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研究成果の概要（和文）：自家開発した酵素光学デバイスにより培養初期のグリア細胞からGABA放出が観察され、一方
培養後期のグリア細胞でGABA放出が著しく減弱した。インピーダンス顕微鏡を用い細胞膜直下のアクチン線維の安定性
によるインピーダンスの変化を非接触で観察した。抗てんかん薬バルプロ酸の投与は、初期のグリア細胞からのGABA放
出を増大し、早いATP放出を示し、プルキンエ細胞樹状突起の伸長を早めた。GABA-トランスポータ系が小脳発達を制御
する可能性を示唆した。バルプロ酸の作用機序とHDAC阻害剤の関係は未だ不明だが、胎生期の特定時期での遺伝子発現
への介入が、GABA放出と小脳発達に影響することが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：We has developed the enzyme-linked transmitter photoassay device. Using this syste
m, GABA release was observed in the immature cerebellar cultured glial cells without co-cultured neurons. 
Matured glial cells expressing GFAP released little GABA. This GABA release would relate to VGAT expressio
n in glial cells. Stability of F-actin and plasmalemmal undercoat could be observed in the living cells us
ing the acoustic microscopy. Valproate, general antiepileptic agent, hastened cerebellar development, espe
cially the dendrite elongation of Purkinje cells. Valproate is known as the inhibitor of both GABA transam
inase and HDAC. It is unknown which is primary factor, however, some HDAC inhibitors showed same effect.  
We developed the device for detection of released ATP relating synaptogenesis. In Valproate-treated animal
s, high ATP release was observed even in P6.
We suggested that GABA would be a conductor of cerebellar development, and HDAC inhibitors might disrupt i
t and hasten abnormally.
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１．研究開始当初の背景 
 組織は多様な細胞から構成され多種の情
報伝達分子が相互作用し複雑な生理反応を
引き起こしている。このような反応では、伝
達分子の「不足」や「過剰」だけではなく、
相互のバランスが重要と考えられる。しかし、
情報伝達分子の放出は従来、細胞の活動変化
の観察、組織周辺溶液の分析、組織の化学固
定後物質分布を観察等で研究されてきたが、
生きた組織からの生理活性分子の放出を時
空間的に観察する方法は乏しかった。本研究
の対象である小脳において、我々は小脳皮質
の分化過程の研究で、グルタミン酸とγアミ
ノ酪酸（GABA）の放出パターンを調べるた
めに、伝達物質の酸化還元酵素を用い発生す
る蛍光分子によって神経伝達アミノ酸の分
布を観察する方法を自家開発した。伝達物質
分布の空間パターンを可視化した結果、従来
GABA が分布すると考えられていなかった
小脳皮質表層部に、非神経性のグリア細胞か
らの GABA 放出が見られること、GABA 興
奮性のグルタミン酸放出が時間的に変化す
ることも観察された。より空間的、時間的に
詳細な観察のために、酵素をガラス基板に共
有結合担持し、光源を LED、光路を表面光励
起としてデバイス化を図った。他の酸化還元
酵素でも測定可能であると確認した。 
２．研究の目的 
 小脳皮質の発達に重要な役割を果たして
いるグリア細胞の伝達物質制御のメカニズ
ムについて、トランスポータタンパク質の作
用に薬理的に介入して、伝達物質放出と細胞
内骨格の変化の両面から測定する。 
 目標１、グリア細胞からの GABA放出メカ
ニズムと制御因子を確定する。目標２、発達
期小脳で、GABAを合成している細胞を確定
する。目標３、GABAの取り込みと放出に強
く関与するトランスポータタンパク質を、細
胞膜に安定化させるメカニズムと制御因子
を確認する。目標４、一連の過程での遺伝子
発現の変化を追跡する。 
３．研究の方法 
（１）酵素をガラス基板に担持して光学測定
する自家開発の光学デバイスを用い、ラット
小脳組織スライスおよび培養細胞について
伝達物質放出の光学測定を行った。 
多様な伝達物質の測定のため開発を進め、研
究当初のグルタミン酸、GABA に加え、ATP 放
出の測定を可能にした。さらにバックグラウ
ンド光の影響を抑えて高感度撮影が可能に
なるよう、デバイス回りの改良を行った。 
（２）超音波によって生きた細胞内構造を可
視化する音響インピーダンス顕微鏡を用い、
培養細胞および急性スライス組織の細胞内
構造変化を連続観察した。 
（３）細胞内の情報伝達及び遺伝子発現に介
入するため、培養細胞及び個体への薬理的介
入を行い、その細胞・組織を光学デバイス及
び音響インピーダンス顕微鏡で観察した。 
（４）細胞・組織のタンパク質レベルでの変

