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緒　言

　グリア細胞の１種のアストロサイトは，単なる神経細胞の支持細胞ではなく，シグナル伝達物質の放出･取込を介し
て神経細胞機能を直接的に制御する．アストロサイトはアストロサイト同士でネットワークを形成し，そのアストロサ
イトネットワークを介して神経細胞機能を調節すると考えられている．様々な中枢神経系疾患において，アストロサイ
トネットワーク変調が起こり，これらが病態形成の一因とも指摘されている．しかしながら，アストロサイトネットワ
ークの変調が中枢神経系疾患の発症にどの程度寄与するのか不明なままである．これは，中枢神経系疾患の発症時に，
アストロサイトが，どのタイミングで，どのように変化して，どのような影響をニューロンに与えるのかといった細胞
メカニズム及びその時空間特性が不明な点であることが一因となっている．この問題を克服するためには，覚醒下にお
ける慢性的 in vivo カルシウムイメージング法が必須となる 1)．慢性的にイメージングを行うためには，定常時におけ
る蛍光強度の安定したカルシウム蛍光測定法が必要となり，genetically encoded calcium indicator (GECI) は有用なツ
ールの１つである．
　アストロサイトの活動が慢性疼痛の形成及び維持において重要な役割を果たしている可能性が指摘されている一次
体性感覚野後肢領域 2) に着目し，慢性疼痛により惹起されるアストロサイトのカルシウム応答及び形態学的変化を，
GECI の１つである GCAMP3 を用いて「覚醒下」でかつ「経日的」に単一細胞レベル及びネットワークレベルで解析
した．

方法および結果

　アストロサイト特異的 GCaMP3 発現マウスは，Glast-CreERT2 マウスと Rosa26-CAG-floxed-GCaMP3 (Ai38, JAX) 3)

を交配させ，得られたマウスにタモキシフェンを投与することにより得た（Glast-CreERT2::Flx-GCaMP3 マウス）．細
胞特異的なマーカーを用いた免疫組織化学法を用いて，アストロサイトにおける GCaMP3 発現を確認した（図無し）．
アストロサイトにカルシウム結合タンパク質である GCaMP3 を発現誘導させることがマウスの機械刺激応答に影響し
ないか検討するために，von Frey test を行った．Glast-CreERT2::Flx-GCaMP3 マウスは，その遺伝的背景となってい
る C57Bl6/J マウスと比較して機械刺激に対する有意な応答性の違いを認めなかった（図 1A）．タモキシフェンによっ
て GCaMP3 を発現誘導すると，機械刺激に対する応答性が増加する傾向にあったが，有意な差は認めなかった．プラ
ンターテストを行い，熱刺激に対する応答性を検討したところ，C57Bl6/J マウスと Glast-CreERT2::Flx-GCaMP3 マウ
スとの間において有意な差は認めなかった（図 1B）．以上により，アストロサイト特異的 GCaMP3 発現マウスは，機
械的及び熱刺激に対する応答性に異常は認められず，神経障害性疼痛モデルによる慢性疼痛形成機序を解析するツール
となると考えられた．
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図 1． アストロサイト特異的 GCaMP3 発現マウスの機械的及び熱刺激応答性．
A) 種々の遺伝子改変動物に対して von Frey test を行ったときの 50%足引き込み閾値．全ての群間で有意な差
は認められなかった. B) プランターテストの結果．縦軸は熱刺激に対して回避行動を示すまでの時間．

　神経障害性疼痛の形成がアストロサイトのカルシウム応答に及ぼす影響を解析するために，一次体性感覚野後肢領域
(S1HL) に開頭手術し観察窓を作製した．３週間の回復期間後にマウスを実験環境に馴化させるため，２光子励起レー
ザー顕微鏡を用いた in vivo カルシウムイメージングを行い，S1HL の２/３層のアストロサイトのカルシウム活動を経
日的に観察した．観察初日においては，複数の細胞間で同期する広範なカルシウム応答が観察された（図 2B）．広範
なカルシウム応答は，比較的大きな応答が視野のほぼ全域にわたって起こるものであった．これらのカルシウム応答は
多くの細胞間で同期しており，カルシウム応答の相関性は，空間的に近いものほど強い傾向にあった（図 2C, D）．こ
の広範なカルシウム応答は，観察開始直後数日間は顕著に観察され，次第に減弱した．およそ１週間の馴化後には，広
範なカルシウム応答は殆ど観察されなかった（図 4）．おそらく，この広範なカルシウム応答は覚醒したマウスが顕微
鏡下に頭部を固定されたことに対して示した驚愕反応により惹起されたものと考えられ 4-6)，マウスの馴化によって驚
愕反応が消失した結果，広範なカルシウム応答も消失したと考えられた．
　カルシウム応答はアストロサイト突起においても顕著に観察された（図 3）．
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図 2． In vivo 覚醒下マウスにおける一次体性感覚野後肢領域アストロサイトの自発カルシウム応答（無処置マウス）．
A) ２光子励起レーザー顕微鏡を用いて撮像した GCaMP3 発現アストロサイトの蛍光画像．B) 蛍光変化の時間
経過．多くの細胞で大きなカルシウムシグナルがほぼ同時に起きた．灰色線は個々の細胞を示し，赤線は平均波
形を示す．C) 任意の２つの細胞間におけるカルシウムダイナミクスの相関とその細胞間距離の関係性．異なる
色は，異なる細胞のカルシウム応答を基準としたときの相関を表す．D) 同一視野内全ての細胞において，任意
の２つの細胞間におけるカルシウムダイナミクスの相関とその細胞間距離との間の関係性．細胞間距離が近い
ほど強い相関性を示す．

