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研究成果の概要（和文）：脳幹部呼吸中枢におけるニューロンとグリア細胞の活動をカルシウムイメージング法により
解析し、吸息神経活動に先行して活動を開始するグリア細胞集団を見出した。カルシウムイメージングデータと呼吸神
経出力の時系列解析ならびに数理モデルを用いたシミュレーションにより、ともにそれぞれが自発的にリズミックな活
動を呈しうるニューロンとグリア細胞とが弱く結合し、相互に作用しあうことにより呼吸リズムが形成されていること
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：By calcium imaging, we recorded activities of neurons and astrocytes in the 
brainstem respiratory center of the rat and mouse, and found a subset of astrocytes of which activities 
preceded inspiratory neural output. By time series analysis of the imaging data and neural respiratory 
output and by computer simulation of the rhythm generating neuron-astrocyte networks, we concluded that 
respiratory rhythm is generated by loosely coupled intrinsically oscillating neurons and astrocytes.

研究分野：計算統計学

キーワード： カルシウムイメージング　アストロサイト
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１．研究開始当初の背景 
(1)脳内には極めて多数の神経細胞（ニュー
ロン）とグリア細胞とが存在している。従来、
脳機能は、シナプスで結合した多数のニュー
ロンよりなるニューロンネットワークの活
動により決定されると考えられていた。 
(2)しかし、細胞内カルシウム濃度を可視化
しうるカルシウムイメージング法により、グ
リア細胞なかでもアストロサイトは、ニュー
ロンと協調して神経情報処理に積極的に関
与していることが明らかにされてきた。 
(3)ニューロン同士は機能的に結合してニュ
ーロンネットワークを形成し、また、アスト
ロサイト同士も機能的に結合してアストロ
サイトネットワークを形成し、脳機能は、機
能的に相関したニューロンとアストロサイ
トのネットワーク活動が相互に作用した結
果として発現すると考えた。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究では、ニューロンネットワークと
アストロサイトネットワークの機能的相関
の解析から脳の動作原理の解明を目指した。 
(2)多数の細胞活動の同時計測が可能なニポ
ウ板型共焦点レーザー蛍光観察システムに
より大規模なニューロンネットワークとア
ストロサイトネットワークの機能的相関を
解析し、その in silico 再構築によりその状
態遷移過程を再現し、大規模なニューロン・
アストロサイトネットワークの相互作用に
基づくと考えられる脳の動作原理を解明す
るという着想に至った。本研究では、特に以
下の２点の実現を目的とした。①各数十～数
百個のニューロンとアストロサイトの活動
を同時に計測し、それらの機能的集団間の状
態遷移過程における相互連関を明らかにす
る。②大規模ネットワークを in silico で再
構築し、その状態遷移機構を解明する。 
(3)従来のニューロン中心主義から脱却し、
全く新しい視点から脳の動作原理を明らか
にし、人間の精神・心とは何かという問いに
答えるための、また、うつ病、統合失調症、
認知症など多くの精神神経疾患の病態を解
明し、アストロサイトネットワークを標的と
したそれら疾患に対する新規薬物療法を開
発することに資する基礎的知見を提供する。 
 
３．研究の方法 
(1)大規模なニューロンとアストロサイトの
ネットワーク活動とそれらの相関を解析す
る。ラット、マウスの脳幹部から作成した in 
vitro 標本を用い、呼吸調節に重要な延髄の
preBotzinger complex 領域から、高空間解像
度イメージング（膜電位イメージング、カル
シウムイメージング）により多数（各数百個）
のニューロンとアストロサイトよりなる脳
活動を計測する。 
(2)カルシウムイメージングで計測された細
胞をニューロンとアストロサイトに分類す
るアルゴリズムを開発し、分類されたニュー
ロンとアストロサイトについて、個々の細胞

の蛍光強度変化すなわち活動の時系列デー
タを、コンピュータ上で解析し、ニューロン
およびアストロサイトの各ネットワーク内
部に存在する機能的アセンブリを同定する。
各アセンブリの間の機能的連関を解析し、モ
デル化することにより、大規模ニューロン・
アストロサイトネットワークの相互作用に
基づく脳の動作原理を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)平成 24年度は、脳スライス標本を用いて、
まず、膜電位イメージング法により、延髄内
の吸息神経活動の伝搬過程を可視化し、呼吸
リズム形成の神経機構を解析した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．延髄断面の preBotzinger complex 領
域（preBotC）で形成された吸息神経活動が
伝搬していく過程の膜電位イメージング像． 
 
 この膜電位イメージングで得られた
preBotzinger complexにおける吸息神経活動
データの詳細な数理的解析にて吸息神経活
動の形成にカオス性が示され、そのカオス性
は、アストロサイトの活動性が有するカオス
性に由来するものかもしれないと考察した。 
 次いで、カルシウムイメージング法により
preBotzinger complex における比較的少数
（数十個）のニューロンとアストロサイトの
活動（細胞の活動に伴う細胞内カルシウム濃
度変化）を計測し、計測された個々の細胞を
ニューロンとアストロサイトとに分類する
アルゴリズムの開発を行った。この解析にお
いて、吸息神経活動に先行して活動を開始す
る前吸息性アストロサイト（preinspiratory 
astrocytes）の集団を見出した（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．アストロサイトには、吸息神経出力
（inspiratory ⊿F/F）に先行して活動を開
始するtype 1、同時に活動を開始するtype 2、
呼吸と無関係に活動する type 3、自発活動を
呈さない type 4 の４種類が見いだされた。 



