固定装置に保持し、海馬 CA1領域に AAVを注入した 7。細胞外グルタ
ミン酸レベルの検出には AAVを用いて iGluSnFrをアストロサイトに導入した。 
 
二光子励起レーザー顕微鏡イメージング 
AAV 注入 3－4 週間後に急性脳スライス標本を作成し、二光子励起顕微鏡下において GCaMP6f
発現アストロサイトと jRGECO1a 発現ニューロンの Ca2+シグナルを同時イメージングした。
GCaMP6fは 920 nmで jRGECO1aは 1200 nmの波長のレーザーを用いて励起した。イメージン
グは CA1 領域の錐体細胞層及び放線状層を含む視野において行った。シャーファー側枝を電気
刺激して誘発される Ca2+シグナルを可視化した。iGluSnFRは 920 nmの波長のレーザーで励起し
て、Ca2+と同様の領域においてイメージングを実施した。試薬は潅流投与した。一部の試薬につ
いては、95%O2/5%CO2を通気しながらインキュベーションして処置した。 
 
アストロサイト RNA-seq 
P2Y1受容体過剰発現によって変動するアストロサイト因子を見出すため、マウスからアストロ
サイトを単離して、その RNAを用いた RNA-seq解析を行った。申請時には大脳皮質及び海馬を
含む組織のアストロサイトを利用する予定であったが、アストロサイトの遺伝子発現に脳領域
特異性があることが判明したため 8,9、イメージング実験を行った海馬組織に限定した解析を行



った。アストロサイトは磁気活性化細胞分離法を用いて単離した。RNAを定法に従って単離し、
BGI JAPANの解析サービスを利用して RNA-seqを実施した。 
 
免疫組織化学法 
アストロサイト由来てんかん重積因子の候補分子の発現を評価するために、免疫組織化学法を
実施した。定法に従い、マウス脳を 4%PFAにより固定し、凍結切片を作出し、蛍光標識二次抗
体を用いた免疫染色法を実施した。コンフォーカルレーザー顕微鏡を用いて染色した切片の画
像を取得した。 
 
In vivo電気生理学的計測 
海馬における局所電位変化を計測するために、脳定位固定下に海馬 CA1 領域近傍に双極電極を
留置し、生体アンプを用いて電気活動を計測した。記録は手術 1週間後に実施した。 
 
スライスパッチクランプ法 
ニューロンの発火特性を計測するために、急性脳スライス標本を用いたパッチクランプ法を実
施した。膜電流固定下に、歯状回顆粒細胞から脱分極パルスによって生じる活動電位を記録・定
量した。 
 
４．研究成果 
アストロサイト P2Y1受容体発現マウスにおける神経活動の解析 
P2Y1OEマウスは、ピロカルピン誘発てんかん重積発作の感受性が増加していたことから、神経
過興奮することが示唆された。これを電気生理学的に検証するために、in vivo電気生理学的記録
を行ったところ、P2Y1OEマウスにおいて有意に異常なスパイク活動が計測された。個々の神経
細胞の活動について調べるため、脳スライス標本を作成し、歯状回顆粒細胞の発火特性を検証し
たところ、P2Y1OEマウスにおいて有意に発火頻度が増加した。これらの事実は P2Y1OEにより
神経過興奮が生じる可能性を示唆した。 
 
