
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

若手研究(A)

2016～2013

グリアの発する信号が神経活動・行動に及ぼす影響を探る

Glial influence on neuronal activity and behavior

２０４３５５３０研究者番号：

松井　広（MATSUI, Ko）

東北大学・医学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２５７０２０５４

平成 年 月 日現在２９   ５ １５

円    18,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、グリア細胞のうち、アストロおサイト内でのpHやCa2+イオン濃度変化を
検出するため、それぞれのイオン濃度に応じて蛍光が変化するタンパク質を発現する遺伝子改変マウスを作製し
た。これらの動物から急性脳スライス標本を作製し、細胞内pHやCa2+計測を高精度に行った。従来の色素を用い
た方法と比較して、はるかに感度良く応答が記録できるとともに、細胞種特異性が維持できるため、細胞の細か
い突起状の箇所での変化を計測することが可能になった。また、生きているマウスの頭蓋骨に小さな窓を開け、
そこに光ファイバーを通すことで、覚醒時行動中のマウスのグリア細胞内イオン濃度変動を実測することに成功
した。

研究成果の概要（英文）：We have generated transgenic mice that express, in astrocytes of the glial 
cell population, fluorescent proteins that are sensitive to changes in intracellular pH or calcium. 
Compared to methods using synthetic dyes, these proteins are specifically expressed in astrocytes. 
Therefore, using acute brain slice preparations, local changes in the fine processes of the cells 
can be readily identified. In addition, small cranial window was created and optical fiber was 
inserted to observe the intracellular ionic changes in vivo. These methods along with the methods to
 optical control intracellular ionic changes using ChR2 and ArchT, we would be able to understand 
how astrocytes function affect neuronal activity and animal behavior.

研究分野： 脳生理学
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１．研究開始当初の背景 
脳には二つの回路が存在する。ひとつは神

経回路で、神経細胞間を信号が次々と伝わる
ことで、心の機能が成立している。一方で、
脳の容積の大半を占めるグリア細胞も、信号
を伝え合う回路を形成していることが明ら
かになりつつある。とはいえ、その活動の意
味となると、現時点では皆目見当がつかない。
ある種の麻酔薬を投与すると、神経の活動は
続くのに、グリアの活動だけが抑制されると
いう報告もあり、意識や心の状態を左右して
いるのは、実はグリアなのではないかという
仮説も浮かび上がってきた。しかし、神経こ
そが筋肉に接続して、目に見える行動を直接
支配しているので、グリアの活動は、何らか
の交錯過程を経て神経に影響を与えている
と考えるべきであろう。本研究では、信号の
受け渡し過程のメカニズムを詳細に調べる
とともに、交錯過程が存在する意味を明らか
にすることを目指した。 
細胞は、細胞膜で囲われているため、細胞

と細胞の間で信号を伝える際には、細胞の中
から細胞間隙に向けて放出された伝達物質
が仲介役となることが多い。私はこれまで、
神経から神経への信号伝達、および、神経か
らグリアへの信号伝達のメカニズムを明ら
かにしてきた。特に、細胞間隙における伝達
物質グルタミン酸の拡散過程に注目するこ
とで、細胞間を伝わる信号の広がりの時空間
特性を解析してきた。グリアの発する信号を
解析するにも、これまでと同じストラテジー
が立てられそうであるが、事態はそう単純で
はなかった。 
神経科学で使われてきた古典的な手法は、

脳組織標本に電極を下して、電気的に神経細
胞を刺激し、その反応を見る方法であった。
しかし近年、この手法では、神経とグリアを
同時に刺激していることが判明した。つまり、
従来の研究では、神経の刺激とグリアの刺激
のうち、どちらの効果を見ているのか、実は
分かっていなかったのである。グリアの発す
る信号を抽出するには、グリアだけを選択的
に刺激する方法が必要である。最近、藻から
採 れ た 光 感 受 性 膜 タ ン パ ク 質
channelrhodopsin-2（ChR2）を、哺乳類の細胞
に発現させる方法が考案され、光を絞ってタ
イミングよく照射する方法とを組み合わせ
て、神経・グリアの選択的光刺激が可能にな
った（オプトジェネティックス）。既に、様々
な神経やグリア細胞に ChR2 等を効率的に発
現させる遺伝子改変動物の実験系を立ち上
げており、本研究の目的は、これらの動物を
使って、神経回路とグリア回路の間で交わさ
れる信号のやり取りを明らかにすることで
あった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、脳の中に相並ぶ神経回路

