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研究成果の概要（和文）：Intersectional法を用い、アストロサイトの誕生する神経上皮の部位とアストロサイ
トの最終的に分布する脳部位との対応地図を作成した。背側前脳のアストロサイトはEmx1発現領域から、線条体
のアストロサイトはGsh2発現領域から、視床のアストロサイトはOlig3発現領域から、視床下部のアストロサイ
トはNkx2.1発現領域から、小脳・中脳のアストロサイトはEn1発現領域から、脊髄のアストロサイトはHoxb8発現
領域から、産生されることを明らかにした。また、アストロサイトが脳部位により異なる機能を持つことを明ら
かにした

研究成果の概要（英文）：Astrocytes were thought to be a homogenous population of cells. However, 
several studies have demonstrated that astrocytes from different regions show heterogeneity in their
 expression of ion channels and coupling molecules. To dissect astrocyte heterogeneity, we decode 
the origin of astrocytes in different brain regions. To elucidate the embryonic origins of astrocyte
 in a specific brain region, we applied a recombinase-based intersectional genetic strategy in mice.
 Astrocytes in dorsal forebrain, thalamus, hypothalamus, cerebellum/midbrain, and spinal cord are 
derived from Emx1-, Olig3-, Nkx2.1-, En1, Hoxb8-positive domain of the ventricular zone, 
respectively. In addition, intersectional approach can control the activity of astrocytes in a 
region-specific manner. We can demonstrate that astrocytes in different brain regions contribute to 
different brain functions. 

研究分野：分子神経科学
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１．研究開始当初の背景 
従来アストロサイトは、神経細胞が機能する
ための脳内環境の恒常性維持という受動的
な役割が強調され、脳の情報処理という表舞
台での役割は無視されてきた。しかし、グリ
ア細胞には多くの神経伝達物質受容体が発
現し、シナプス伝達によりシナプス周囲のグ
リア細胞の機能が変化を受ける。また、グリ
ア細胞からは、神経細胞に向けて多様なグリ
ア伝達物質が放出され、神経細胞の興奮性・
シナプスの伝達効率を変化させることがわ
かってきた。アストロサイトは、神経細胞と
同様に、均一な細胞集団ではなく、脳部位に
より形態・細胞内カルシウム緩衝能力・pH
感受性など異なった特徴を持つサブタイプ
が存在する。しかし、神経細胞に比べ、アス
トロサイトの多様性がどのように生じ、その
多様性の背景にどのような分子基盤がある
のかは、不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下の 2点を明らかにし、アス
トロサイト多様性の分子基盤解明の端緒と
する。 
(1)アストロサイトの誕生する神経上皮の部
位・マーカー遺伝子・アストロサイトの最終
的に分布する脳部位との対応地図を作成す
る。 
 
(2)性質の異なるアストロサイトが局在する
大脳皮質・線条体・小脳・延髄・視床下部の
アストロサイトの発現遺伝子プロファイリ
ングを行う。 
 
３．研究の方法 
(1)アストロサイトの誕生する神経上皮の部
位・マーカー遺伝子・アストロサイトの最終
的に分布する脳部位との対応地図の作成  
各種 Cre マウス&floxed-GLT1 マウスの GLT1
免疫染色、各種 Cre マウス＆ bactin: 
tetO-DIO-GFP マウス（tetO プロモーターの
下流に蛍光蛋白質 GFP の cDNA を逆向きに挿
入したベクター。cDNA の両端には loxP, 
lox2722 サイトがあり、Cre により正常な向
きになる）の GFP 染色により、アストロサイ
トの誕生する神経上皮の部位・マーカー遺伝
子・アストロサイトの最終的に分布する脳部
位との対応地図を作成する。 
 
(2)大脳皮質・線条体・小脳・延髄・視床下
部のアストロサイトの発現遺伝子プロファ
イリング 
アストロサイトに発現している遺伝子は、培
養や単離操作により変化することが知られ
ている。そこで、本研究では、培養や単離な
どの操作を行わず、アストロサイトから mRNA
を単離できる TRAP(translating ribosome 
affinity purification)法を用いる。各種Cre
マウス& Mlc1-tTA & 
bactin :tetO-DIO-GFP-L10 マウス（tetO プ

ロモーターの下流に蛍光蛋白質GFPとリボゾ
ーム蛋白質 L10 を融合したキメラ cDNA を逆
向きに挿入したベクター。cDNA の両端には
loxP, lox2722 サイトがあり、Cre により正
常な向きになる）に TRAP 法を応用し、特定
の脳部位のアストロサイトのリボゾームに
結合している RNA を精製し、発現遺伝子プロ
ファイリングを行い、アストロサイトの脳部
位特異的機能に関与している候補遺伝子を
同定する。 
 
