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研究成果の概要（和文）： 

吸息活動は、延髄内の pre-Bötzinger complex (preBötC)という場所で起こる。従来の説で
は、呼吸リズムは preBötCの神経細胞（ニューロン）が作り出しており、脳のもう一つの主要
な構成細胞であるグリア細胞は、ニューロン周囲の細胞外環境を維持する程度の役割しか演じ
ていないと考えられていた。本研究において、我々は、吸息時に活動するニューロンに先行し
て活動を開始するアストロサイト（グリア細胞の一種）を発見した。ニューロン活動のみを抑
えるフグ毒のテトロドトキシンを投与すると、ニューロン活動および呼吸神経出力は消失した
が、これらのアストロサイトの周期的な自発活動は残った。さらに、光を照射すると細胞を活
性化させるイオンチャネルであるチャネルロドプシン２を、アストロサイトにのみ発現させた
遺伝子改変マウスを用い、preBötC 領域のアストロサイトを光照射で興奮させると、吸息性ニ
ューロンの活動を惹起させることができた。これらの結果は、アストロサイトが preBötC 領域
において呼吸リズム形成に積極的に関与していることを示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The inspiratory activity originates from a medullary region called the pre-Bötzinger 

complex (preBötC). Traditionally, it has been hypothesized that the respiratory rhythm 
is generated by the preBötC neurons. Glial cells, another major cellular component of the 
brain, are thought to maintain extracellular environment around neurons, playing less 
important roles on the respiratory rhythm generation. In the present study, we discovered 
astrocytes (a kind of glial cell) whose activity preceded inspiratory neuronal activity. 
After the application of tetrodotoxin, which suppresses only neuronal activity, 
respiratory neuronal output disappeared, but these astrocytes maintained their rhythmic 
activities. In addition, in transgenic mice that expressed channelrhodopsin2 only on 
astrocytes, photo-stimulation of preBötC astrocytes induced firing of inspiratory neurons. 
Channelrhodopsin2 is an ion channel that activates the cell when a light is emitted. These 
findings suggest that astrocytes in the preBötC are actively involved in the respiratory 
rhythm generation. 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：脳神経科学・融合基盤脳科学 
キーワード：ニューロングリア相互作用 
 
１．研究開始当初の背景 

呼吸リズムは、現在まで、脳幹内の興奮性
および抑制性ニューロンから構成される神
経回路網によって作られると考えられてき
た。グリア細胞は、一般的に、ニューロンの
物理的および代謝的支持組織と考えられて
いた。しかし今や、様々な神経伝達物質に対
する受容体を発現し、グルタミン酸やATPと
いったグリア伝達物質（gliotransmitter）
を放出して、直接ニューロン活動に影響を与
えることが明らかとなっている（Haydon and 
Carmignoto, Physiol Rev, 2006）。我々は、
2000 年に呼吸リズムを保持する脳スライス
標本（リズミックスライス標本）において、
グリア細胞のクレブス回路を特異的に阻害
することによって呼吸活動が著しく抑制さ
れることを見出し、グリア細胞が呼吸リズム
生成機構において重要な役割を果たしてい
ることを報告した（Hülsmann S, Oku Y et al., 
Eur J Neurosci, 2000）。当初、我々は、こ
の呼吸抑制はグリア細胞によるグルタミン
酸－グルタミンサイクルが遮断されること
により前シナプス終末において興奮性シナ
プス伝達物質であるグルタミン酸が枯渇す
ることが原因と考えていた。最近の研究
（Huxtable et al., J Neurosci, 2010）で
は、グリア細胞機能を阻害することによって、
ATPに対するグリア細胞のCa応答が減弱する
と共に、呼吸リズム生成機構の応答性も低下
することが示されている。 
 
２．研究の目的 
グリア細胞活動がグリア伝達物質を介し

てニューロン活動に影響を与えることは知
られているが、巨視的な神経回路出力にどの
ように関わっているかについては、ほとんど
分かっていない。呼吸リズムを保持する脳ス
ライス標本は、神経回路出力が自発的な呼吸
活動として計測可能なため、神経回路レベル
でのグリア細胞活動の機能的役割を解明す
るのに適した実験モデルである。本研究は、
リズミックスライス標本を用いてグリア細
胞の呼吸リズム生成機構における役割を詳
細に検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

