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 ア ス ト ロ サ イ ト は 中 枢 神 経 系 に 存 在 す る 非 神 経 細 胞 種 ， グ リ ア 細 胞 の １ つ で あ

る 。 細 胞 体 か ら 分 岐 し た 多 く の 突 起 構 造 を 特 徴 と し ， 互 い に テ リ ト リ ー を 持 ち な

が ら 脳 を 埋 め 尽 く す よ う に 存 在 す る 。 ア ス ト ロ サ イ ト の 突 起 は 神 経 細 胞 間 の 情 報

伝 達 部 位 で あ る シ ナ プ ス を 覆 い ， そ の 数 は 齧 歯 類 に お い て ア ス ト ロ サ イ ト 1 細

胞 あ た り 約 1 4 万 個 に 上 る と 概 算 さ れ る 。 さ ら に 1 9 9 0 年 代 以 降 ， ア ス ト ロ サ イ

ト が グ リ ア 伝 達 物 質 の 放 出 を 介 し て シ ナ プ ス 間 の 情 報 伝 達 を 制 御 す る こ と が 発 見

さ れ ， 近 年 で は 記 憶 や 学 習 な ど 脳 高 次 機 能 に 密 接 に 関 与 す る こ と が 明 ら か と な っ

た 。 グ リ ア 伝 達 物 質 放 出 の 制 御 因 子 の １ つ と し て 知 ら れ る 細 胞 内 C a 2 +は ， ア ス

ト ロ サ イ ト の 微 小 突 起 や 枝 ご と の 限 局 し た 濃 度 上 昇 や 細 胞 全 体 で 起 こ る グ ロ ー バ

ル な 上 昇 な ど ， 複 雑 な 動 態 を 示 す こ と が 蛍 光 イ メ ー ジ ン グ に よ り 明 ら か に さ れ て

い る 。 こ れ ら の C a 2 +濃 度 動 態 が グ リ ア 伝 達 物 質 放 出 を 誘 発 す る と 仮 定 し た 場 合

に ， そ の 細 胞 内 の 拡 が り の 範 囲 か ら ア ス ト ロ サ イ ト は シ ナ プ ス の 活 動 を 様 々 な 規

模 で 複 数 ま と め て 調 節 す る 可 能 性 が 提 唱 さ れ て き た 。 し か し ， こ れ ま で の 非 光 学

的 な 検 出 手 法 は グ リ ア 伝 達 物 質 放 出 の 空 間 情 報 を 欠 い て い た た め ， ア ス ト ロ サ イ

ト に よ る シ ナ プ ス 群 の 空 間 的 な 調 節 様 式 は 不 明 な ま ま で あ っ た 。 ま た ， 既 存 の 手

法 は 時 間 解 像 度 が 低 く 個 々 の 放 出 現 象 を 検 出 で き ず ， 個 々 の 放 出 の キ ネ テ ィ ク ス

も 明 ら か に さ れ て い な い 。 本 研 究 で は ， グ リ ア 伝 達 物 質 の １ つ で あ る AT P の 時

空 間 特 性 を マ ウ ス 脳 組 織 内 に て 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た 。 ア ス ト ロ サ イ ト

か ら の AT P 放 出 の 抑 制 は マ ウ ス の 鬱 病 様 行 動 を 誘 発 す る こ と か ら ， 定 常 時 の

AT P 伝 達 様 式 を 明 ら か に す る こ と は 生 物 学 的 か つ 医 学 的 に 重 要 だ と 考 え ら れ

る 。 本 研 究 で は ， 近 年 開 発 さ れ た 新 規 の 細 胞 外 AT P セ ン サ ー で あ る G R A B AT P 1 . 0

を 用 い る こ と で ， 脳 組 織 内 の 細 胞 外 AT P 動 態 を 可 視 化 し ， ア ス ト ロ サ イ ト の 自

発 的 か つ 局 所 的 な AT P 放 出 現 象 を 検 討 し た 。 さ ら に ， 細 胞 内 C a 2 +動 態 と の 関 係

や AT P 放 出 の キ ネ テ ィ ク ス に つ い て 解 析 し ， ア ス ト ロ サ イ ト の AT P シ グ ナ ル 伝

達 機 構 の 一 端 を 明 ら か に し た 。  

 

