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研究成果の概要（和文）：脳梗塞など脳障害時におけるアストロサイト活性化メカニズムを解析した。In vitro 傷害
モデルから、P2Y1受容体がアストロサイトの活性を調節する事が明らかとなった。続いて、In vivoで脳傷害モデルか
ら、P2Y1受容体ノックアウトマウスではアストロサイト活性化の促進及びグリア瘢痕形成促進が見られ、ニューロンの
傷害も軽減していた。また、アストロサイト選択的にP2Y1受容体をノックアウトしてもグリア瘢痕形成の促進並びに神
経保護作用が観察された。以上から、アストロサイトに発現するP2Y1受容体がダイナミックにグリア瘢痕形成を調節す
ることで脳障害後の神経保護作用に寄与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Brain injury is known to activate astrocytes, however, it is unclear how they are 
regulated to show an oriented response to the focal brain injury. Here we demonstrate that down-regulation
 in astrocytic P2Y1 receptor accelerates astrocyte responses and neuroprotection after brain injury. Inhib
ition or knockout of P2Y1 receptor accelerated astrocyte reaction in vitro. P2Y1 receptor knockout (P2Y1KO
) mouse showed accelerated astrocyte activation at early phase after brain injury and reduced a number of 
dead neurons which were reproduced by selective knockout of P2Y1 receptor in astrocytes. Our data highligh
t P2Y1 receptor-mediated-astrocyte reaction after brain injury that is essential for neuroprotective actio
n.
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１．研究開始当初の背景