アストロサイト P2Y1受容体発現マウスにおけるニューロン―アストロサイト情報伝達の亢進 
P2Y1OEが神経の興奮性を上昇させる細胞メカニズムを明らかにする目的で、アストロサイト及
び神経細胞に異なる色の Ca2+感受性蛍光タンパク質を発現させて二光子励起レーザー顕微鏡下
にこれら 2種の細胞活動の同時 Ca2+イメージング（Dual color Ca2+ imaging）を、海馬 CA1領域
を含む急性脳スライス標本を用いて行った。シャーファー側枝の電気刺激によって最初に速い
Ca2+応答がニューロンにおいて観察された。このニューロンの応答に続いて、P2Y1OEのアスト
ロサイトにおいて遅延性の大きな Ca2+応答が観察された。コントロールマウスでは、このアスト
ロサイトにおける遅延性 Ca2+応答は殆ど観察されなかった。P2Y1OEマウスおいて、ニューロン
の Ca2+応答は延長、すなわち、Ca2+応答の増強が観察された。このニューロンの Ca2+応答の増強
並びにアストロサイトにおける遅延性 Ca2+応答は、P2Y1受容体の薬理学的遮断により消失した。
一方、コントロールでは P2Y1受容体の薬理学的遮断のニューロン応答への影響は観察されなか
った。このことから、P2Y1OEにおいて、ニューロンからアストロサイトへの情報伝達並びにア
ストロサイトからニューロンへの情報伝達が共に増強されており、これらはアストロサイトの
P2Y1受容体活性化を介することが示された。P2Y1OEにおいて、AMPA/KA及び NMDA受容体
遮断は、ニューロンの Ca2+応答を消失させたが、アストロサイトの Ca2+応答は残存した。また、
アストロサイトのグルタミン酸シグナルに寄与するとされるmGluR5及びmGluR2/3受容体遮断
は、ニューロンおよびアストロサイトの Ca2+応答のいずれにも大きな影響を及ぼさなかった。以
上より、ニューロンからアストロサイトへの情報伝達の増強は、ニューロンから放出された ATP
もしくは ADPを介すると考えられた。 
 
アストロサイト P2Y1受容体過剰発現によって誘発されるニューロン活動亢進メカニズムの解析 
P2Y1OEで観察されるアストロサイトからニューロンへの情報伝達に関わる因子として、グルタ
ミン酸の寄与が多く報告されている。グルタミン酸センサータンパク質を用いたイメージング
を行い、シャーファー側枝刺激誘発グルタミン酸を可視化したところ、P2Y1OEでは刺激誘発グ
ルタミン酸放出が増加することが見出された。このことから、アストロサイトの P2Y1受容体依
存的な Ca2+応答がニューロン活動を延長・増強する原因として、アストロサイトを介したグルタ
ミン酸放出増加の可能性が示唆されたが、Dual color Ca2+ imaging とグルタミン酸イメージング
データの詳細な時空間解析により、グルタミン酸動態と Ca2+動態には時間的乖離があることが
判明し、グルタミン酸放出増加を起こすメカニズムはアストロサイト由来のグルタミン酸放出
を介するのではなく別の因子を介する可能性が示唆された。 
この別の因子を探索するため、海馬アストロサイトから RNA を抽出し RNA-seq を行ったとこ
ろ、P2Y1OEにおいて有意に発現増加及び低下する分子を見出した。発現増加する１つの分子 X
について詳細に検討したところ、この分子 X が、P2Y1OE のアストロサイトにおいて発現増加
していることが免疫組織化学法により示された。この分子 Xは CA1領域及び歯状回領域のアス
トロサイトにおいて確認された。この分子 X が、P2Y1OE においてニューロンの Ca2+応答の増
強に寄与するかを検証するため、この分子 X の中和抗体を処置したところニューロンの Ca2+応



答が減弱することが示された。P2Y1OEによって誘発されるてんかん易感受性において、この分
子 X の必要性を検証するために、ゲノム編集技術に基づいてアストロサイト選択的に候補分子
を欠損させる AAVを作出し、これの有用性を評価した。 
 
本研究課題によりアストロサイトに由来する神経興奮性シグナル X を見出した。今後、この分
子 Xをアストロサイト選択的に欠損させることでこの分子 Xが「アストロサイト由来てんかん
重積因子」となり得るかを検証し、得られた成果をまとめて論文として公表する。アルツハイマ
ー病などの神経疾患のモデル動物では、神経過興奮とアストロサイト P2Y1受容体の発現上昇が
共に起こる。今回見出した分子 X がほかの病態においても共通した神経興奮性増大因子である
可能性もあり、これについては今後の検討課題としたい。 
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