 本 論 文 は 序 論 ， 実 験 材 料 と 方 法 ， 実 験 結 果 ， 総 合 討 論 の 全 ４ 章 で 構 成 さ れ る 。

各 章 の 概 要 を 以 下 に 記 す 。  

 第 １ 章 は 本 論 文 の 序 論 と し て ， 研 究 対 象 で あ る ア ス ト ロ サ イ ト に つ い て 概 要 を

説 明 し た 後 ， ア ス ト ロ サ イ ト の 形 態 的 特 徴 と 細 胞 内 C a 2 +動 態 ， AT P 放 出 を 介 し

た シ グ ナ ル 伝 達 に つ い て 研 究 の 背 景 を 述 べ た 。 ま た ， 本 研 究 で 使 用 し た 蛍 光 ラ イ

ブ イ メ ー ジ ン グ に よ る 可 視 化 技 術 や 遺 伝 子 導 入 手 法 ， 多 次 元 デ ー タ の 解 析 手 法 ，

薬 理 学 的 阻 害 剤 に つ い て 原 理 や 背 景 を 記 載 し た 。 こ れ ら を 踏 ま え ， 本 研 究 の 立 ち

位 置 と 概 観 ， 研 究 目 的 を 述 べ た 。  

 第 ２ 章 は 本 研 究 で 使 用 し た 実 験 材 料 と 方 法 を 記 載 し た 。 本 研 究 で は ， 脳 組 織 内

の ア ス ト ロ サ イ ト の 活 動 を 観 察 す る た め I C R マ ウ ス を 用 い た 。 細 胞 外 AT P と 細

胞 内 C a 2 +の 動 態 の 可 視 化 に は 蛍 光 タ ン パ ク 質 セ ン サ ー で あ る G R A B AT P 1 . 0 と
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L c k - R E X - G E C O 1 を そ れ ぞ れ 使 用 し ， 各 セ ン サ ー の 遺 伝 子 を 含 む P i g g y B a c ト ラ

ン ス ポ ゾ ン ベ ク タ ー を 胎 生 1 5 日 目 マ ウ ス に 子 宮 内 電 気 穿 孔 法 に よ り 遺 伝 子 導 入

す る こ と で ， 大 脳 皮 質 の ア ス ト ロ サ イ ト に セ ン サ ー タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 。 蛍

光 ラ イ ブ イ メ ー ジ ン グ に は 二 光 子 顕 微 鏡 を 使 用 し ， 生 後 4 – 8 週 齢 の マ ウ ス の 頭

蓋 骨 に 観 察 窓 を 作 製 し i n  v i v o イ メ ー ジ ン グ を 行 っ た 。 ま た 薬 理 学 的 阻 害 実 験 に

は 急 性 脳 切 片 を 観 察 対 象 と し て イ メ ー ジ ン グ を 行 っ た 。 取 得 し た 蛍 光 タ イ ム ラ プ

ス 画 像 の デ ー タ 解 析 と し て ， シ グ ナ ル 上 昇 の イ ベ ン ト 検 出 と イ ベ ン ト 特 徴 抽 出 お

よ び ク ラ ス タ ー 解 析 に よ る イ ベ ン ト 分 類 を 行 っ た 。 以 上 の 実 験 に つ い て ， 詳 細 な

手 順 と 手 法 を 記 し た 。  

 第 ３ 章 で は ア ス ト ロ サ イ ト の 自 発 的 な AT P 放 出 現 象 と そ の 機 構 に 関 す る 実 験

結 果 を 記 載 し た 。 子 宮 内 電 気 穿 孔 法 に よ り 大 脳 皮 質 の ア ス ト ロ サ イ ト に

G R A B AT P 1 . 0 を 疎 ら に 発 現 さ せ ， １ 細 胞 レ ベ ル で 細 胞 外 AT P 動 態 の i n  v i v o イ メ

ー ジ ン グ を 行 っ た 。 麻 酔 下 の マ ウ ス に 刺 激 を 与 え ず 蛍 光 観 察 し た と こ ろ ， 細 胞 の

局 所 で 一 過 的 な 細 胞 外 AT P 濃 度 上 昇 が 検 出 さ れ た 。 こ の 局 所 的 な AT P 放 出 現 象

は 非 刺 激 下 の 急 性 脳 切 片 に お い て も 見 ら れ ， 典 型 的 な 面 積 は 5 0 – 2 5 0  µm 2 に 及

び ， 数 秒 か ら 数 百 秒 持 続 す る こ と が 分 か っ た 。 ア ス ト ロ サ イ ト の 活 動 を 阻 害 す る

フ ル オ ロ ク エ ン 酸 投 与 に よ り AT P の 放 出 頻 度 は 有 意 に 減 少 し た 一 方 で ， 神 経 活

動 を 阻 害 す る テ ト ロ ド ト キ シ ン に は 感 受 性 を 示 さ な か っ た 。 以 上 の 結 果 か ら ，

AT P 放 出 は ア ス ト ロ サ イ ト に 由 来 し ， 神 経 活 動 に よ ら な い 自 発 的 な 放 出 で あ る

こ と が 分 か っ た 。 ま た ， 細 胞 外 AT P 濃 度 に つ い て G R A B AT P 1 . 0 の 蛍 光 強 度 変 化 を

キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン し た 結 果 ， AT P 放 出 時 の 最 大 濃 度 上 昇 は 0 . 5 – 5  µM で ， AT P

