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緒緒  言言  

 
脳には神経細胞よりさらに多数のグリア細胞が存在する。グリア細胞は神経細胞への栄養の補給、細胞外マトリック

スのイオンバランスの調整など、主に脳内環境維持の役割を担っているとされてきた。しかし近年では、グリア細胞の

一種であるアストロサイトがあらゆる脳部位において主導的に情報伝達を制御することが示唆されている［1～3］。そ
の大まかな原理としては神経細胞の活動に応じてアストロサイト内から伝達物質が放出され、シナプス強度を制御して

いると考えられる［4］。興味深いことに、アストロサイトはシナプスへ密に接触して［5］、場合によってはアストロサ
イトの突起がシナプス間隙へ侵入することも見出されている［6］。そのような密接なシナプスとの接触が、アストロサ
イトによる局所的なシナプス制御を可能にすると想定される。その反面、ギャップ結合によりアストロサイトは100個
ほどから成る合胞体を形成している。個々のアストロサイトは数千から数万のシナプスと接触するため、アストロサイ

トの合胞体はシナプスの統合的な制御へも適している。さらにはアストロサイトも多様で、幾つかの脳領域でアストロ

サイトの形状や遺伝子発現パターンなどが異なることが報告されている［7］。しかしながらアストロサイト多様性と合
胞体構成の関係とその脳部位・経路特異性との相関関係、およびそれらによる神経回路制御の仕組み、またアストロサ

イトがいつどのようにして統合的なシナプス制御を作動するのか、あるいは個々のシナプスを局所的に制御するのか、

などは未解明である。 
記憶と学習に重要な役割を持つ海馬神経回路においても、アストロサイトがシナプス強度制御に関与する。海馬の主

な情報経路はdentate gyrus、CA3、CA1の部位にある興奮性ニューロンのリレーから成る。我々はこれまでの研究で、
CA3部位からCA1ニューロンへ入力する基底状態のシナプス強度設定にアストロサイトが作用していることを新しく
見出し、さらにはアストロサイトNMDA受容体の重要な役割を発見した［8］。CA3の他にCA1ニューロンへはCA2
と嗅内野などからの入力がそれぞれ層を形成していて、CA1 ニューロン樹状突起では各入力のシナプス活動が統合さ
れ、互いに協奏的に記憶情報が処理される。本研究では、海馬アストロサイトの多様性について 3層からなるCA1部
位に着目し、それぞれの層に特異的な入力をターゲットとした、アストロサイトによるシナプス制御の分子・細胞メカ

ニズムを探究した。 
 

方方  法法  

 
11．．アアスストトロロササイイトトNNMMDDAA受受容容体体にによよるる海海馬馬CCAA11へへ入入力力すするるシシナナププスス前前終終末末強強度度分分布布制制御御のの電電気気生生理理学学的的解解析析  

8～16週齢のBl/6J野生型マウス、あるいはGrin1 fl/flマウスを使いGFAP-Creリコンビナーゼ組換えアデノウイル
ス（AAV）を注入することでCA1部位のアストロサイトNMDA受容体GluN1サブユニットを欠損したマウス脳から
海馬急性切片を作製し、電気生理学の手法でCA1ニューロンよりシナプス応答を記録した。組換えAAVは脳切片を用
いた実験の3週間前に注入した。連続したシナプス刺激に対するシナプス応答比、paired-pulse ratio（PPR）はシナプ
ス前終末強度と逆比例する。したがって、シナプス前終末強度の推定値としてCA3から入力するstratum radiatum（SR）、
嗅内野から入力する stratum lacunosum moleculare（SLM）、CA3およびCA2から入力する stratum oriens（SO）
を 50 ms間隔で刺激してCA1ニューロンからPPRを測定した。アストロサイトのNMDA受容体機能を調べるために
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CA1ニューロンのスパイン（シナプス後部）に局在するNMDA受容体を前もって阻害した。use-dependentアンタゴニ
ストであるMK-801（1 mM）をパッチクランプ電極からCA1ニューロンへ注入して10～15分以上経過した後、シナプ
スを最低 45回、0.1 Hzで刺激してNMDA受容体によるシナプス応答のブロックを確認した。NMDA受容体の薬理学
的解析にはAP5（50μM）、MK-801（50μM）、あるいはQNZ46（25μM）を含む細胞外溶液を用いた。 
22．．アアスストトロロササイイトトNNMMDDAA受受容容体体ササブブタタイイププのの発発現現のの評評価価ととシシンンググルルセセルルRRNNAA解解析析  

