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研究成果の概要（和文）：研究計画通りDREADDシステムによる大脳皮質の活性化実験を行っている。またそれに
先立って免疫多重染色法を用いて前頭前皮質におけるアセチルコリンの代謝型受容体M1の局在を明らかにした。
その結果、過去に報告されたよりもはるかに多くの細胞がM1受容体を有していることが明らかとなった。それら
は興奮性細胞、抑制性細胞、アストロサイトを含む。中でも表層アストロサイトでは錐体細胞と同様にM1の免疫
陽性シグナルがとても強かった。このことは、表層アストロサイトがアセチルコリンの制御下で働いていること
を強く示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：We are doing experiments of cerebral cortex activation by DREADD system 
according to our research plan. Prior to that, the localization of acetylcholine metabotropic M1 
receptor in the prefrontal cortex was revealed using multiple immunostaining method. As a result, it
 was revealed that far more cells contained M1 receptors than those in the past papers. They include
 excitatory neurons, inhibitory neurons, and astrocytes. Among them, the immunopositivity signals of
 M1 receptor were particularly strong in the surface astrocytes as well pyramidal cells. This 
finding strongly suggests that the surface astrocytes function under the control of cholinergic 
systems.

研究分野： 神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
アセチルコリン作動性神経は大脳皮質を含
む中枢神経系に広く分布し、代謝型のムスカ
リン受容体（M1-M5）を介して神経活性の修
飾に深く関与している。これらの受容体のう
ち、大脳皮質には M1 受容体が最も多く存在
している。前頭前皮質は記憶形成および空間
ナビゲーションなどの高次認知機能に関与
する領域である。これらの認知機能の正常な
遂行や皮質の賦活化には M1 受容体が重要で
あることは以前より強く示唆されていた。こ
のように前頭前皮質において M1 受容体を含
むコリン作動性システム解明の重要性は広
く認められていたが、その詳細な動作機構は
明らかではなかった。その理由は前頭前皮質
を構成する興奮性および抑制性神経のうち、
M1 受容体を含有する細胞の割合、および M1
受容体の詳細な細胞内の局在分布パターン
は不明なままであったためである。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、形態学的手法と遺伝薬理
学を組み合わせて作業記憶等に重要なげっ
歯類の内側前頭前皮質（mPFC）へのコリン作
動性入力の動作機構を明らかにすることで
ある。そのために以下の 2点を明らかにする
ことを目的とした。 
（１） mPFC の興奮性神経細胞および抑制性
神経細胞における M1 受容体含有細胞の割合
と細胞内の局在分布を明らかにする。研究成
果の項でも述べるが、当初の予想に反して神
経細胞以外のアストロサイトも M1 受容体を
含有していることが明らかとなったので、ア
ストロサイトについても検索を行うことと
なった。 
（ ２ ）  計 画 当 初 は DREADD （ Designer 
Receptors Exclusively Activated by 
Designer Drugs）システムを用いて、まず前
脳基底部コリン作動性神経の活性化実験、次
に視床からの視床皮質路の活性化実験を行
い、それぞれの実験で mPFC で c-fos を発現
した細胞を同定することを目的としたが、
（1）の結果で、過去に報告されたよりもは
るかに多くの神経細胞とアストロサイトが
M1 受容体を有していることが明らかとなっ
た。従って、コリン作動性入力を DREADD シ
ステムで活性化しても、その後の神経回路の
詳細な解析は現時点では困難であると判断
した。また多数ある視床核のうち、感覚系の
視床核からの皮質投射は4層へ密に投射する
のに対して、視床背内側核を含む連合核や辺
縁系核からの皮質投射は、主に 1層と 3層へ
分布していることが知られている。この視床
皮質路の神経終末の層分布の違いは、各視床
核による皮質活性化システムの違いを反映
しているに違いない。そこで今回は視床皮質
路による mPFC の活性化メカニズムを明らか
にするために視床皮質路の DREADD システム
による活性化を先に行うこととした。DREADD
システムによって c-fos を発現した mPFC 細

胞の同定と皮質層の局在分布の解析を行う。
視床皮質路は、興奮性細胞と抑制性細胞の両
方にシナプスを形成するが、受け手の細胞の
割合や層分布についての詳細はいまだ不明
である。さらにアストロサイトが、視床皮質
路によって活性化するかどうか明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
（1）ラットを用いた mPFC における M1 受容
体含有細胞の同定と M1 受容体の細胞内局在
の解析 
A. 動物と試薬 
動物は雄の成獣 SD ラット 8 匹を用いた。