 また、低酸素換気応答におけるニューロン
とアストロサイトの機能的連関も解析した。
低酸素は頸動脈小体の興奮を介して呼吸出
力を増強させるが、一旦増強した呼吸出力は、
低酸素刺激がなくなった後も数分間以上持
続し、その現象は、短期呼吸増強（short term 
potentiation）と呼ばれるが、その機序は不
明であった。低酸素後短期呼吸増強はアスト
ロサイトによるとの仮説を立て、その妥当性
を検証するため、各種刺激に対するアストロ
サイトの活性化を抑える薬剤 arundic acid
（ONO-2506）の効果を解析し、ONO-2506 の前
投与は、マウスにおいて、低酸素後短期呼吸
増強を抑えることを確認した。 
 さらに、遺伝的アルゴリズムによる解析技
術の基礎的調査を行い、実応用問題領域への
適用技術などの知見を得た。MAPLE 等のソフ
トウェアを用いたシミュレーション、解析の
方法について検討を行った。 
(2)平成 25 年度は、通常のラットより作成し
た脳幹脊髄標本の延髄断面にカルシウムイ
メージング法を応用し、多数のニューロンと
アストロサイトの活動を同時に計測し、アス
トロサイトが呼吸に同期した活動を呈する
ことの確認・証明を試みた。ニューロンとア
ストロサイトとを区別するため、計測された
個々の細胞のカルシウム信号パターンの解
析とともに、細胞の大きさ、形、さらに計測
後に固定した標本の解剖学的解析を試みた。 
 また、計測・撮影したカルシウムイメージ
の動画像解析を実施し、ニューロンとアスト
ロサイトの判別技術を改善させるべく検討
を行った。まず、静止画像の各ピクセルに対
する特徴量解析を行い、クラスタリング技術
を適用することでニューロンおよびアスト
ロサイトを抽出し、細胞の大きさに基づく自
動判別の実現可能性を検証した。 
 さらに、GFP 蛍光によりニューロンとアス
トロサイトとを区別できる GFAP-GFP マウス
を用い、延髄スライス標本でカルシウムイメ
ージング法により多数のニューロンとアス
トロサイトの活動を同時に計測し、個々の細
胞をニューロンとアストロサイトとに分類
するアルゴリズムの開発を行った。 
(3)平成 26 年度は、前年度までに実施した摘
出脳幹標本でのカルシウムイメージング法
による実験を継続した。特に、計測された細
胞の細胞内カルシウム濃度変化のパターン
から得られた細胞をニューロンとアストロ
サイトに区別する方法の妥当性について、計
測後の標本中の細胞をニューロンに特異的
な抗 NeuN 抗体とアストロサイトに特異的な
抗 S100b 抗体で染め、細胞内カルシウム濃度
変化のパターンによる細胞弁別法の妥当性
を検討した。そして、それらの実験で得られ
た延髄呼吸中枢のニューロンとアストロサ
イトの活動パターンと呼吸神経出力の相関
関係を解析することにより、呼吸リズムは延
髄 preBotzinger complex 領域のニューロン
同士、および、アストロサイト同士、さらに、

ニューロンとアストロサイトとが、それぞれ
興奮性に結合し、全体として吸息を開始させ
るペースメーカーとして働いているとのモ
デルを構築した。 
 また、低酸素刺激による短期呼吸増強の機
序について、前年度までに実施していた実験
を継続し、アストロサイトの活性化を介する
ものであるということを明確に示した。その
知見に基づき、短期呼吸増強は、少なくとも
低酸素刺激による場合は、延髄孤束核でニュ
ーロンと持続的な活性化を呈するアストロ
サイトとの相互作用によるとの細胞ネット
ワークモデルを構築した。 
 また、アストロサイトは様々な脳領域にお
いてカルシウム依存性機構によって神経活
動を修飾していると考えられているが、呼吸
リズム生成機構の中核を担う preBotzinger 
complex のアストロサイトが呼吸性のカルシ
ウム変動をしているかどうかについては、議
論の的になっていた。そこで我々は、GFAP プ
ロモータ制御下に、アストロサイト特異的に
EGFP を発現させたトランスジェニックマウ
スを用い、呼吸性リズム活動を維持した脳ス
ライス標本における preBotzinger complex
のカルシウムイメージングデータを解析し
た。結果、EGFP 陽性のアストロサイトの多く
は、同期して低周波（<0.03Hz）のカルシウ
ム振動を示しており、そのうちの 10%では、
その低周波信号をフィルタで除去した後に、
不規則に吸息に先行するカルシウム活動が
認められた。数理モデルを用いた検討では、
Hodgkin-Huxley 型の周期性バースト発火す
る呼吸ニューロンと低周波振動する Rossler
アトラクタ型のアストロサイトが相互に影
響しあうモデルを用いたシミュレーション
で、吸息に先行するカルシウム活動が再現で
きた。 
 カルシウムイメージング動画の解析では、
ニューロンあるいはグリア細胞と考えられ
る可能性の高い動画像領域の抽出を試みた。
まず、撮影動画を静止画フレームに分解し、
各静止画像に対して、グレー画像化、平滑化
（ノイズ除去）、トレンド除去などの前処理
を行った。次に、輝度に基づいたクラスタリ
ングにより、ニューロンあるいはグリア細胞
の抽出を試みた。クラスタリングでは、密度
の情報を活用したクラスタリング手法を開
発した。次に、ニューロンとグリア細胞の自
動判別技術の構築を狙いとした時系列解析
を実施し、輝度の変動に注目した特徴量を抽
出し解析した。 
 以上の結果から preBotzinger complex に
おけるニューロン・グリアネットワークは、
弱く結合した振動子（loosely coupled 
oscillators）で表現されるとの新しい概念
を提唱するに至った。なお、動画像解析では、
カメラのブレに起因すると考えられる輝度
変動が合わせて抽出され、自動判別の妨げと
なった。カメラブレの補正技術の高度化は今
後の課題である。 
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