
国立研究開発法人理化学研究所・脳神経科学研究センター・チームリーダー

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）

８２４０１

基盤研究(A)（一般）

2019～2016

グリア細胞により支援される皮質神経回路の可塑性

Cortical circuit plasticity supported by glia

９０３９２０８４研究者番号：

平瀬　肇（Hirase, Hajime）

研究期間：

１６Ｈ０１８８８

年 月 日現在  ２   ６   １

円    33,690,000

研究成果の概要（和文）：グリア細胞の一種であるアストロサイトが記憶学習の成立にどのように機能するかを
マウスを用いて研究した。アストロサイトのCa2+上昇が抑制されるIP3R2ノックアウトマウスを観測したとこ
ろ、単離飼育下において海馬脳波に異常がみられた。また、経頭蓋直流電気刺激では、アストロサイトに加えミ
クログリアもノルアドレナリンによる影響を受けることが分かった。恐怖条件付け学習時に、アストロサイト神
経網において、Ca2+のみならずcAMPの上昇を見出した。そして、光刺激のできるGq-GPCRをアストロサイトに発
現させた遺伝子改変マウスを作製し、アストロサイトのGqシグナルが長期記憶の保持を促進させることを示し
た。

研究成果の概要（英文）：The operational dynamics of the astrocyte in relation to memory and learning
 have been investigated. We found a hippocampal sharp wave ripple phenotype in IP3R2-KO mice that 
were reared in isolation. In addition to astrocytes, we showed that microglia are affected by tDCS 
in mice. We found that Ca2+ and cAMP are elevated in astrocytic soma and processes during fear 
conditioning learning. To understand how GPCR signaling in astrocytes contributes to memory, we made
 a transgenic mouse that express an optogenetic Gq-GPCR in astrocytes. Using this mouse, we 
demonstrated that astrocytic Gq activation promotes the maintenance of remote memory.

研究分野： 神経科学

キーワード： グリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分子生物学と光イメージングの技術の進歩により、グリア細胞の研究はこの１０年間に大きく発達した。これら
の最新の技術を駆使してin vivoイメージング実験を進めたところ、本研究により記憶学習獲得時およびtDCS刺
激によるグリア細胞の活動様式が明らかとなった。この結果は、学習障害や記憶低下はグリア細胞を刺激するこ
とで改善できる可能性を提起した。実際にアストロサイトをOptoA1ARを利用して光遺伝学的に刺激したところ、
記憶の保持が良くなったことから、グリアによる脳機能の操作は現実味を帯びてきたものといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脳の神経細胞は、活動電位を発生してシナプスで接続されている他の神経細胞に電位変化を

与え、情報処理を行っている。記憶と学習は、シナプスの伝達効率の調節により成立するもので
あると考えられている。アストロサイトは、シナプスを被覆するグリア細胞であり、大きな膜電
位変化は起こさないが、脳内で Ca2+上昇を起こす (Hirase et al. PLoS Biol. 2004)。麻酔下マウスを
用いた我々の研究で、アストロサイトの Ca2+上昇が、マウス大脳皮質シナプス可塑性に重要な役
割を担うことをが見出された(Takata et al. J. Neurosci 2011)。前脳基底部から投射されるアセチル
コリンが拡散放出され、アストロサイトの G 蛋白共役型受容体(GPCR)を活性する事を示したこ
の研究報告は、神経修飾物質がグリアを介してシナプス可塑性を促進させるという新たなシナ
プス可塑性の様式を検証したものである。 
一方、覚醒下にある動物では、ノルアドレナリンの放出がアストロサイトの Ca2+上昇を惹起す

