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研究成果の概要（和文）：　高次脳機能を有する高等動物ほど、脳内のグリア細胞の数が多いといわれる。しかし、１
）どれだけの数のアストロサイトが必要なのか、２）アストロサイトの占有面積（拡張領域）とシナプス機能は関連す
るのか、などは不明である。本研究では、培養アストロサイトの形成領域の制御に基づいたシナプス動態（情報伝達）
とシナプス形態（形成秩序）変化の作動原理を検討した。結果、アストロサイト領域の面積を変えても興奮性シナプス
伝達には影響しないことが分かった。ところが、１ニューロン当たりのアストロサイト数を変えてみると、アストロサ
イト数が1-5個では興奮性シナプス伝達は低下する傾向を示すことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：　Neural circuit is composed of mainly neuron and glial cell. Astrocyte is a 
major glial cell which plays key roles in brain function including formation and maturation of synapses. 
In this study, we utilized primary co-culture system of autaptic single hippocampal neuron with 
dot-cultured cortical astrocytes, where experimentally modified the density of astrocytes. Excitatory 
synaptic transmission was decreased by lower density of astrocytes (the number of astrocytes = 1-5), 
which was accompanied by a decrease of readily releasable pool of synaptic vesicles but not of the 
vesicular release probability. Distribution analysis of synaptic puncta stained with FM styryl dye and 
VGLUT-1 antibody revealed that a proportion of presynaptically silent synapses on dendrites was increased 
by a small density of astrocytes. These findings indicate that synaptic transmission and a position of 
presynaptically active synapse are varied by the number of astrocytes surrounding neuron.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 

脳の神経回路は、神経細胞（ニューロン）

とグリア細胞で構成される。哺乳類の進化の

過程において、高次脳機能を有する高等動物

ほど脳内のグリア細胞の数が多いといわれ

る。グリア細胞には、アストロサイト、ミク

ログリア、オリゴデンドロサイトの３種類が

あり、グリア細胞の半数はアストロサイトで

ある（Allen & Barres, Nature, 2009）。その

アストロサイトが存在しないと神経回路の

架け橋である『シナプス』の数は激減し、伝

達物質放出機能は低下する（Pfrieger & 

Barres, Science, 1997; Ullian et al., Science, 

2001; Hama et al., Neuron, 2004）。 

最近、アストロサイトは学習・記憶に関与

することが報告され（Takata et al., J 

Neurosci, 2011）、脳内のニューロン新生やシ

ナプス形成を制御することも明らかになっ

た（Ashton et al., Nat Neurosci, 2012）。そ

れに加えて申請者らは、アストロサイトが加

齢するとシナプス伝達は低下することを最

近報告した（Kawano et al., PLoS ONE, 

2012）。 

これまでの背景に鑑みると、アストロサイ

トは複雑な高次脳機能を生涯に亘って保持

するために極めて重要な存在として位置付

けられる。正に、『アストロサイト機能∝脳

機能』であり、アストロサイトはシナプス機

能を制御する主役として考えられる（Eroglu 

& Barres, Nature, 2010）。 

 