アストロサイトはシナプスや血管など、方向

性を持った突起伸展を行うことで脳内の生

理機能調節を担っている。脳障害時にはアス

トロサイトが活性化、特に脳梗塞など局所傷

害を伴う場合にはその部位に向かった突起

伸展や周囲を取り囲むグリア瘢痕を形成す

ることが知られている。しかしながら、その

メカニズムは不明である。

我々は一貫してグリア伝達物質であるア

デノシン三リン酸(ATP)及びその受容体であ

る P2 受容体のグリア細胞における機能の解

析を行ってきた。脳傷害時には傷害された細

胞から ATPを含むヌクレオチドが放出・漏出

する。ミクログリアはこれらに応答して遊

走・貪食など種々の機能を果たすが、アスト

ロサイトについてはどのような機能を誘導

するか不明であった。In vitro の報告からア

ストロサイトは ATP および P2 受容体により

情報伝達を行うことから、脳傷害時において

傷害部位から放出される ATPが方向性をもっ

たアストロサイトの反応を制御すると考え

られた。

２．研究の目的

局所脳傷害におけるアストロサイトの反応

メカニズムを解析する。特に P2 受容体に着

目し、その発現制御メカニズムを明らかにす

る。さらに、P2受容体によるアストロサイト

の機能変化が神経細胞にどのように作用す

るかを調べる。

３．研究の方法

(1) In vitro脳傷害モデル

培養ディッシュに培養したアストロサイト

をピペットで傷害する。傷害部に面したアス

トロサイトは傷害部位に向かって突起を伸

展する。In vivo においても傷害部に隣接し

た領域では傷害の中心部に向かって突起を

伸展する事から、この突起伸展スピードをア

ストロサイト活性化の指標として用いる事

ができる。

(2) In vivo 局所脳傷害モデル

局所脳傷害モデルとしてマウスに対する物

理的脳損傷(Traumatic Brain Injury, 以下

TBI)モデルを用いた。傷害は体性感覚皮質

(AP: - 1.75 mm, ML: - 1.75 mm, DV: - 1.0 

mm)に加えた。

(3) In vivo マイクロダイアリシス

半透膜を付加したプローブ(A-I 型、エイコ

ム)を傷害部位に配置し、人口脳脊髄液を還

流することで細胞外に放出される ATPを回収

した。ATP 濃度はルシフェリン-ルシフェラー

ゼ法を用い、フォトンカウンティングにより

計測した。

(4) コンベンショナル及び細胞特異的 P2Y1

受容体ノックアウトマウス

コンベンショナル P2Y1 受容体ノックアウト

マウスは過去に作出したものを用いた(Leon 

et al. JCI 1999)。アストロサイト特異的 P2Y1

受容体ノックアウトマウスはテトラサイク

リン制御性トランス抑制因子(tTS)の遺伝子

を組み込んだマウス及び tTSで制御されるプ

ロモーター(tetO プロモーター)下で P2Y1 受

容体発現が抑制されるマウスを掛けあわせ

ることによって作出した(図 3a)。

４．研究成果

(1) In vitro 傷害モデルを用いたアストロサ

イト反応メカニズムの解析

傷害時に放出・漏出される ATPのアストロサ

イトの反応性に対する影響を in vitro 脳傷

害モデル(図 1a)を用いて薬理学的に検討し

た。傷害部に隣接したアストロサイトの突起

を伸展する(図 1b)事からこの突起伸展スピ

ードを Image J及び Manual Tracking プログ

ラムを用いて解析した。アストロサイトの突

起伸展スピードに対して広範なアデノシン

受容体アンタゴニスト xanthine amine 

congener (XAC, 10 μM)や代謝型グルタミン

酸受容体アンタゴニスト MCPG (1 mM)は抑制

しなかった (図 1c)。一方、P2受容体アンタ

ゴニスト RB2 及び PPADS (10 及び 100 μM)



は突起伸展スピードを著しく増加した。この

結果より P2 受容体の阻害がアストロサイト

突起伸展に促進的に機能する事が明らかと

なった。続いてどの受容体サブタイプがこの

反応に重要であるかを選択的アンタゴニス

ト及び百日咳毒素(PTX)を用いて検討した。

P2Y6 受容体アンタゴニスト MRS2578 (3 μM), 

P2Y11受容体アンタゴニスト NF340 (10 μM)及

び百日咳毒素(100 ng/ml, 24 時間前処置, Gi

共役型 P2Y受容体 P2Y12, 13及び 14を阻害)はア

ストロサイト突起伸展に顕著な影響を及ぼ

さなかった(図 1d)。一方、P2Y1受容体アンタ

ゴニスト MRS2179 (1 μM)は著しくアストロサ

イトの突起伸展速度を増強した。薬理学的解

析に加え、P2Y1受容体ノックアウトマウス(以

下 P2Y1KO マウス)より調製したアストロサイ

トの反応を調べたところ、WT アストロサイト

より顕著に突起伸展速度が速かった(図 1e)。

以上の結果より、アストロサイトの P2Y1受容

体の発現及び機能抑制により傷害後の反応

増強が生じる事が明らかとなった。

(2) In vivo 脳傷害モデルを用いたアストロ

サイト反応メカニズムの解析

In vivo でも同様の反応メカニズムが見られ

るかをマウスを用いて検討した。局所脳傷害

モデルとして物理的脳損傷(Traumatic Brain 

Injury, 以下 TBI)モデルを用いた。アストロ

サイトの活性化を活性化マーカーである

GFAP (Glial Fibrially Acidic Protein)の

発現を指標に, ウェスタンブロットによっ

て検討したところ、野生型マウスでは傷害後

3～7 日をピークに, その後緩やかに発現低

下していた(図 2a, WT)。一方、P2Y1KOマウス

では傷害後 1日(1 dpi)ですでに GFAP の発現

増強が見られた。実際、免疫染色で細胞形状

を確認すると野生型マウスでは 1 dpiの大脳

皮質ではドット状の GFAP シグナルしか見ら

れないものの、P2Y1KOマウスでは既に繊維状

の構造物が観察された(図 2b)。これらに加え

て、反応性アストロサイトの調節因子として

重要な STAT3の発現も P2Y1KOマウスで増強し

ていた。3 dpi ではグリア瘢痕構造が形成さ

れるが、その形成領域が P2Y1KOマウスでは有

意に縮小しており (図 2c)、神経細胞死も減

弱していた(図 2d)。さらに、アストロサイト

に発現する P2Y1 受容体機能を更に明確にす

るため、アストロサイト選択的に P2Y1受容体

をノックアウトしたマウスを作出した(図

3a)。コンベンショナルノックアウトと同様、

グリア瘢痕形成は促進され(図 3b)、神経細胞



死は抑制された(図 3c)。以上の結果より、ア

ストロサイトに発現する P2Y1 受容体は活性

化調節に重要な分子であるほか、脳傷害後の

神経保護機能に大きく影響することが明ら

かとなった。
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