免疫染色には以下の 8 種の抗体を使用した。 
坑M1受容体 (Sigma-Aldrich, M9808: 500倍)、 
抑制性神経細胞のマーカーとして坑 GAD67 
(Millipore, MAB5406:2000 倍)と坑パルブア
ルブミン(PV: Sigma-Aldrich, P-3088:4000
倍 )、樹状突起のマーカーとして MAP2
（Millipore, MAB3418: 500 倍）、グルタミン
酸作動性終末のマーカーとして、抗 VGluT1
（Millipore, AB5905:5000 倍）と抗 VGluT2
（Synaptic Systems, 135 404：1000 倍）、ア
ストロサイトのマーカーとして抗 GFAP
（Millipore, MAB360:4000 倍）と抗グルタミ
ン合成酵素（GS: Millipore, MAB302: 500 倍）
を 用 い た 。 さ ら に 核 染 色 の た め 、
Hoechst33342 (Molecular Probe, H21493, 
2ug/ml)を用いた。 
 
B. 潅流固定と切片の作成 
動物に深麻酔をかけ、3％パラフォルムア

ルデヒド・リン酸緩衝液を 1000ml 経心的に
灌流した。速やかに脳を取り出し、同固定液
で 3時間後固定した。その後、20％シュクロ
ース・リン酸緩衝液で一晩浸漬した。切片は、
凍結ミクロトームを用いて、厚さ 60um の切
片を作成した。 
 

C. 免疫染色 
1. ABC 法による単染色 
切片はリン酸緩衝液で洗浄し、 1 次抗体と

して坑 M1 受容体で 5 日間浸漬した。リン酸
緩衝液で切片を洗浄した後、ビオチン化二次
抗体で 1日、さらに ABC 液で 1日浸漬し、DAB
液で発色した。その後スライドに張付け、風
乾して封入した。切片の一部は、一次抗体希
釈液に M1 受容体のコントロールペプチドを
混ぜて吸収実験を行った。抗体吸収切片では
明らかに免疫陽性反応が低下していた。 
2. 蛍光多重染色 
切片はリン酸緩衝液で洗浄し、2 種の抗体

を混合した液で 5日間浸漬した。リン酸緩衝
液で切片を洗浄した後、核染色のため
Hoechst を加えた 2 次抗体混合液に 4 時間浸
漬した。蛍光多重染色された切片はリン酸緩
衝液、次いで蒸留水で洗浄した後、封入した。
蛍光多重染色を施された切片は、共焦点顕微
鏡 LSM-510(Carl Zeiss)を用いて観察した。 



 (2)マウスを用いた DEADD システムによる
mPFC の活性化 
A. 動物 
視 床 皮 質 路 を 活 性 化 す る た め に

Vglut2-IRES-Cre マ ウ ス (STOCK 
Slc17a6tm2(cre)Lowl/J (JAX #016963))を用
いた。現在までに 10 匹を超える遺伝子改変
マウスを準備し、すでにそのうちの3匹にAAV
ベクターを視床へ注入した。 
 

B. AAV ベクター 
図 1に示す十分な力価を示す AAVベクター

を作成済である。 

 
図 1 DREADDによる神経細胞種特異的活性化 
 
C. 注入実験 
mPFC へ投射する視床皮質路の起始核であ

る視床背内側核（ＭＤ核）へ AAV ベクター
300nl 圧注入し、6 週間飼育する。6 週目に
CNO を 0.3mg/kg を腹腔注入して、2時間後に
潅流固定を行う。潅流固定と切片の作成は
（1）のＢとほぼ同様であるが、固定液は 4％
パラフォルムアルデヒド 60ml、切片の厚さは
50um である。 
 