の 受 容 体 を 活 性 化 し う る 十 分 な 濃 度 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 次 に ， 自 発 的 な

AT P 放 出 現 象 に つ い て そ の 機 構 を 明 ら か に す る た め ， グ リ ア 伝 達 物 質 放 出 の 重

要 な 制 御 因 子 の １ つ と し て 知 ら れ る 細 胞 内 C a 2 +濃 度 上 昇 と の 関 係 を 検 証 し た 。

G R A B AT P 1 . 0 と L c k - R E X - G E C O 1 の 同 時 イ メ ー ジ ン グ を 行 い ， AT P 放 出 と C a 2 +濃

度 上 昇 の 時 空 間 的 な 重 な り を 評 価 し た 結 果 ， 過 半 数 の AT P 放 出 は C a 2 +濃 度 上 昇

と 独 立 し て 起 こ る こ と が 分 か っ た 。 ま た ， そ れ ぞ れ の 頻 度 の 間 に 有 意 な 相 関 は 見

ら れ な か っ た 。 さ ら に ， C a 2 +依 存 的 な AT P 放 出 の 代 表 的 な 機 構 で あ る 小 胞 放 出

を B a f i l o m y c i n  A 1 投 与 に よ り 阻 害 し た が ， AT P 放 出 の 頻 度 に 有 意 な 変 化 は 見 ら

れ な か っ た 。 以 上 か ら ， 自 発 的 な AT P 放 出 は 主 に C a 2 +非 依 存 的 な 機 構 に よ る こ

と が 示 唆 さ れ た 。 次 に ， AT P 放 出 の 波 形 に 着 目 し て 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ に よ

る 分 類 を 行 っ た と こ ろ ， AT P 放 出 が ２ つ の 大 き な ク ラ ス に 分 け ら れ ， さ ら に 5

つ の ク ラ ス タ ー に 細 分 類 す る こ と が で き た 。 B a f i l o m y c i n  A 1 は AT P 放 出 全 体 で

比 較 し た 際 に は 頻 度 に 影 響 し な か っ た が ， ゆ る や か な 波 形 と 比 較 的 長 い 継 続 時 間

を 特 徴 と す る 少 数 派 の ク ラ ス に お い て は 有 意 に 頻 度 を 減 少 さ せ て い た 。 ま た ， そ

の う ち の １ つ の ク ラ ス タ ー で は ， AT P 放 出 前 に C a 2 +濃 度 が 増 加 す る 傾 向 が 見 ら

れ た 。 ま た ， 非 小 胞 放 出 経 路 の １ つ で あ る ヘ ミ チ ャ ネ ル の 阻 害 剤 を 加 え た 際 に
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は ， い ず れ の ク ラ ス お よ び ク ラ ス タ ー に お い て も AT P 放 出 頻 度 に 有 意 な 減 少 は

見 ら れ な か っ た 。 以 上 の 解 析 か ら ， 自 発 的 な AT P 放 出 に は 単 一 の 機 構 で は な く

キ ネ テ ィ ク ス が 異 な る 複 数 の 機 構 が 共 在 す る こ と ， さ ら に 非 小 胞 放 出 経 路 が 主 で

あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 第 ５ 章 は 本 研 究 の ま と め と 考 察 ， 展 望 を 記 載 し た 。 本 研 究 で は ， 脳 組 織 内 の ア

ス ト ロ サ イ ト が 神 経 活 動 に 依 存 せ ず 自 発 的 に AT P を 放 出 す る こ と を 見 出 し た 。

ま た ， AT P 放 出 は 細 胞 局 所 で 発 生 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 さ ら に 細 胞 内