呼吸スライス標本において、ニポーディス
ク共焦点スキャナ（CSU-X1; 横河電機製）に
て preBötC 領域の Ca イメージングを行い、
preBötC 領域の吸息性リズム活動に関連する
細胞の Ca 動態を解析した。具体的には、幼
若マウス脳幹より、preBötC を含み、呼吸活

動を維持するリズミックスライス標本を作
成する（Oku et al., J Physiol, 2007; Okada 
et al., Eur J Neurosci, 2007）。Ca イメー
ジング実験では、preBötC 領域に Ca 指示薬
（Oregon Green 488 BAPTA-1 AM, OGB1）を
注入し、呼吸活動に伴う preBötC グリア細胞
／ニューロンのイメージングを行った（図 1）。 

図 1. preBötC 領域における多細胞 Ca イメ
ージング（Okada et al. J Physiol, 2012
より引用）A: リズミックスライス標本の
preBötC 領域に OGB1（緑色）をボーラス注
入。B: preBötC 領域の平均蛍光(上段)の変
動は吸息性ユニット活動積分波形（下段）
と相関した。C: Ca 信号の主成分（PC）分
析によるニューロンとアストロサイトの機
能的分類。D: OGB1 イメージング（左）後
の S100β免疫反応（中）に基づくニューロ
ンとアストロサイトの免疫化学的分類。E: 
ニューロン（上段）とアストロサイト（下
段）からの Ca イメージング（ΔF/F）とセ
ルアタッチ（unit）の同時記録。F: 一ビデ
オ画面におけるニューロンとアストロサイ
トの局在。G: F で記録されたニューロンと
アストロサイトのラスタープロット。下段
のヒストグラムはニューロンの同期率を示
す。図 C-G において、ニューロンとアスト
ロサイトは、それぞれ黒色、青色で示され
る。 



ニューロンとグリア細胞（アストロサイト）
の判別は、細胞の大きさ（アストロサイトは
細胞体が小さい）とCa動態（アストロサイト
は明るく、rise timeが長く、応答が大きく、
減衰時定数が長い）によって行った。さらに
データの次元を主成分分析法によって低次
元化した後に、サポートベクターマシンを適
用（図 1Cの点線）することで、判別の自動化
を行った。しかし、この判別法は複雑で、高
度の技術を要するため、よりシンプルな判別
法として、(1) Sulforhodamine 101に対する
染色性（グリア細胞特異的とされる）を指標
とする方法、(2) phenylephrineや高濃度
（13mM）K+に対する反応性を指標とする方法、
(3)グリア細胞特異的プロモーター（GFAP）
制御下に蛍光蛋白質EGFPを発現したトラン
スジェニックマウス（Tgマウス）を用いる方
法、(4) GFAP制御下にCa感受性蛍光蛋白質を
発現させたTg動物を作成して用いる方法を
検討した。得られたCa信号は、吸息性バース
トの開始点を基準としてcycle-triggered 
averagingし、CaΔF/F活動と呼吸活動との関
連性について検討した。 
さ ら に 、 tetracycline transactivator 

(tTA) マ ウ ス と tetO-channelrhodopsin-2
（ChR2）マウスを使った”KENGE-tetシステ
ム”によりアストロサイト選択的に改変型
ChR2を発現させたTgマウス（Tanaka K et al, 
Cell Rep, 2012）を用いて、preBötC領域ア
ス ト ロ サ イ ト の 光 刺 激 （ optogenetic 
stimulation）を行い、preBötCアストロサイ
トの脱分極が呼吸性ニューロンの脱分極を
惹起させるか否かを検討した。 
 