D. 注入部位の確認 
ベクター遺伝子を導入された細胞は

mCherry を発現するので、共焦点顕微鏡
LSM-880(Carl Zeiss)を用いて観察し注入部
位を確認する。 
 

E. 免疫染色 
抗 c-fos 抗体（Synaptic Systems, 223 

004:3000 倍）を用いた。光学顕微鏡観察では
DABの単染色で、共焦点顕微鏡観察ではc-fos
と（1）の A で示した各種マーカーとの多重
染色を行う。 
 
４．研究成果 
（1）mPFC における M1R の局在分布 
mPFC の錐体細胞の大多数では、強い M1 受

容体の免疫陽性シグナルが細胞体およびス
パインを含む樹状突起全体にわたって見出
された。一方、抑制性細胞の細胞体における
M1 受容体免疫陽性のシグナル強度は細胞に
よって大きく異なっていた。一部のニューロ
ンは強いシグナルを示したが、 GAD67 免疫陽

性細胞の約 40％およびパルブアルブミン
（PV）免疫陽性細胞の約 30％が弱いシグナル
しか示さなかった。また PV 免疫陽性細胞で
は、M1 受容体免疫陽性シグナルはおもに細胞
体に分布していた。グルタミン作動性および
GABA 作動性の神経終末では、M1 受容体の免
疫陽性シグナルは観察されなかった。 
今回の研究では M1 受容体免疫陽性シグナ

ルが大多数のアストロサイトでも観察され
た（図 2）。この結果は、全く予想外であった。
中でも脳表に位置する表層アストロサイト
スの大多数は非常に強い陽性を示した（図
2a）。この細胞は 2012 年に報告されたばかり
の細胞で機能は不明であるが、多くの終足が
錐体細胞の頂上樹状突起末端で構成される
タフト周囲に見られることから、タフトにお
けるシナプス伝達の修飾に関与している可
能性が示唆される。霊長類では、表層アスト
ロサイトは存在せず、脳表はアストロサイト
の終足で構成されるグリア境界膜でおおわ
れる。しかし 1層に存在するアストロサイト
は他層のアストロサイトとは形態が大きく
異なり、長い突起が垂直に深層へ向かってお
り、複数の層にわたって何らかの情報伝達を
行っている可能性が示唆されている。表層ア
ストロサイトはこの細胞と相同である可能
性があり、皮質における情報伝達の修飾にこ
の細胞がどうかかわっているか、今後も研究
を続けていく予定である。アストロサイトに
おける M1 受容体免疫陽性シグナルはおもに
細胞体に分布し、終足では観察されなかった。 

 

図 2 アストロサイト（GS:緑）における M1
受容体（マゼンタ）の分布 a. 表層アスト
ロサイト b. 5 層のアストロサイト。 
 
以上のようにM1受容体の分布パターンは、

細胞種によって著しく異なる。図 3 では M1
受容体免疫陽性シグナルの強さにより細胞
体を 3つのカテゴリー(強～中、弱、陰性)に
分類した。図 3a は GAD67 細胞, PV 細胞, GFAP 
細胞のそれぞれの皮質各層における免疫陽
性細胞の割合の平均を示す。図 3b は M1 受容
体免疫陽性シグナルが強～中カテゴリーの
GAD67 細胞, PV 細胞, GFAP 細胞の各層内にお
ける比較を示す。 
 
 
 



 

図3 前頭前皮質におけるM1受容体を含有す
る細胞の割合 
 
図 4 では各種細胞内における M1 受容体分

布のまとめ図を示す。それぞれの細胞種での
M1 受容体含有率および細胞内分布パターン
の違いは、mPFC で処理される高次認知機能の
コリン作動性調節の基礎をなしているに違
いない。 
 

 
図 4 ラット mPFC における錐体細胞、PV 細
胞、GFAP 細胞、表層アストロサイトにおける
M1 受容体の局在分布のまとめ図 
 
（2）DREADD システムによる mPFC の活性化 
AAV ベクターの注入部位を図 5a に示す。ベ

クターの発現によるmCherryを共焦点顕微鏡
で観察した。注入部位は mPFC へ視床皮質投
射線維を送る視床背内側核（MD）を中心に外
背側核（LD）、手綱核（MHb、LHb）に及んだ。
CNO投与によるc-fos発現はmPFCで特に顕著
に観察された（図 5ｂ）。 
したがって今回用いた DREADD システムは

標的領域において c-fos の発現を誘導し、充

分に機能するシステムであることが示され
た。現在、c-fos 陽性細胞の細胞種の特定を
解析中である。 

 
図 5 DREADD システムによる mPFC の活性化 
a. AAV ベクターの注入部位（mCherry:赤）。
b. mPFC における c-fos 発現。 
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