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研究成果の概要（和文）：中枢神経系において、Ca2+シグナルの未知機能探索とシグナル分子可視化研究を介して中枢
神経ネットワーク機能について以下の成果を得た。(1)  アストロサイト細胞内Ca2+シグナルを介したアストログリオ
ーシス機構および神経細胞保護作用を明らかにした。(2) グルタミン酸シグナルがどのような時空間分布をとって伝達
を行っているかについて、直接的な解析に初めて成功した。生体脳内測定へと拡張し、感覚入力によりグルタミン酸ス
ピルオーバーが起きることを証明した。(3) NOによるCa2+放出（NICR）を発見。小脳シナプス長期増強を惹起すること
とNOによる神経細胞死にNICRが関与し得ることを示した。

研究成果の概要（英文）：We searched for previously unidentified functions of intracellular Ca2+ signals in
 the central nervous system (CNS) using imaging methods for signaling molecules, and obtained the followin
g results as regard the network mechanism in the CNS. (1) We discovered astrocytic Ca2+ signaling-mediated
 mechanism for astrogliosis and neuroprotection. (2) We succeeded in the visualization of spatiotemporal d
ynamics of glutamate signaling. This study was extended to in vivo glutamate imaging, and proved that sens
ory input induces glutamate spillover. (3) We discovered NO-induced Ca2+ release mechanism (NICR). NICR is
 involved in the long-term potentiation in the cerebellar cortex and in NO-mediated neuronal cell death.
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１．研究開始当初の背景 

 中枢神経系は、多数のニューロンおよびグ

リア細胞間の複雑なネットワーク機構によ

り機能を果たしており、これを統合的に理解

するには、基本的なネットワーク機構を明ら

かにすることが必須である。中枢神経細胞は

複雑な形態をもち、細胞局所におけるシグナ

ル伝達が神経回路の性質を決定している。従

って、細胞局所のシグナル機構を解析できる

シグナル分子可視化法は、ネットワーク機構

解析に極めて有効であり欠くことのできな

い手法である。また、中枢神経系において、

Ca2+シグナルは神経伝達物質放出やシナプス

可塑性などに関与することが知られている

が、Ca2+が制御する未知機能も多数残されて

いる。これら未知機能を明らかにすることに

より、ネットワーク機構を新たな側面から展

望することが可能になると期待できる。 

 

２．研究の目的 

 ニューロン・ニューロン相互作用とニュー

ロン・グリア相互作用に焦点を絞り、Ca2+シ

グナルの未知機能解明とシグナル分子可視

化研究を介して中枢神経ネットワーク機構

研究を格段に進めることを目的としている。

具体的には、以下のテーマについてブレーク

スルーを目指す研究を推進する。 

(1) IP3-Ca
2+シグナルの新機能探索 アスト

ロサイトの形態維持機構・神経細胞機能維持

機構と大脳皮質におけるシナプス維持機構

などについて、IP3-Ca
2+シグナルの機能的意義

の解析を進める。これに際し、遺伝子改変マ

ウスを用いた in vivo 解析も進める。 

(2) グルタミン酸動態解析 主要な興奮性

神経伝達物質であるグルタミン酸シグナル

の時空間分布について、直接的な解析は行わ

れていない。そこで、新たなグルタミン酸プ

ローブ（EOS）を用い、細胞間ネットワーク

におけるグルタミン酸シグナルの可視化解

析を行ってグルタミン酸動態を明らかにす

る。 

(3) NO シグナル・Ca2+シグナル連関機構 NO

シグナルは、小脳シナプス可塑性を誘発する。

この機構に細胞内 Ca2+放出機構が関連するこ

とを示す成果を既に得ている。この新たなシ

グナル伝達様式の分子機構と、生理的および

病態生理的意義を明らかにし、中枢神経系に

おける NO シグナルの意義を明確にする。 

 