４．研究成果 
preBötC領域における多細胞 Caイメージング
データにおいて、個々の細胞を同定し、上記
方法によってニューロンとアストロサイト
を判別した結果、アストロサイトの CaΔF/F
活動は、前吸息性（type 1）、吸息性（type 2）、
非呼吸性（type 3）、非活動性（type 4）の 4
タイプに分類された（図 2）。前吸息性アスト
ロサイトでは、吸息性のニューロン活動より
約 2秒早く活動が起きた。前吸息性アストロ
サイトは、全アストロサイトの 10.5%を占め
たが、その空間分布には何ら特徴を見いだせ
なかった。また、3.2%のアストロサイトは吸
息性活動とは無関係な自発的活動をしてお
り、残りの 86.3%のアストロサイトでは、吸
息性のΔF/F 応答が見られるか、全く活動が
見られなかった。 

吸息性アストロサイトと分類されたもの
の中には、蛍光の混入によって非活動性のも
のが吸息性と分類されたケースがある可能
性も完全には否定できないため、吸息性アス
トロサイトと非活動性アストロサイトの厳
密な区別は行わなかった。 

図 2. アストロサイトと考えられる細胞の
呼吸性活動（Okada et al. J Physiol, 2012
より引用）A: 前吸息性（type 1）、吸息性
（type 2）、非呼吸性（type 3）、非活動性
（type 4）アストロサイトの代表的な CaΔ
F/Fトレース。上段は preBötC 領域の平均蛍
光変動。B: 吸息相開始時で 20 回の cycle 
triggered averagingを行った前吸息性、吸
息性、非呼吸性、非活動性アストロサイト
の吸息相付近でのΔF/F応答。C: ニューロ
ンと 4 タイプのアストロサイトの代表的な
局在。D: 14 動画から 541 個のアストロサ
イトをタイプ分けした結果。 

図 3. アストロサイトの内因性周期性活動
（Okada et al. J Physiol, 2012より引用）
A: TTX投与前後の preBötC領域全体のΔF/F
トレース（上段）と前吸息性、吸息性、非
呼吸性、非活動性アストロサイトの CaΔF/F
トレース。B: TTX投与前（白抜き）と投与
後（塗りつぶし）の前吸息性（青）、吸息性
（赤）、非呼吸性（緑）アストロサイト周期
性 Ca 活動の平均周波数。C: TTX 投与前後
のアストロサイト周期性活動の変動係数。
**p<0.01, *p<0.05, paired t-test. 



次にニューロン活動の影響を除去した時
にアストロサイトがどのような活動をする
かを検討するために、リズミックスライス標
本の潅流液中に電位依存性Na+チャンネル阻
害薬であるテトロドトキシン（TTX, 1µM）を
添加したところ、ニューロンの活動は停止し、
type 1-3のアストロサイトの活動頻度は著し
く減少したが、変動係数で評価した活動周期
の規則性は変わらなかった（図 3）。 

我々は、さらに preBötCアストロサイトの
機 能 的 役 割 を 検 討 す る た め に 、
ChR2(C128S)-YFP Tgマウスを用いて、preBötC
中心部のアストロサイトの選択的な光刺激
を行い、preBötC アストロサイトが吸息性ニ
ューロンを脱分極させることができるかど
うかを検討した。ChR2は光刺激を止めるとす
ぐに不活性化されるので、我々は C128S点変
異を施し、二つの異なる波長でステップ状に
膜電位を活性化/不活性化できるよう工夫し
た。この光学特性により、アストロサイトの
遅い Ca 動態を模した刺激を与えることが可
能となった。 

 

