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研究成果の概要（和文）：我々のATPイメージングが海馬などのスライスでも可能であるかどうか検討した結果、海馬
スライスのみならず、大脳皮質でもATP放出を観察することができた。この放出は領域特異的であり、アストロサイト
がATPを放出し神経回路を制御していることを示唆した。また、チャンネルや開口放出の阻害剤を用いた薬理学実験の
結果、どの薬剤を用いても放出イベント数は減少しなかったことから、この放出は薬理学的に多様なものであること分
かった。そこで複数の阻害剤を混合して添加したときのATP放出の変化を調べた結果、このATP放出は、開口放出でなく
チャンネルからの放出が主要な放出機構であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in observing ATP release from astrocytes in brain slices. This releas
e occurred in a region specific manner, suggesting that ATP-releasing astrocytes regulate neural circuit a
ctivity. Pharmaceutical analysis indicated that this ATP release from astrocytes induced by the glutamate 
addition does not depend on the exocytosis but more depends on the release through channels.
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１．研究開始当初の背景 
 グリア細胞は神経細胞にエネルギーを供
給し、神経伝達物質を除去することによって
神経細胞の働きを助ける役割をしているこ
とは従来良く知られていたことである。近年
グリア細胞は神経細胞の興奮性に直接影響
を与えるグルタミン酸、ATP、D-セリンなど
を放出することによって、神経回路機能を積
極的に調節していることが明らかとなり注
目を集めている。これらグリア細胞から放出
され、神経細胞興奮性を調節する物質はグリ
オトランスミッターと呼ばれている。グルタ
ミン酸は神経活動を興奮させ、ATP（および
その代謝物であるアデノシン）は神経活動を
抑制することにより、直接神経活動を修飾で
きるのである。グリオトランスミッターがど
のような時期に、どのような場所から放出さ
れているかを知ることは、それらが神経回路
機能を調節している機序を理解するうえで
必須なことであり、そのためグリオトランス
ミッターのイメージングが望まれている。し
かし十分な時間、空間分解能が得られる手法
がなかったため、グリア細胞がグリオトラン
スミッターを放出する前に細胞内カルシウ
ムを上昇させることを利用して、カルシウム
イメージングを持って代用しているのが現
状である。しかし、カルシウムイメージング
だけではグリア細胞の興奮が神経活動にど
のように反映されるか全く答えることがで
きない。そこで、申請者らはグリオトランス
ミッター、その中でもグルタミン酸と ATP
のイメージングに取り組んでいる。 
 最近申請者らは分散培養系でアストロサ
イトからのグルタミン酸や ATP 放出のイメ
ージングに成功し、放出部位、頻度、時間な
どの基本的な様式を明らかにした（平成 22
年度 Neuro2010 にて発表、論文投稿中）。そ
の結果、驚くべきことにアストロサイトの
10％程度しかグルタミン酸を放出しないこ
と、ATP に至っては 1-2％程度しか放出しな
いことが明らかになった。このことから、ア
ストロサイトはグリオトランスミッター放
出に関して多様性を有していることが明ら
かとなった。グルタミン酸を放出し、ATP を
放出しないアストロサイト、いわゆる「興奮
性アストロサイト」が存在することが今回の
結果から明らかとなった訳である。神経細胞
はその放出する神経伝達物質により分類さ
れているが、グリア細胞にもこのことがあて
はまることを意味する。このことから類推す
ると、ATP だけを放出する「抑制性アストロ
サイト」の存在も強く示唆される。しかし、
このことを証明するためにはグルタミン酸
と ATP の double imaging が必要であり、今
回の申請内容の一つである。ごく最近、海馬
スライスにおいても細胞外 ATP のイメージ
ングに成功し、ATP 放出性の細胞の数は極め
て少ないこと、またそれらは海馬スライスに
おいて偏った分布をしていることを明らか
にした。 

スライスにおいても分散培養系と同様に「抑
制性アストロサイト」の数が少ないことが示
されただけでなく、「興奮性」あるいは「抑
制性」アストロサイトの生理的意義を考える
上でその分布を調べることが極めて重要で
あることを示すものである。実際、ATP 放
出性細胞の分布は海馬 CA2 領域で高いが、
この領域は神経活動が抑制されていること、
その抑制はアデノシンのアンタゴニスト投
与により解除されることが示されている（関
野祐子、私信）。この現象は CA2 領域で大量
に放出されている ATP がアデノシンに分解
され、神経伝達物質の放出を抑制していると
考えれば説明がつく。このように、アストロ
サイトのグリオトランスミッター放出様式
による多様性を明らかにし、グルタミン酸や
ATP を放出するアストロサイトが脳内のど
こに分布しているのか知ることは極めて重
要なことであり、神経回路機能の新たな調節
機構を示すものである。また、グリア多様性
が発生時からの系譜に基づくものか環境に
より可逆的に変化できるものかを明らかに
することも、その生理的意義を考慮する上で
重要である。 
 