３．研究の方法 

 分子生物学、分子遺伝学、電気生理学など

必要な方法は全て用い、先端的な顕微鏡法に

よる可視化解析を進めた。特徴的な手法を以

下に説明する。 

(1) IP3-Ca
2+シグナルの意義を解析するため、

このシグナル伝達を IP3 5-phosphatase を用

いて抑制した。また、アストロサイトでは IP3

受容体２型（IP3R2）が Ca
2+シグナルに関与す

ることが知られているので、IP3R2 ノックア

ウトマウスを用いた解析を行った。 

(2) グルタミン酸動態の可視化には、EOS を

脳組織の細胞外に固定し、２光子励起顕微鏡

を用いて観測した。脳スライス標本を用いた

測定とともに、in vivo イメージング法も行

った。 

(3) NO による Ca2+放出機能については、培養

細胞を用いて分子的な解析を進めた。シナプ

ス伝達における機能は、脳スライス標本を用

いた電気生理学的測定を行った。また、病態

生理機能を明らかにするため、中大脳動脈閉

塞モデルおよび NO 合成酵素（Nos1）ノック

アウトマウスを用いて解析を行った。 

 

４．研究成果 

⑴ Ca2+シグナルの新機能探索① 脳に対す

る様々な傷害に対して、アストロサイトでは

細胞内 Ca2+シグナルが形成され、これがアス

トロサイトの N-カドヘリンの発現を調節し

て、活性化アストログリオーシスを惹起し、

神経細胞の保護に関与することを、遺伝子改

変マウスを用いて明らかにした。また、翻訳

抑制因子である Pum2 が、Ca2+シグナル依存性

に N-カドヘリンの発現を調節する新たな機

構も明らかにした。本成果は、後継の基盤（S）



研究に引き継ぎ論文を発表した（文献①）。 

⑵ Ca2+シグナルの新機能探索② 末梢神経

の髄鞘形成に、神経細胞の活動に依存したシ

ュワン細胞内 Ca2+シグナルが関与することを

明らかにした。さらに、この機構にミトコン

ドリアの関与を示す結果が得られている。ミ

エリン形成機構を明らかにする重要な発見

であると考えられ、論文発表の準備を進めて

いる。 

⑶ Ca2+シグナルの新機能探索③ 大脳皮質

シナプスにおいて、ポストシナプス側の代謝

型グルタミン酸受容体を介する IP3-Ca
2+シグ

ナルの意義を解析し、シナプスの機能維持機

構に関与することを明らかにし、論文発表の

準備を進めている。 

⑷ グルタミン酸動態解析 グルタミン酸プ

ローブ（EOS）を用いて、小脳スライス標本

において平行線維刺激によりシナプス前部

から放出されたグルタミン酸がシナプス外

へ漏れだすスピルオーバーの可視化測定に

成功した。これにより、バースト刺激により

スピルオーバーが生じ、数 µM 程度の細胞外

濃度に達することを明らかにした。さらに、

グルタミン酸可視化法をラット生体脳内測

定へと拡張し、感覚入力によりグルタミン酸

スピルオーバーが起きることも証明した。以

上の成果について論文を発表した（文献⑨）。

マウス生体脳内グルタミン酸可視化測定を

さらに拡張し、脳の自発活動との関連などに

ついて解析を進めている（学会発表）。 

⑸ NO シグナル・Ca2+シグナル連関機構 小脳

皮質では平行線維電気刺激により、濃度数µM

に達する NO シグナルが形成され、プルキン

エ細胞のグルタミン酸感受性を高めてシナ

プス長期増強を誘発する。NO から長期増強に

至る過程を追及したところ、プルキンエ細胞

内のリアノジン受容体が NO により活性化さ

れる NO による Ca2+放出機構（NICR）を発見し、

これが長期増強に関与することを示す成果

を得た。NICR 機構にリアノジン受容体の S-

ニトロシル化が関与することを明らかにし

た。さらに、NICR が虚血性脳障害に関与する

ことを示す結果を得て論文発表を行った（文

献⑤）。この成果を個体レベルでの解析に応

用するため、リアノジン受容体の S-ニトロシ

ル化部位を変異させたノックインマウスの

作成を行った。 
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