化を観察するために、組織化学的手法による
染色を行い、共焦点顕微鏡で観察した。 
４．研究成果 
（１）培養小脳グリア細胞からの GABA 放出
光学測定を行ったところ、神経細胞が共存し
ない環境においても培養初期のグリア細胞
から GABA 放出が観察され、一方 GFAP 発現し
た培養後期のグリア細胞では、GABA 放出が著
しく減弱した。GABA 放出期のグリア細胞は、
GABA合成酵素GAD65/67抗体で染色され、GABA
合成能があることが確認できた。発生初期に
はグリア細胞が GABA を合成し放出している
と考えられる。生きたグリア細胞に VGAT タ
ンパク質 N-末端認識抗体または C-末端認識
抗体を結合させたところ、N-末端抗体のみが
結合した。GABA 放出期のグリア細胞は、GABA
細胞内取り込みの向きに VGAT を発現してい
ることが示唆された。 
（２）トランスポータタンパク質を細胞膜に
安定化させるメカニズムと制御因子を観察
するため、インピーダンス顕微鏡を用いた細
胞観察のフレームアップを整えた。細胞膜直
下のアクチン線維の重合・脱重合に伴うイン
ピーダンスの変化、および、アクチン線維が
収縮を示した際のインピーダンス変化を、細
胞に非接触で観察した。 
（３）トランスポーターの作用に影響する抗
てんかん薬バルプロ酸を胎児期に投与され
たラットで、発生初期にグリア細胞からの
GABA 放出が増大し、GLAST、GLT-1 などトラ
ンスポータタンパク質の発現が変化した。更
に神経突起の早期の異常伸長が見られ、
GABA-トランスポータ系が小脳発達の時間進
行を制御している可能性を示唆した。 
（４）小脳発生から神経回路形成をつなぐ伝
達物質として重要な、ATP の放出分布観察デ
バイスを構成し、バルプロ酸投与動物の小脳
組織を観察したところ、対照動物に比べ早期
から ATP の放出が観察された。 
（５）神経発達に関わる遺伝子発現に影響す
ることが知られるヒストン脱アセチル化酵
素(HDAC)阻害剤を、バルプロ酸と同様に胎児
期に投与したところ、トリコスタチン A投与
群では極弱い影響、SAHA 投与群ではバルプロ
酸より弱いが一定の影響が現れることを確
認した。バルプロ酸の効果が、GABA を介した
ものか HDAC 阻害剤としての効果かまだ結論
は得られないが、胎生期の特定時期での遺伝
子発現への介入が、GABA 放出と小脳発達に影
響することが強く示唆された。 
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発明者：吉田祥子、穂積直裕、氏家雅彦、須
山洋行 
権利者：豊橋技術科学大学、パルステック工
業 
種類：特許 
番号：特願 2013-258731 
出願年月日：2013.12.13 
国内外の別：国内 
 
○取得状況（計 ２ 件） 
 
名称：糖尿病性白内障を予防する医薬品製剤 
発明者：吉田祥子、三木隆治 
権利者：豊橋技術科学大学 
種類：特許 
番号：特許 4787952 
取得年月日：2011/7/29 
国内外の別： 国内 
 
名称：音響パラメータ測定装置、音響パラメ
ータ測定装置用の試料支持体、音響パラメー
タ測定方法、及び超音波脳組織観察方法 
発明者：吉田祥子、小林和人 
権利者：豊橋技術科学大学、本多電子 
種類：特許 
番号：特許 5130451 
取得年月日：2012.11.16 
国内外の別： 国内 
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