２．研究の目的 
 「興奮性」「抑制性」アストロサイトの脳
内局在と、その産生機序を明らかにする、こ
とが究極の目標である。現在のグリオトラン
スミッターイメージングでは固定標本にお
ける局在を知ることができない。そこで、 
(1) アストロサイトからのグルタミン酸、

ATP の放出機構を明らかにし、それらの
放出に関わる分子の中で、「興奮性」およ
び「抑制性」アストロサイトのマーカー
となる分子を同定する。 

(2) それらマーカーを用いて「興奮性」およ
び「抑制性」アストロサイトの脳内局在
マップを作製する。 

(3) また、それら分子マーカー発現機構解析
よりグリア多様性産生機序を明らかにす
る。 

 
３．研究の方法 
(1)海馬などの脳スライスにおける ATP とグ
ルタミン酸同時イメージング装置の開発。現
在古家の所属している名古屋大学において
海馬スライスにおけるATPイメージングに成
功した。これと同等以上の性能を有する装置
を生理学研究所において構築した。この機種
に、現在東京大学で並木らが稼働させている
グルタミン酸イメージング機能を付加し、さ
らにスライス標本でも観察可能なように開
発する。 
(2)グリオトランスミッター（ATP，グルタミ
ン酸）放出機構の解明。分散培養系でアスト
ロサイトからのグルタミン酸放出のイメー
ジングを行った結果、グルタミン酸を放出す
るアストロサイトは全体の 10％程度しかな
いこと、さらにその放出時間は数秒程度のも



のから
とを明らかにした。また、分散培養系におい
てアストロサイトからの
ングしたところ、
トは全体の
時間は
長いことを示した
に共通して観察されたことは放出パターン
が一様でな
すなわち、
構は一つ以上存在する可能性がある。今まで
ATP やグルタミン酸の放出機構解明を目指し
た研究は数多くあるが、結果がそれぞれ異な
っていた。この原因として、放出機構そのも
のに多様性があると考えると説明がつく。わ
れわれは個々のアストロサイトからのグリ
オトランスミッター放出を様式別に分類し、
それぞれの放出機構をまず薬理学的に明ら
かにする。ついで、該当する放出機構関連遺
伝子欠失マウスあるいは
該遺伝子発現を抑制し、その結果を確認す
 
４．研究成果
(1)ATP
置の開発
 これまで生理学研究所において構築され
たATP
ロサイトによる実験を行ってきたが、これを
さらに改良し、海馬などの脳スライスにおけ
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ジングについては、東京大学の並木らの方法
を用いて培養アストロサイトでのグルタミ
ン酸イメージングを行い、観察が可能である
ことを確認した。
様々な刺激を行い
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トの数が少なかった。
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のことはアストロサイトが
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(2)
ン酸）の放出機構の解明
これまでに培養アストロサイトにグルタミ
ン酸を添加することにより、
や持続時間に多様性があること、またチャン
ネルや開口放出の阻害剤を用いた薬理学実
験の結果、どの薬剤を用いても放出の持続時
間は減少
なかった
害剤を混合して添加したときの
化を調べた。その結果チャンネルや開口放出
のすべての阻害剤を混合すると、放出イベン
トの数は顕著に減少した。チャンネルの阻害
剤のみを混合しても放出イベントの数は顕
著に減少した。このことはグルタミン酸添加
による培養アストロサイトからの
開口放出でなくチャンネルからの放出が主
要な放出機構であることを示唆して
まり
ネル、
チャネルの
放出されることを示している。
ネルの阻害剤のうち
放出イベントの数を調べた。その結果ヘミチ
ャネルの阻害剤があると有意に放出イベン
トの数が減少した。このことはヘミチャネル
が他のチャネルとの協調的な放出に重要で
あることを示している。また開口放出がこの
系で観察される
さらに補強するため、
する分子の発現を抑えた培養アストロサイ
トで
のイベント数は抑制されなかった。
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