４．研究成果 
(1)アストロサイトの誕生する神経上皮の部
位・マーカー遺伝子・アストロサイトの最終
的に分布する脳部位との対応地図の作成  
①各種 Creマウスと floxed-GLT1 マウスを交
配し、作成したマウス脳の GLT1 免疫染色を
行い、アストロサイトの誕生する神経上皮の
部位とアストロサイトの最終的に分布する
脳部位との対応地図を作成した。背側前脳の
アストロサイトは Emx1 発現領域から、線条
体のアストロサイトは Gsh2 発現領域から、
視床のアストロサイトはOlig3発現領域から、
視床下部のアストロサイトは Nkx2.1 発現領
域から、小脳・中脳のアストロサイトは En1
発現領域から、脊髄のアストロサイトは
Hoxb8 発現領域から、間脳より尾側の脳のア
ストロサイトは foxb1 発現領域から、産生さ
れることを明らかにした。 
 
②各種 Cre マウスと bactin: tetO-DIO-GFP
マウス（tetO プロモーターの下流に蛍光蛋白
質 GFPの cDNA を逆向きに挿入したベクター。
cDNAの両端には loxP, lox2722 サイトがあり、
Cre により正常な向きになる）及び Mlc1-tTA
マウス（アストロサイト特異的にテトラサイ
クリン依存性転写因子tTAを発現しているマ
ウス）を交配し、GFP の蛍光により、アスト
ロサイトの誕生する神経上皮の部位とアス
トロサイトの最終的に分布する脳部位との
対応地図を作成した。上記と同様な結果が得
られた。 
 
(2)大脳皮質・線条体・小脳・延髄・視床下
部のアストロサイトの発現遺伝子プロファ
イリング 
培養やセルソーターを経ずに、脳をホモゲナ
イズするだけで特定の脳部位のアストロサ
イトからのみ mRNA を精製するため、新規ア
ストロサイトレポーターマウスを作成した。
b-actin 遺伝子の polyA シグナルの下流に
tetO-DIO-GFP-L10（tetO プロモーターの下流
に蛍光蛋白質 GFPとリボゾーム蛋白質 L10を
融合したキメラ cDNA を逆向きに挿入したベ
クター。cDNA の両端には loxP, lox2722 サイ
トがあり、Cre により正常な向きになる）を
ノ ッ ク イ ン し た マ ウ ス (bactin: 
tetO-DIO-GFP-L10)を、最新のゲノム編集技
術(CRISPR/Cas9)を用いて作成した。このマ
ウスと Emx1-Cre（背側前脳の神経上皮に Cre



が発現しているマウス）及び Mlc1-tTA マウ
スを交配し、脳をホモゲナイズし TRAP 法で
mRNA を単離したが、mRNA の回収率が低かっ
た。その原因は、GFP-L10 のアストロサイト
における発現量が少ないことであった。そこ
で、GFP-L10 の発現量を増やすため、ROSA 遺
伝子座に tetO-DIO-GFP-L10 をノックインし
たマウスを改良型 CRISPR/Cas９法を用い作
成した。現在、このマウスを用い、脳部位特
異的なアストロサイトの遺伝子プロファイ
リングを行っている。 
 
(3)in vivoにおける脳部位特異的なアストロ
サイトの機能解析 
脳部位により形態・細胞内カルシウム緩衝能
力・pH 感受性・可塑性など異なった特徴を持
つサブタイプに分かれることが in vitro の
系を用いて報告されている。しかし、in vivo
において、アストロサイトの機能に脳部位に
よる多様性があるかどうかは不明である。 
 アストロサイトは細胞内カルシウム濃度
を変動させることにより機能を変化させて
いる。従って、アストロサイトの脳機能にお
ける役割を解析するためには、アストロサイ
ト特異的に細胞内カルシウム濃度を上昇さ
せ、脳機能における影響を解析することが必
要である。本研究では、人工リガンドである
clozapine-N-Oxide(CNO)投与により、視床下
部におけるアストロサイト特異的に細胞内
カルシウム濃度を上昇できるマウスを作製
した。具体的には、tetO-FLEX-hM3Dq マウス、
Nkx2.1-Cre マウス、Mlc1-tTA マウスを交配
し、視床下部のアストロサイト特異的に CNO
投与により細胞内カルシウム濃度を上昇さ
せるデザイナー受容体(hM3Dq)を発現させる
マウスを作製した。作製したマウスに CNO を
腹腔投与したところ、摂食量の増加と体温の
上昇が観察された。しかし、背側前脳のアス
トロサイト特異的に細胞内カルシウム濃度
を上昇させても、摂食量の増加と体温の上昇
は観察されなかった。これらの結果は、異な
る脳部位のアストロサイトは異なる脳機能
に関与していることを示唆しており、アスト
ロサイトの機能的多様性を in vivo で示すこ
とに成功した。 
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