8～16週齢の野生型マウス脳から海馬急性切片を作製して CA1部位の錐体細胞および SR、SO、SLMに局在する 

アストロサイトをパッチクランプして RNAを採取した。NMDA受容体のサブタイプの qRT-PCR解析を行い、さら
にはシングルセル RNA解析（patch-RNAseq）を実施した。Patch-RNAseq解析には各層ごとに 60個のアストロサ
イトより採取した RNAを合わせた。cDNAは SMART-Seq v4（タカラバイオ）ユーザーマニュアルに従って作製し
た。Nextera XT DNAライブラリー調製キット（イルミナ）は、イルミナシーケンシングに適した cDNAライブラリ
ーを作る際に使用した。シーケンシングは MiSeq または HiSeq にて実施した。GluN2Cのアストロサイトへの局在
を確認するためにGluN2C-Creマウス［9］を Td-Tomatoレポーターマウスと交配して灌流固定した後、海馬切片で
免疫染色実験を行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．アアスストトロロササイイトトNNMMDDAA受受容容体体にによよるる海海馬馬CCAA11へへ入入力力すするるシシナナププスス前前終終末末強強度度分分布布制制御御のの電電気気生生理理学学的的解解析析  
海馬 CA3ニューロンから CA1ニューロンへ入力する SR層のシナプスの PPR分布をモニタリングした（図 1）。 
細胞外溶液をNMDA受容体アンタゴニストのAP5またはMK801を含有する溶液に切り替えるとPPR分布幅が狭く
なり、想定したとおり、シナプス前終末強度のバラツキの減少を確認した。次に PPR分布を制御するNMDA受容体
サブタイプを同定する目的で、GluN2B-NMDA受容体サブユニットに依存的な阻害薬、Ro25-6981（10μM）とコン
トロールの条件で記録したPPR分布を比較したが有意差は認められなかった。しかしながら、GluN2C/Dに依存的な
阻害薬、QNZ46（25μM）では AP5 と MK801 の場合と同様に PPR 分布幅が狭くなった。したがって、通常では
GluN2C/Dがシナプス前終末強度分布幅を増大していると考えられる。さらにはNMDA受容体活性に必須なGluN1
サブユニットをアストロサイトからノックダウンすると PPR 分布幅への AP5および QNZ46 の影響がブロックされ
た。これらの結果によりアストロサイトに局在する GluN2C/Dサブタイプを持つNMDA受容体がシナプス前終末強
度調整に関与すると考察する。 
22．．アアスストトロロササイイトトNNMMDDAA受受容容体体ササブブタタイイププのの発発現現のの評評価価ととシシンンググルルセセルルRRNNAA解解析析  
次にGluN2C/Dが海馬 CA1アストロサイトで発現しているかどうかを調べるために、SO、SR、SLM層のアスト
ロサイトおよびCA1ニューロンからRNAを採取してqRT-PCRの手法でNMDA受容体サブタイプmRNAの発現量
を比較した（図2A、B）。ニューロンではGluN1、GluN2A、GluN2B mRNA（Grin1、Grin2A、Grin2B ）が多く、
アストロサイト3層ではGluN2C mRNA（Grin2C ）が多くみられた。GluN2D mRNA（Grin2D ）のプローブの効
率はコントロール実験で確認できたものの、海馬CA1ニューロンとアストロサイト双方のサンプルではGrin2Dは検
出されなかった。したがって海馬CA1アストロサイトではGluN2CサブタイプのNMDA受容体がシナプス前終末強
度調整に関わることが示唆された。NMDA受容体に必須なGluN1 mRNAの発現量はアストロサイトでは低かったが、
電気生理学的にはNMDA受容体の活性がアストロサイトで確認されたため、アストロサイトから得られるmRNA採
取量はニューロンと比べて一般的に低いこと、またアストロサイト GluN1 mRNA の発現量が低いことが影響したと
思われる。今後、アストロサイトGluN1サブタイプの直接的な確認について最適な検出方法を検討していく。GluN2C
についてはレポーターマウスを用いた実験を行い、タンパクレベルでアストロサイト特異的な局在を確認した（図2C）。 
アストロサイトにおけるNMDA受容体活性度を電気生理学的に調べた際、アストロサイトGluN1ノックダウンに
依存的な反応はSRアストロサイトでは確認できたが、SO、SLMのアストロサイトでは有意差が見られなかった。し
たがって、GluN2Cは3層にわたってCA1アストロサイトで発現されるものの、GluN2Cによるシナプス前終末強度
制御は SR層のアストロサイトに限定的であると想定された。この仮説を検証するために、SO層と SLM層のシナプ
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ス入力をそれぞれ刺激して、NMDA受容体依存的なPPR分布幅をモニタリングした。SR層と異なり、SO層とSLM
層では、AP5またはMK801を含む細胞外溶液に切り替えても、PPR分布幅に顕著な変化は見られなかった。さらに
は、SR、SO、SLMのアストロサイトから採取したmRNAを用いてRNA解析を行ったところ、各層のアストロサイ
トに特徴的な RNA 発現パターンが確認され、アストロサイトタイプが各層で異なることを示唆する結果が得られた。 
本研究ではアストロサイトGluN2Cがシナプス制御に関わることを新たに見出した。また、アストロサイトNMDA
受容体によるシナプス前終末強度制御は SR層で顕著におこり、海馬CA1部位 3層のアストロサイトがそれぞれ異な
る細胞タイプであることを示唆した。今後はアストロサイトによる層特異的なシナプス制御の分子メカニズムと海馬機