およびグリア回路の間で、どのようにして情
報が交換されているのかを明らかにし、グリ

ア回路の活動が、認知・学習・行動といった
心の機能にいかに影響を与えているのか解
明することである。この課題にせまるための
強力なツールとして、ChR2 や ArchT 等の光
感受性分子を活用し、従来は不可能だった、
神経やグリアに対する選択的な光刺激を行
った。また、グリアの担う信号を計測するた
めに、電気的に記録する方法に加え、二光子
イメージング法や FRET 法等の最新の光計測
法を導入した。 
これまで、主に急性脳スライス標本を用い

て実験をしたところ、神経細胞間での興奮性
信号伝達に使われるのと全く同じグルタミ
ン酸が、伝達物質としてグリアから放出され
ることが示された。グリアからの放出のメカ
ニズムは、神経からの放出とは全く異なり、
シナプス小胞からのCa2+依存性開口放出では
なく、DIDS 感受性陰イオンチャンネルから
の pH 依存性放出であることが示唆された。
また、グリア光刺激によってグルタミン酸が
放出されると、神経細胞間のシナプス伝達が
修飾されることも示された。 
引き続き、グリア光刺激時と同レベルのグ

リア細胞内 pH や Ca2+濃度変動が、マウスの
脳内組織でも生じているかどうかを明らか
にする必要が出てきた。そこで、pH と Ca2+

のそれぞれの変動に感受性の高い蛍光タン
パク質を、グリア細胞のうち、アストロサイ
トに高発現する遺伝子改変マウスを作製し
た。また、これまでの電気生理学実験により、
細胞膜を横切るイオンの流れによって、グリ
アの pH 変化が生じると考えられたが、この
pH 変化に特に重要なチャネルやトランスポ
ーターを同定することに成功した。電気生理
学実験とともに、上記、遺伝子改変マウスか
らの光計測を使って、各種イオンの流れとグ
リア細胞内 pH 変化を実測することを目指し
た。 
 
３．研究の方法 
本研究では、（１）急性脳スライス標本を

用いた電気生理学実験、（２）生きたままの
動物からの光計測実験、および、（３）動物
が行動学習している最中での光刺激実験、の
３つの実験を行った。特に、（２）について
は、グリア細胞の活動を光計測するために、
新たな遺伝子改変マウスを作製する必要が
あったが、動物の作製には、CRISPR/Cas9 方
式を利用したため、従来より、はるかに早く、
動物を作製することができた。また、作製し
た最初のマウスでは、pH センサータンパク
質が凝集する傾向があることが分かったた
め、すぐさま、改良型のタンパク質を発現す
る遺伝子改変動物を設計し作製に成功した。
また、急性スライス標本および生きているマ
ウスからの光ファイバーイメージングを行
う工夫も行い、高精度の光計測が可能になっ
た。 

 
 



４．研究成果 
上記、遺伝子改変マウスを使って、急性ス

ライス標本を作製し、細胞内 pH, Ca2+計測を
高精度に行った。従来の色素を用いた方法と
比較して、はるかに感度良く応答が記録でき
るとともに、細胞種特異性が維持できるため、
細胞の細かい突起状の箇所での変化を計測
することが可能になった。また、生きている
マウスの頭蓋骨に小さな窓を開け、そこに光
ファイバーを通すことで、覚醒時行動中のマ
ウスのグリア細胞内イオン濃度変動を実測
することに成功した。今後は、単に自由行動
下でのアストロサイト pH を測定するだけで
なく、学習課題を遂行中での pH, Ca2+計測も
目指す予定である。 
本研究を通して、ChR2 や ArchT のように

アストロサイト内の pH を人為的に操作する
手段に加えて、アストロサイト内 pH, Ca2+の
実測できるようになり、アストロサイト pH, 
Ca2+の機能的な意味を理解する糸口が示され
た。 
なお、本研究課題に関連し、神経細胞とグ

リア細胞の間の信号伝達様式のみならず、神
経細胞同士のシナプス伝達に関する研究も
進めることができた。どの細胞の間でも、信
号を伝え合うことで、多細胞生物としての協
調的活動が可能になるが、細胞間の信号伝達
には、細胞間隙に放出される伝達物質が使わ
れることが多い。神経・グリアに限らず、ど
のくらい信号が良く伝わるのかを明らかに
するには、伝達物質受容体の分布様式をナノ
単位で明らかにする必要がある。また、伝達
物質放出に大きな役割を果たすCa2+チャネル
についても、ナノ単位でのクラスター様式が
信号伝達に大きな影響を及ぼす。今回の研究
では、主に、これらの受容体やチャネルの神
経細胞での分布様式を調べた。なお、本研究
を通して、グリア細胞からの伝達物質放出を
制御する因子や、グリア細胞の情報伝達に必
須のトランスポーターや受容体の存在も明
らかになってきた。今後、神経細胞で使った
のと同等の手法をグリア細胞にも適用する
ことで、神経・グリア細胞の機能連関と相関
する形態学的な情報も得られると考えられ
る。 
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