るとの報告がされている。（Wang et al. Cell Calcium 2013; Paukert et al. Neuron 2013)。実際、アス
トロサイトには、Gq 型の GPCR である α１受容体が多分に発現している(例、Zhang et al. J 
Neurosci 2014)。ここに、学習の成立において、神経修飾物質の拡散放出→アストロサイトの GPCR
活性→アストロサイトから神経細胞への物質分泌（あるいは細胞外濃度の調節）というニューロ
ン・グリア相互作用が考えられる。しかし、無麻酔動物のグリアからシナプスへの作用様式およ
びその効果の詳細は不明である。 
神経細胞とアストロサイトの活動は、細胞内カルシウム(Ca2+)上昇に反映され、蛍光 Ca2+セン

サーで観測出来る。近年では蛍光タンパク質を利用した感度の高い Ca2+センサーが開発され、
個々の脳細胞の活動を観測することが可能となった。我々は、G-CaMP7 蛍光 Ca2+センサーを神
経細胞とアストロサイトに発現するトランスジェニックマウス(G7NG817)を作製した(図２、
Monai et al. 2016)。このマウスは、経頭蓋イメージング出来ると言う特長を有す。即ち、頭蓋骨
を露出するだけで神経活動を可視化でき、神経・グリア活動を非侵襲的かつ慢性的に観測できる。
このマウスを用いて、を流す経頭蓋直流刺激療法（以下 tDCS）は、大脳皮質に全体的にアスト
ロサイトの Ca2+上昇を誘発させ、さらにこの Ca2+上昇は、ノルアドレナリン作動性投射と α１受
容体に依存することがわかってきた。 

 
２．研究の目的 
上記の背景から本課題では、アストロサイトの GPCR 活性による皮質の機能変化を見出し、

そのメカニズムを解明したい。また、そのような変化が動物の学習や行動に影響どのように影響
するのかを追究したい。 

NG817 マウスではシナプスとアストロサイト微小突起からなる神経網（ニューロピル）から、
個々のシナプスやアストロサイトの信号を抽出することが出来る。tDCS をはじめとする様々な
刺激や慢性的経験をマウスに与え、大脳皮質感覚野と高次野の感覚刺激に対する情報表現様式
の変化をニューロピル信号から解析する。そして、この変化がアストロサイトの GPCR 活性に
依存するかを確認する。さらに、各種 GPCR の光遺伝学で、ニューロピル信号の変化が再現で
きるかを追認する。最終的には、アストロサイト GPCR によるニューロピル信号変化が、マウ
スの学習能あるいは気分に影響するのかを見極め、アストロサイトが学習障害や気分障害の進
行の作用点となるかを検証したい。 
 
３．研究の方法 
実験動物にはマウスを用い、大脳皮質感覚野のニューロピルの活動をニ光子励起顕微鏡を用

いて観測した。ニューロピルの Ca2+活動には、BAC-GLT1-G-CAMP7(NG817 ライン)を用いた。
cAMP の活動には、Pink Flamindo を発現するアデノ随伴型ウィルスベクター(AAV)を用いた。
AAV で発現させる緑色蛍光 Ca2+センサーとして G-CaMP7、赤色蛍光 Ca2+センサーとして RCaMP
あるいは jRGECO1a を用いた。細胞外スペースのトレーサーとして、ビオチン化デキストラン
アミンを用いた。 
手術：マウスの頭蓋骨に、開窓手術を施した後、頭部固定用ヘッドフレームを装着した。手術

後の回復を待った後、頭部固定に状態に慣れるように飲み水を報酬としてマウスを訓練した。恐
怖条件付け実験を行ったマウスには、開窓手術に加えて筋電位電極を板状筋・僧帽筋付近に設置
した。 
イメージング：大脳皮質一次感覚野と高次野のニューロピルより二光子励起顕微鏡でイメー

