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研究成果の概要（和文）：アストロサイトは、脳の情報処理にとって神経細胞に勝るとも劣らない重要な細胞で
ある。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脳高次機能に関与するかは不明である。本
研究では、大脳基底核に着目し、直接路及び間接路と連関するアストロサイト特異的に発現するマーカー遺伝子
を同定した。これらのマーカー遺伝子とゲノム編集技術を組み合わせることにより、アストロサイトのサブタイ
プ特異的機能の解明が加速される。

研究成果の概要（英文）：Astrocytes were thought as passive support cells, bringing nutrients to and 
removing wastes form the neurons. Recent studies challenged this view and demonstrated that 
astrocyte plays a critical role in information processing in the brain. However, it is unclear how 
astrocyte is involved in higher brain functions. In this study, we focused on the basal ganglia and 
identified specific marker genes of striatal astrocytes that are associated with direct and indirect
 pathways. The combination of these marker genes and genome editing techniques will accelerate the 
elucidation of circuit-specific functions of astrocytes.

研究分野：神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、アストロサイトの各サブタイプが特定の神経回路において果たす役割の解明が促進され、アスト
ロサイトの機能制御による脳機能制御という新しい研究分野を開拓できる。さらに、本研究は、アストロサイト
の異常が示唆されているハンチントン病・アルツハイマー病・パーキンソン病・筋萎縮性側索硬化症などの神経
変性疾患やうつ病・自閉症・統合失調症などの精神疾患の病態解明及び新規治療薬の開発に貢献すると期待され
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 
 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脳高次機能に関与するかは、不明な点が多い。 
 最近、Araque のグループは、大脳基底核内の主要な神経回路である直接路と間接路に特異
的に連関するアストロサイトがあることをスライス標本を用いて明らかにした(Science 
349:730, 2015)。直接路と間接路の投射神経細胞は、それぞれドーパミン D1 受容体(D1R)と
D2 受容体(D2R)を特異的に発現する。直接路と連関するアストロサイト(D1R-As)は、D1R を
発現する神経細胞から活動依存的に放出されるエンドカンナビノイド(eCB)にのみ応答し（細
胞内 Ca2+濃度が上昇）、グルタミン酸(Glu)を放出し、周囲の D1R 陽性神経細胞へ投射してい
るシナプス終末に作用し、グルタミン酸の放出を抑制する。間接路と連関するアストロサイト
(D2R-As)は、D2R 陽性神経細胞から放出される eCB にのみ応答し、周囲の D2R 陽性神経細
胞へ投射しているシナプス終末からのグルタミン酸の放出を抑制する。D1R-Asと D2R-Asは、
アストロサイトの異なるサブグタイプだと考えられている（図 1）。 
しかし、D1R-As及び D2R-Asの形態学的・分子生物学的違いやそれらの活性化が大脳基底核
の主要な機能である運動制御にどのような役割をはたしているか不明である。 
 

図 1 直接経路・間接経路特異的アストロサイトーニューロン連関 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下の 2 点を明らかにし、直接路及び間接路特異的アストロサイトーニューロ
ン連関の運動機能における役割を個体レベルで解明する。 
(1) D1R-As及び D2R-Asの違いを形態学的・分子生物学的に明らかにする。 
(2) D1R-Asと D2R-Asを特異的に活性化し、運動機能における影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、D1Rおよび D2R陽性投射ニューロンを刺激した際に活性化されるアストロサイ
トのみに GFP-L10（蛍光蛋白質 GFPとリボゾーム蛋白質 L10の融合蛋白質）を発現するマウ
スを作成し、TRAP法 (translating ribosome affinity purification)により D1R-Asと D2R-As
の発現遺伝子プロファイリングを行い、D1R-Asと D2R-Asのマーカー遺伝子を同定する。同
定したマーカー遺伝子座を用い、D1R-As及び D2R-As特異的に蛍光タンパク質やデザイナー
受容体などを発現するマウスを作成し、D1R-As及び D2R-Asの形態学的・分子生物学的違い
やそれらの活性化が運動機能に及ぼす影響を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) D1R-As および D2R-As のマーカー遺伝子の検索 
D1R-AsあるいはD2-Asは直接路あるいは間接路の神経細胞を活性化した時にのみ活性化される。