能への関わりをさらに深く追究したい。 
 

 
 

図1．アストロサイトGluN2C-NMDA受容体によるPPR分布の制御 
A） 上、Grin1fl/flマウスの海馬へAAV-GFAP-nlsCre-mCherry（Cre）またはCreのシーケン

スを除いたAAV-GFAP-nls-mCherryコントロール（ΔCre）の組換えアデノウイルスを注
入した。下、海馬急性切片を作製し、MK801でNMDA受容体を阻害されたCA1ニュー
ロンからSRを刺激してシナプス応答をモニタリングした。 

B、C）ベースライン記録の後、AP5（50μM）を含有した細胞外溶液で記録を続けて、ベースラ
インとAP5で得たそれぞれのPPR分布の比較をコントロール（B）あるいはGluN1をア
ストロサイトからノックダウンした切片（C）で示している。コントロール条件では AP5
はPPR分布幅を小さくするが、アストロサイトからNMDA受容体が欠損した状態ではベ
ースラインでもPPR分布幅は狭く、AP5の効果は見られない。 

D、E）B、Cと同じ条件でQNZ46（25μM）の細胞外溶液をパーフューズした。AP5と同様な
結果が見られた。 
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図2．アストロサイトNMDA受容体サブタイプ発現の解析 

A） 海馬CA1錐体ニューロンおよびSR、SO、SLM層のアストロサイトをパッチクランプしてそれぞれの
細胞からRNAを採取した。 

B） qRT-PCRで推定したGrin1、Grin2A、Grin2B、Grin2CのmRNA量。「No patch」はパッチクランプ
の電極を切片へ突き刺しただけのコントロールサンプル。 

C） GluN2Cのアストロサイトへの局在を確認するためにGluN2C-CreマウスとTd-Tomatoレポーターマ
ウスを交配したマウスを使い、灌流固定した後、海馬切片をアストロサイトマーカーであるGFAP（緑）、
tdTomato（赤）、ニューロンの核マーカーであるNeuN（青）と三重免疫染色した。（スケールバー：上、
160μm；下、25μm）右：tdTomatoラベルを持つ pyramidal層のニューロン、SR層のニューロン、
アストロサイトの率。GluN2Cは主にアストロサイトに発現する。 
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