ジングを行った。二光子励起蛍光イメージングには、B-Scope または、Bergamo 顕微鏡（共に
Thorlabs 社）を用いた。励起光源は、Chameleon Vision 2（コヒーレント社）モードロックレーザ
ーを使用した（中心波長：920nm)。画像は 2~15Hz のフレームレートで、約 250μm×250μm の領
域を 1M ピクセルの精度で取得した。 
tDCS（経頭蓋直流刺激)：tDCS には、高精度計測用オペアンプを利用して設計した定電流直流
パワーサプライ（非接地型）を用いた。tDCS の刺激としては、既に効果が確かめられている
0.1mA、10 分を基準とした。正極を皮質上部の頭蓋骨、負極を首（あるいは胴体）の皮膚に設置
した。 
感覚刺激：感覚刺激は、観測する感覚野により、ひげ刺激、フラッシュ刺激（視覚）、日常の風
景動画（いわゆる Natural Image）、純音を提示すた。恐怖条件付け学習においては、チャープ音
を３０秒提示後にフットショックを提示した。また、この時すくみ行動を計測できるように筋電



位を測定した。 
画像解析：動物の微小な動き（あるいは顕微鏡によるぶれ）を修正する。修正には、ImageJ 画
像処理プログラム上で起動する、Turboreg 拡張機能を利用した。修正された画像データを非負
値行列因子分解(Non-negative Matrix Factorization=NMF）アルゴリズムにかけ、空間要素と時間要
素に分解する。時間的に早い神経細胞要素と時間的に緩慢なグリア要素に分かれることを想定
した。これらの解析は複数プロセッサを有する Linux サーバーにて行った。 
 
４．研究成果 
慢性的な環境刺激による脳機能の変化を観測するために、回し車や円筒などが設置された「豊か
な環境」でグループ飼育されたマウスと標準ケージで単離飼育された「孤独環境」マウスの脳波
を比較した。我々のラットを用いた先行研究で、豊かな環境飼育群におい海馬ガンマ波の振幅が
大きくなることが報告されていたが、この事象をマウスでも確認した。次に、同様の実験をアス
トロサイトの Ca2+上昇が抑制される 2 型イノシトールトリスリン酸受容体(IP3R2)ノックアウト
(KO)マウスを用いて行ったところ、野生型と同様にガンマ波の増大が豊かな環境飼育群におい
て見出された。このことは、アストロサイトの Ca2+上昇が飼育環境刺激によるガンマ波の増大に
関与しないことを示唆した。一方で、海馬リップル波は単離飼育の IP3R2 KO マウスで減衰して
いた。海馬リップル波は、海馬から大脳皮質への出力を担い、記憶の定着に重要な役割を果たす
ことがわかっていることから、IP3R2 を介したアストロサイトの Ca2+上昇は記憶の定着に関与し
ていることが見出された。 
 記憶学習の獲得の際の神経細胞とアストロサイトの活動を顕微鏡下に観測するために、頭部
を固定した状態での恐怖条件付け学習の実験系を開発した。その結果、従来のフットショックと
警告音を組み合わせる恐怖条件付け学習と同様にすくみ反応を翌日に観測することに成功した。
実験計画を申請した段階ではＮＮＦ法などの行列因子分解法によって神経細胞とアストロサイ
トの信号を分離する予定であったが、赤色 Ca2+センサーや赤色 cAMP センサーの開発が進み、
細胞種類により別色のセンサーを発現させることが技術的に可能となった。そこで、アストロサ
イトに緑色 Ca2+センサーと赤色 cAMP センサーを同時発現させたり、神経細胞に赤色 Ca2+セン
サーを発現、アストロサイトに緑色 Ca2+センサーを発現させるなど、さまざまなセンサーの組み
合わせで、恐怖条件付け学習の導入時に大脳皮質２，３層ニューロピルの観測を行った。その結
果、恐怖条件付けの最初の３回あたりまで、フットショック提示後にアストロサイトの Ca2+上昇
に加えて、cAMP の上昇を見出すことができた。顔面に空気を吹きかけるような軽い驚愕反応で
は Ca2+上昇は見られるが cAMP の上昇は見られないことから、恐怖条件付け学習時にはアスト
ロサイトを強く刺激する機構があることが示唆された。 
次に蛍光ノルアドレナリンセンサーnLight を利用して細胞外乗るアドナリン濃度を観測して