２．研究の目的 

アストロサイトの機能や有無に付随する

シナプス動態変化は解明されつつあるが、ア

ストロサイトの密度や占有面積、すなわちア

ストロサイトの領域的要素（拡張性）の重要

性を考察したシナプス研究は殆ど皆無であ

り、その概念でさえも明らかではない。有限

である脳内領域において、アストロサイトが

脳内を占める割合は、人類が最も高い。すな

わち、高次脳機能を獲得した人類の進化の謎

を解く鍵は、『アストロサイトの領域的拡張

性』が握っている可能性が考えられる。 

そこで本研究では、アストロサイトの領域

的要素（数と占有面積）に着目し、アストロ

サイトの領域変化に対するシナプスの形成

秩序と情報伝達機能の作動原理を in vitroレ

ベルで段階的に追究し明らかにすることを

目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１） 自己にシナプスを投射する海馬オー

タプス初代培養標本の作製 

生後０日目の ICRマウスから大脳皮質を取

り出し、アストロサイトを２週間培養した。

その培養アストロサイトを回収し、小さな島

状（Micro island）にパターン培養した。そ

して生後0日齢 ICRマウスの海馬ニューロン

と共培養した。播種されたニューロンは、区

分化した領域内でのみ自己にシナプスを形

成しながら成長するので、シナプス形成が安

定する２週間をニューロンの培養期間とし

た。本標本は、他ニューロンからのシナプス

入力が全く無いので、単一ニューロンに由来

するシナプス動態を詳細に解析できる利点

がある。尚、安定したパターン形成を得るた

めに、一辺が 200-500μmの正方形領域を多

数配列して区分培養できる「コーティングス

タンプ」を開発したので、それを利用した（東

北大学 庭野道夫教授との共同開発）。これ

により、培養細胞の成長範囲を制御でき、オ

ータプス標本の安定性向上と実験の効率化

を図れるように工夫した。具体的には、一辺

が 200 μm（面積 40,000 μm2）、300 μm（面

積 90,000μm2）もしくは 500 μm（面積

250,000 μm2）の正方形ドットを多数配列し

て区分培養できる『マイクロ培養デバイス』

を Polyethylene Ether Ether Ketone 

(PEEK)を用いて作製した。 

 



（２） ニューロン形成およびシナプス形成

の形態観察 

オータプスニューロンの樹状突起は

MAP2 抗体、軸索は Tau 抗体、興奮性シナ

プスは VGLUT1 抗体を用いて免疫染色し、

共焦点顕微鏡にて三次元（z-stack）解析した。

樹状突起の伸展と形態は、MAP2イメージに

おける細胞体を中心に同心円を等間隔で描

き、それぞれの同心円と交差する樹状突起の

回数を計測して定量した（Sholl analysis法）。

軸索の伸展と形態は、Tau抗体が樹状突起も

一部染めることから、Tau イメージから

MAP2 イメージを差し引いたイメージを用

いて Sholl analysis法で定量を行った。シナ

プス数とサイズは、VGLUT1 イメージをガ

ウシアンブラー処理し、ノイズ除去して S/N

比を疑似的に増加させたイメージから定量

した。 

次に、シナプス小胞に FM1-43®を取り込

ませ、シナプス小胞の開口放出可能なアクテ

ィブシナプスを蛍光観察した。そして連続し

てホルマリン固定をし、シナプスをVGLUT1

抗体で免疫染色を行った。 

 

（３） パッチクランプ法を用いたシナプス

解析 

培養領域の異なるアストロサイトと海馬

CA1単一ニューロンを２週間共培養し、シナ

プス形成可能領域を制御した時のシナプス

伝達変化を、膜電位固定下にてパッチクラン

プ法にて解析した。パッチしたオータプスニ

ューロンから、神経伝達物質放出量（evoked 

EPSC amplitude）、放出確率（Pvr）、自発

的開口放出量（mEPSC amplitude）、自発的

開口放出頻度（mEPSC frequency）、開口放

出即時可能シナプス方法数（No. of readily 

releasable pool）を求めた。 

 

４．研究成果 

アストロサイトの形成領域が変化しても

EPSC amplitude 、 mEPSC frequency, 

mEPSC  amplitude いずれも各群において

差はみられなかった。よって、シナプス伝達

物質放出量（シナプス伝達）は不変であると

結論した。加えて、興奮性シナプス数も変化

しなかった。 

次にアストロサイトの培養領域を 90,000 

μm2に統一し、そこに含まれるアストロサイ

トの数を変えながら作製したオータプス培

養標本を作製して、パッチクランプ法を用い

てシナプス伝達を定量化した。結果、アスト

ロサイト数がニューロン 1 個に対し、1-5 個

ではシナプス伝達は減少傾向を示した。 

  

以上の結果から、ニューロンの周囲に共存

するアストロサイトの数に影響せず興奮性

シナプスは形成されるものの、シナプス機能

は影響を受けることが分かった。また、アス

トロサイト数を厳密に制御するために、生細

胞の核を染色できる NucBlue®を用いて同様

の実験を行い、シナプス解析データの再現性

があることも確認できた。 

 VGLUT1 染色の結果では、興奮性シナプ

ス数は不変であったことから、シナプス伝達

の低下はアクティブシナプスの比率が低下

No. of astrocytes No. of astrocytes 

No. of astrocytes 



している可能性が考えられた。そこでシナプ

ス開口放出可能なシナプスを FM1-43®、興奮

性シナプスを VG LUT1で染色し、アクティ

ブシナプスの比率を求めた。結果、アストロ

サイト数が減るとアクティブシナプスの比

率が低下することを明らかにした。 

 以上の結果から、ニューロンを取り巻くア

ストロサイト数の変化はシナプス形成には

影響せず、シナプス伝達に影響を与えること

が明らかとなった。 
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