マーカー遺伝子を同定するためには、活性化したアストロサイトにのみ発現する mRNA を精製す
る必要がる。アストロサイトが活性化されると c-fos が上昇することが知られている。そこで、
c-fos の上昇したアストロサイトのみ mRNA 精製用の GFP-L10（蛍光蛋白質 GFP とリボゾーム蛋
白質 L10 の融合蛋白質）が発現する新規アストロサイトレポーターマウスを作成した。具体的
には、アストロサイト特異的に発現するグルタミン酸トランスポーターGLT1 の polyA シグナル
の下流に loxP-STOP-loxp-GFP-L10（loxP-STOP-loxP カセットの下流に GFP-L10 の cDNA を挿入
したベクター）をノックインしたマウス(GLT1-LSL-GFP-L10 マウス)を作成し、Fos-CreERT2 マ
ウス（c-fos 遺伝子座に CreERT2 酵素をノックインしたマウス）と交配し、目的のマウスを作
成した（Fos-CreERT2/GLT1-LSL-GFP-L10）（図 2）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 活性化したアストロサイトのレポーターマウス 
 
Fos-CreERT2/GLT1-LSL-GFP-L10 マウスを用い、ChR2 を D1R 発現線条体神経細胞あるいは D2R
発現線条体細胞に発現させ、光刺激により直接路あるいは間接路を刺激した際に活性化される
アストロサイトに GFP-L10 を発現させた。TRAP(translating ribosome affinity purification)
法で、直接路および間接路と連関するアストロサイトのリボゾームに結合している mRNA を精製
し、RNAseq により発現遺伝子のプロファイリングを行い、D1R-As および D2R-As のマーカー遺
伝子候補（D1R-As に関しては 5個、D2R-As に関しては 4個）を同定した。候補遺伝子を、定量
的 RT-PCR で確認し、発現が多く、アストロサイト特異性の高いマーカー遺伝子をそれぞれ１つ
ずつ選んだ（D1R-As のマーカーとして遺伝子 X、D2R-As のマーカーとして遺伝子 Y）。 
 
(2) D1R-As マーカー遺伝子 X および D2R-As マーカー遺伝子 Y を用いた D1R-As および D2R-As
特異的遺伝子操作ツールの開発 
①D1R-As及び D2R-Asの局在や形態学的特徴を明らかにするため、X遺伝子に GFPを、Y遺
伝子に tdTomato をノックインしたマウスを作成した(D1R-AsX-GFP と D2R-AsY-tdTomato
マウス)。D1R-AsX-GFPマウスおよび D2R-AsY-tdTomatoマウスの線条体切片を作成し、GFP
あるいは tdTomato の蛍光を観察したが、シグナルが弱くアストロサイトの局在や形態学的特
徴を解析することはできなかった。 
 
②D1R-As 及び D2R-As を特異的に活性化するため、D1R-As 特異的マーカー遺伝子 X と
D2R-As 特異的マーカー遺伝子 Y に Cre 酵素をノックインしたマウスを作成した
(D1R-AsX-Cre と D2R-AsY-Cre マウス )。D1R-AsX-Cre と D2R-AsY-Cre マウスを、
ROSA-LSL-hM3Dqマウスと交配し（図 3）、線条体からスライスを作成し、人工リガンドであ
る clozapine-N-Oxide(CNO)投与による細胞内 Ca2+濃度の変化を解析したが、D1R-AS 及び
D2R-As特異的に細胞内 Ca2+濃度の上昇は観察されなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 直接路・間接路連関アストロサイトの特異的活性化 
 
③新しい D1R-As および D2R-As のマーカー遺伝子を用いた解析 
絞り込んだマーカー遺伝子 Xと Yは、発現量が低く D1R-As および D2R-As の解析のためには使
うことができなかった。そこで、マーカー候補遺伝子の中から、他の遺伝子を用い、その遺伝
子座に GFP をノックインしたマウスを作成している。 
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