みたところ、フットショック後に顕著なノルアドレナリンの上昇を大脳皮質に見出すことがで
きた。このとノルアドレナリン上昇と cAMP 上昇の時間的パターンは類似していた。アストロ
サイトの（ノル）アドレナリン受容体には Ca2+を上昇させる α１型、cAMP を上昇させる β１型
および β２型、cAMP を低下させる α２型が知られているが、今回の実験で、軽微な驚愕反応で
は主に α１型が活性化することがわかった。さらに、恐怖条件付け学習のような特別な注意を引
き起こすような状態では、α１型に加えて β型受容体が活性化することがわかった。この恐怖条
件付け学習時の驚愕反応におけるアストロサイトの β 型受容体のサブタイプは β１型であった。
マウスのアストロサイトにおける β１型の β２型に対する優勢は、最近のトランスクリプトーム
解析と合致する。しかしながら、β2型はヒ
トの培養アストロサイトでは有意な発現が
みとめられることから、アストロサイトの
β 受容体の活性は動物種に依存する可能性
がある。 
 アストロサイトの cAMP 信号の下流には
いくつかの機能が結びついているが、その
一つにエネルギー代謝がある。肝細胞では、
グルカゴン受容体やアドレナリン β 受容体
の活性によりグリコーゲンが解糖される
が、アストロサイトは脳細胞のなかでグリ
コーゲンを貯蓄する細胞であり、ノルアド
レナリンで駆動される同様の代謝経路があ
ることが培養細胞の実験で知られている。
cAMP 上昇によるグリコーゲン解糖を生体
脳で確認するために、DREADD-GS を援用
してアストロサイト選択的に cAMP の上昇
を誘発させた。アストロサイトの cAMP を
十分に刺激した後にマイクロ電磁波でマウ
ス脳を固定してグリコーゲン分布を調べた
ところ、DREADD-GS を発現させたアストロサイトのグリコーゲンの低下が確認できた。また、
マイクロ電磁波固定法による脳グリコーゲン分布を記述した論文の発表を行った。今後の脳グ

 
アストロサイトのノルアドレナリンに対する GPCR
セカンドメッセンジャー反応のモデル。恐怖条件付け
学習中などで注意が高くなった時起こった時にノル
アドレナリン作動性細胞が断続的に活動を高め、細胞
外ノルアドレナリン濃度が上昇した結果、β受容体が
活性化し細胞内 cAMP 上昇を引き起こす。Oe et al. 
(2020, Nat Comm)より改変。 



リコーゲン研究に長く参考にされる資料になればよいと期待する。 
アストロサイトの G タンパク質共役受容体活性化が学習に影響を与えるのかを試す実験を

Opto-Gq 系を使って行った。理化学研究所脳科学総合研究センターの平瀬研で作製した BAC-
Glt1-OptoA1AR マウスにおいて新奇物体認識試験を行ったところ、記憶時のアストロサイトの
活性により記憶の保持が２週間以上続くこと見出した。アストロサイトの活性化を行わなかっ
た動物では二週間後の記憶は保持できなかったことから、アストロサイトが長期的な記憶の保
持に有用であることが示された。この成果は、現在 bioRXiv に収録・公開した。
(https://www.biorxiv.org/content/10.1101/753095v1) 
また、本計画のもう一つの提案であった tDCS 刺激時におけるミクログリアの動態について実

験をした。その結果、tDCS によりミクログリアの微小突起伸長の活動が低減することがわかっ
た。また、これは β１型受容体に依存するものであった。研究計画申請時に投稿中であった論文
（Monai et al., Nat Comm 2016）の結果と合わせて考えると、tDCS は大脳皮質のノルアドレナリ
ン濃度を上昇させ、アストロサイトの Ca2+上昇に加えてミクログリアの活動にも影響を及ぼす
ことがわかった。興味深いことに、ミクログリアの形態変化は tDCS刺激後２時間以降に現れる。
この事象は、ミクログリアが神経回路の長期的変化に関与する可能性を示している。 
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