C a 2 +動 態 と の 関 係 や 波 形 に 着 目 し た 機 構 解 析 に よ り ， キ ネ テ ィ ク ス の 異 な る 複

数 の 機 構 が 存 在 し ， 特 に 非 小 胞 放 出 機 構 が 主 で あ る こ と ， ま た C a 2 +濃 度 上 昇 の

寄 与 は 部 分 的 で あ る こ と が 分 か っ た 。 し か し 依 然 と し て ， 自 発 的 な AT P 放 出 現

象 に 寄 与 す る 放 出 機 構 の 全 貌 や 候 補 分 子 は 不 明 で あ る 。 ま た ， ア ス ト ロ サ イ ト が

自 発 的 か つ 局 所 的 に AT P を 放 出 す る こ と の 生 理 学 的 意 義 に つ い て も 不 明 の ま ま

で あ る 。 今 後 の 展 望 と し て ， ま ず は ア ス ト ロ サ イ ト に お け る 自 発 的 な AT P 放 出

を 担 う 主 要 な 放 出 機 構 の 特 定 が 望 ま れ る 。 こ れ が 明 ら か に な る こ と で ， そ の 遺 伝

子 除 去 等 に よ り 自 発 的 な AT P 放 出 の 生 理 学 的 意 義 の 検 証 が 可 能 に な る と 期 待 さ

れ る 。 考 察 で は ， 阻 害 剤 の 効 果 や C a 2 +濃 度 上 昇 と の 同 期 性 に つ い て 得 た 結 果 を

も と に ， す で に 同 定 さ れ て い る ア ス ト ロ サ イ ト の AT P 放 出 機 構 を 挙 げ な が ら 自

発 的 な AT P 放 出 機 構 の 主 要 な 候 補 分 子 を 推 察 し た 。 ま た ， 自 発 的 な AT P 放 出 が

及 ぼ し う る 作 用 に つ い て ， 細 胞 外 AT P の 上 昇 濃 度 と そ の 空 間 特 性 か ら ， AT P の

各 種 受 容 体 の 親 和 性 や シ ナ プ ス 密 度 な ど の 文 献 値 と 照 ら し て 議 論 し た 。 ま た ， 神

経 グ リ ア 共 培 養 系 で 報 告 さ れ て い る 自 発 的 な AT P 放 出 の 作 用 や ， 脳 組 織 内 ア ス

ト ロ サ イ ト か ら の 誘 発 性 AT P 放 出 の 効 果 と 比 較 し な が ら 議 論 し た 。 最 後 に ， 本

研 究 が 当 該 分 野 に も た ら し た 洞 察 を 以 下 に ま と め る 。 従 来 ， ア ス ト ロ サ イ ト は 神

経 活 動 の 補 助 や 脳 恒 常 性 維 持 を 担 う 受 動 的 な 細 胞 と し て 認 識 さ れ て き た が ， 神 経

活 動 に 応 答 し て グ リ ア 伝 達 物 質 を 放 出 す る こ と で ， よ り 直 接 的 に 情 報 伝 達 に 関 与

す る こ と が 近 年 分 か っ て き た 。 本 研 究 で は さ ら に ， ア ス ト ロ サ イ ト が 神 経 活 動 に

依 存 せ ず 自 発 的 に AT P シ グ ナ ル 伝 達 を 駆 動 す る と い う よ り 能 動 的 な 側 面 に 新 た

に 光 を 当 て た 。 ま た ， 以 前 か ら ア ス ト ロ サ イ ト 内 C a 2 +動 態 の 空 間 特 性 を 基 に ，

異 な る 神 経 細 胞 に 属 す る 近 接 し た シ ナ プ ス 群 が グ リ ア 伝 達 物 質 に よ り ま と め て 制

御 さ れ る 機 能 的 ク ラ ス タ ー を 形 成 し て い る 可 能 性 が 指 摘 さ れ て き た 。 本 研 究 で

は ， 数 百 の シ ナ プ ス が 存 在 す る 範 囲 に AT P が 拡 散 す る こ と を 示 し ， こ の 仮 説 に

関 し て よ り 直 接 的 な 根 拠 を 提 示 し た 。 ま た ， こ れ ま で 細 胞 内 C a 2 +動 態 が ア ス ト

ロ サ イ ト の 活 動 指 標 と し て 重 視 さ れ て き た が ， C a 2 +動 態 に は 反 映 さ れ な い シ グ

ナ ル 伝 達 が ア ス ト ロ サ イ ト 内 に 恒 常 的 に 存 在 す る こ と を 示 し ， ア ス ト ロ サ イ ト の

細 胞 機 能 を 測 る 上 で 細 胞 内 C a 2 +以 外 の 分 子 指 標 を 求 め る 必 要 性 を 示 唆 し て い

る 。  
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