図 3． In vivo 覚醒下マウスにおける一次体性感覚野アストロサイトの局所カルシウム応答（無処置マウス）．
GCaMP3 発現アストロサイトの蛍光画像及び蛍光変化の時間経過．
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　馴化したマウスの坐骨神経を１/３－１/２程度縫合糸にて結紮し神経障害性疼痛モデル（Seltzer モデル）を作製し
た．その後，再びアストロサイトのカルシウム活動を経日的に観察した．坐骨神経結紮 (PSNL) １日後には，カルシウ
ム応答が一部の細胞で増加した．またアストロサイト突起における局所カルシウム応答も一過性に増加した（図無し）．
しかし，1.5 日後においては，細胞体におけるカルシウム応答は顕著な変化は示さなかった．慢性疼痛形成期から慢性
疼痛維持期の移行期にあたる 3.5 日においては細胞体におけるカルシウム応答が多く観察された（図 4）．しかしこの
カルシウム応答は 7.5 日においては殆ど観察されなかった．アストロサイトの形態に顕著な変化はどの時点において
も観察されなかった．

図 4． In vivo 覚醒下マウスにおける一次体性感覚野アストロサイトの神経障害性疼痛前後における自発カルシウム応
答．
GCaMP3 発現アストロサイトの蛍光画像（上段）とカルシウム応答の時間経過（下段）．坐骨神経結紮 3.5 日後
において多くの細胞でカルシウム応答が観察された．矢頭はカルシウム応答を示す.

　慢性疼痛形成期において増加したカルシウム応答の発生メカニズムを明らかにするために，脳スライス切片を用いた
in situ カルシウムイメージングを行った．PSNL から３－４日後に，厚さ 300µm の急性脳スライス切片を作製し，共
焦点レーザー顕微鏡により１層から２/３層アストロサイトのカルシウム応答を観察した．その結果，予想通り細胞体
レベルにおけるカルシウム応答が，無処置群と比較して有意に増加していた (P < 0.05, ANOVA)．増加したカルシウム
応答は cyclopiazonic acid (CPA: 20µM) により有意に減弱した (P < 0.05, ANOVA)．これらの結果から，カルシウム応
答の多くは細胞内カルシウムストアからのカルシウム遊離を介していたと解釈された．PSNL において一部のカルシ
ウム応答は CPA 存在下においても残存した．
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Fig. 5． 神経障害性疼痛モデルマウスにおける一次体性感覚野アストロサイトの自発カルシウム応答－急性スライス
標本による解析－．
A) 一次体性感覚野後肢領域アストロサイトの細胞体におけるカルシウム応答．右が神経障害性疼痛モデル群
(PSNL) で，左が無処置群．B) CPA 存在下におけるアストロサイト細胞体のカルシウム応答．C) カルシウム
応答の頻度のまとめ．平均値±標準誤差．*P < 0.05．

考　察

　本研究結果より，Glast-CreERT2::Flx-GCaMP3 マウスは，疼痛形成機序におけるアストロサイトのカルシウム応答
を解析する上で重要なツールとなり得ることが示された．一次体性感覚野におけるアストロサイトのカルシウム応答
は慢性疼痛形成期において一時的に増加する可能性が示された．アストロサイトの細胞体におけるカルシウム応答は
神経障害直後から一過性に増加した．特に疼痛形成期から疼痛維持期に移行する障害後 3.5 日に比較的大きな増加が
見られた．一方，アストロサイト突起におけるカルシウム応答は，神経障害直後（１日後）に一過性に起こる可能性が
示された．薬理学的な実験から，細胞内カルシウムストアからのカルシウム遊離機構の亢進が，細胞体におけるアスト
ロサイトのカルシウム応答の一過的な増加の原因となる可能性が示された．
　最近の IP3 受容体２型欠損マウス (IP3R2KO) を用いた研究で，アストロサイトのカルシウムシグナルの発生機序は，
細胞体と突起部で異なり，細胞体においては IP3 受容体 2 型を介しているが，突起部では IP3 受容体２型非依存のカル
シウム応答も多く存在することが示された 6)．本研究におけるアストロサイト細胞体で起こるカルシウム応答は，細胞
内カルシウムストアからのカルシウム放出に由来していたことは，上述の IP3R2KO の報告と矛盾しない．しかし，細
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胞内カルシウムストア枯渇させても，細胞体において大きなカルシウム応答が一部残存した（図 4B）．これは，IP3 受
容体２型を介さない別のカルシウム応答の発生機序が存在することを示唆している．
　本研究により，神経障害性疼痛モデルの疼痛形成期におけるアストロサイトの活動を慢性的に追跡する方法を確立し
た．今後，一過性に増加する細胞体及び突起カルシウム応答が発生する機序を詳細に解析し，これらのカルシウム応答
が神経活動に及ぼす影響を明らかにする予定である．
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