”KENGE-tet システム”によりアストロサイ
ト選択的に改変型 ChR2を発現させた Tgマウ
スにおいて、ニューロンの細胞体を特異的に
染色するニッスル染色と YFPおよび S100β蛋
白質の免疫染色を同時に行ったところ、45％
の S100β陽性細胞は YFPも発現していたのに
対して、YFP とニッスル染色のオーバーラッ
プは全くなかった。さらに１µM TTX と 50µM 
CNQX 存在下にニューロンとアストロサイト
をランダムにホールセルパッチクランプ記
録したところ、アストロサイトのみ（5 / 9 細
胞）に光刺激に応答した内向き電流が観測さ
れた。これらの結果は、ChR2(C128S)-YFP が
（一部の）アストロサイトに選択的に発現し
ていることを示している。この Tg マウスを
用いて preBötC中心部のアストロサイトの選
択的な光刺激を行ったところ、 8/16 の
preBötC 吸息性ニューロンにおいて単発性あ
るいはバースト性の活動電位が観測された。 
 以上の結果は、リズミックスライス標本に
おいてpreBötCアストロサイトが呼吸リズム
形成に積極的に関与している可能性を示し
ている。従来のpreBötC におけるリズム生成
メカニズムとしては、preBötC の興奮性ニュ
ーロンが相互に影響し合って樹状突起のCa++

濃度を上昇させ、非特異的陽イオン電流を活
性化させて吸息活動を引き起こす、というグ
ループペースメーカー説（Rekling & Feldman, 
Ann Rev Physiol, 1998）が注目されていた。
我々の実験結果は、樹状突起のCa++濃度上昇
の少なくとも一部がアストロサイト由来で
あることを示唆している。本研究成果はJ 
Physiolに報告した。 
研究をさらに発展させるためには、ニュー

ロンとアストロサイトがよりシンプルに判
別できる実験系が必要と考え、以下の検討を
行っている。 
(1) Sulforhodamine 101に対する染色性を指
標とする方法－海馬ではグリア細胞特異的
とされているが、我々が検討したところ、延
髄ではグリア細胞特異的ではないことが判
明した。ゲッティンゲン大学のグループも同
様の結論を示している（Schnell et al, Plos 
One, 2012）。 
(2) phenylephrineや高濃度（13mM）K+に対す
る反応性を指標とする方法－phenylephrine

図 4. アストロサイト活動により励起され
た吸息性ニューロン活動電位（Okada et al. 
J Physiol, 2012 よ り 引 用 ） A: 
Mlc1-tTA::tetO-ChR2(C128S)-YFP Tg マウ
ス。B: ChR2 発現細胞を示す YFP 免疫染色
（緑）、ニューロン細胞体を示すニッスル染
色（青）、アストロサイトを同定する S100
β免疫染色（赤）の 3重蛍光染色。ChR2-YFP1
は S100β陽性細胞のみに認められ、ChR2が
アストロサイト特異的に発現していること
を示す。C: -70mVに電位固定された細胞に
おける持続的内向き電流のスイッチオン
（青色光）とスイッチオフ（緑色光）は ChR2
を発現するアストロサイト（上段）のみで
見られ、ニューロン（下段）では認めない。 

図 4（続き）. D: アストロサイトの光刺激
は ChR2(C128S)-YFP Tg マウスにおいて、
preBötC 吸息性ニューロンの活動電位を引
き起こした（上段）が、wild 動物では起こ
さなかった（下段）。E: wild 動物(n=9)と
ChR2(C128S)-YFP Tg 動物（5匹、n=16）に
おけるアストロサイト光刺激のニューロン
発火誘発率。F: 発火が誘発されたニューロ
ン（n=8）における発火誘発成功率。G: 光
刺激から最初の発火までの潜時（n=8 ニュー
ロン）。 



に対するニューロンとアストロサイトの応
答性の差は定性的特徴がなく、それによって
判別することは困難と判断した。高濃度
（13mM）K+に対する反応性には、定性的な差
違がみられるため有望と考え、現在検討中で
ある。 
(3) グリア細胞特異的プロモーター（GFAP）
制御下に蛍光蛋白質 EGFPを発現した Tgマウ
スを用いる方法については今後検討する予
定である。 
(4) GFAP 制御下に Ca 感受性蛍光蛋白質を発
現させた Tg 動物を作製する方法－GFAP 制御
下に赤色蛍光蛋白質は発現するが、GCaMP2で
はうまく機能しなかった。改変した GFAP 制
御下で Case12 の発現と機能は確認できてお
り、現在、この Tg動物の作製を進めている。 
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