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    学位論文題名

Cellular mechanisms of calcium signaling and

    gliotransmitter release of astrocytes

（アストロサイトにおけるカルシウムシグナル機構と伝達物質放出機構）

学位論文内容の要旨

  脳神経系はニューロンとグリア細胞から構成されている。グリア細胞の役割は，これま
でニューロンの物理的・化学的支持であると考えられていた。しかし最近になって，グリ
ア細胞のーつであるアストロサイトが，カルシウムを介した細胞間情報伝達を起こすこと

が報告された。また，細胞内カルシウム濃度依存的にアストロサイトは伝達物質を放出し，
ニューロンの活動やシナプス伝達を直接調節している可能性が示唆され始めており，近年
ではアストロサイトがニューロンに対して能動的に影響を与えると考えられるようになっ
てきた。
  そこで本研究では，アストロサイトにおけるカルシウムシグナル機構と伝達物質の放出
機構の両者を解明することを目的とした。
  アストロサイトはカルシウムを介して細胞間情報伝達を行う。機械刺激はその情報伝達
を弓1き起こすが，刺激を受けた細胞自身での細胞内カルシウム濃度上昇機構についてはわ

かっていなかった。第1章では，機械刺激によるアストロサイトの細胞内カルシウム濃度上
昇機構について，カルシウムイメージング法を用いて薬理学的に解析した。単独で存在し
ているアストロサイトに機械刺激を与えると，細胞外カルシウムの有無に関わらず細胞内
カルシウム濃度は上昇した。次に，細胞外カルシウムが存在する状態で，ホスホリパーゼ
C (PLC)阻害剤存在下でアストロサイ卜に機械刺激を与えたところ，カルシウム応答はコ
ントロールに比べて有意に小さかった。これらのことから，機械刺激を受けた細胞におけ
る細胞内カルシウム濃度上昇は主に細胞内カルシウムストアからの動員によるものである
ことが示された。さらに，細胞外カルシウムが存在しない状態で，PLC阻害剤もしくはATP
受容体アンタゴニスト存在下で細胞に機械刺激を与えたところ，．細胞内カルシウム濃度上
昇は完全に抑制された。以上の結果から，一つの系として，ATPによる自己分泌系が働き，
イノシトール3リン酸(lP3)を介した小胞体からのカルシウム動員があることがわかった。
またもうーつの系として，細胞外カルシウムの流入によっても細胞内カルシウム濃度が上
昇することが示された。これは機械刺激感受性イオンチャネルを介していると考えられる。
  機械刺激による細胞内カルシウム濃度上昇は大きナょ細胞膜変形が引き金となる。そこで，
機械刺激の際に重要な意味を持つ細胞膜の物理量として，「硬さ・軟らかさ」を表す弾性率
について解析を行う必要がある。第2章およぴ第3章では，アストロサイト細胞膜の形態と
細胞膜弾性率の決定要因とを原子間力顕微鏡(AFM)を用いて解析した。AFMは探針と試
料間に働く原子間カを検出して，試料の微細な表面形状を観察する走査型顕微鏡である。
この顕微鏡は形状測定のみならず，細胞膜の物理量を測定することにも利用することがで
きる。まず，アストロサイトの細胞膜の形態を観察したところ，細胞膜上には筋状構造が

― 235―



観察され，それはアクチンを反映したものであることがわかった。次に，アストロサイト
の弾性率を測定したところ，核の上の細胞膜は細胞質上のそれより軟らかく，アクチンを
反映した筋状構造を示す細胞膜は特に硬いことが示された。さらには，アクチン重合阻害

剤投与による細胞膜の弾性率変化を測定したところ，投与後は細胞全体で細胞膜が軟らか
くなった。以上の結果から，細胞膜の弾性を決めている第一要因がアクチンであることが
示され，細胞膜を変形させる機械刺激は，アクチンのたわみを弓Iき起こして細胞内カルシ
ウム濃度を上昇させることが示唆された。
  アス卜ロサイ卜は近傍の細胞間でカルシウムを介した情報伝達，すなわち，カルシウム
ウェーブを起こす。隣接した細胞聞ではギャップ結合を形成することから，カルシウムウ
エーブの伝播はATPによる旁分泌の系だけでなく，ギャップ結合を介したIP3またはカルシ
ウム自身の拡散によるものであると考えられた。第4章では，アストロサイ卜の動的構造変
化をAFMで観察した後，アクチンと，ギャップ結合を構成するタンパク質であるコネキシ

ン43の局在を免疫細胞化学法によって調べた。その結果，アクチンとコネキシン43は共存
していることが明らかになった。このことから，コネキシン43はアクチンと何らかの相互
作用をもって，細胞の接着に関与していることが示唆された。さらに以上の結果から，機
械刺激によってアクチンがたわむことによってへミチャネル（ギャップ結合の片方）が開
口し，そ れによって ATPが細胞外へと放出される可能性も考えられている。
  第1章から第4章では，機械刺激による細胞内カルシウム濃度上昇機構とATPを介した細
胞間情報伝達機構にっいて明らかにした。また最近になって，アストロサイトは伝達物質
であるグルタミン酸も放出できることが示されている。第5章では，アストロサイ卜がシナ
プス伝達を調節できる可能性を示すために，アストロサイ卜による伝達物質放出機構につ
いて，特に分化した細胞と未分化の細胞との間で比較・検討した。まず，アス卜ロサイト
からのグルタミン酸放出について検討した。高速液体クロマ卜グラフイー(HPLC)およ
び酵素反応を利用したイメージング法による解析から，分化した細胞はATP刺激によって
グルタミン酸を放出することがわかった。次に，エキソサイトーシス機構の存在を確認す
るために，刺激依存的な螢光色素(FMI-43）の取り込みと放出を検討したところ，分化細
胞は未分化細胞よりも活発に取り込みと放出を行っていることが明らかになった。さらに，
エキソサイトーシスに関与するSN」6d也タンパク質のーっであるシナプトブレビンの細胞
内分布を免疫細胞化学法によって解析した結果，未分化細胞ではその発現はほとんど確認
できなかったが，分化細胞では点状に発現していた。また，シナプトブレビンと別のSNARE
タンパク質であるシンタキシンの発現にっいて，ウエスタンブロッティング法により検討
したところ，分化細胞でその発現が促進されることが示された。以上の結果から，アスト
ロサイ卜はグルタミン酸を放出することができることが示され，その放出機構はSNAREタ
ンパク質を介したエキソサイトーシスの可能性が高いことが示唆された。さらに，それは
分化にともなって起こり得ることも明らかとなった。
  以上の研究結果は，アス卜ロサイトは今まで考えられていたようなニューロンや神経系
全体に対する受動的役割を果たすだけでなく，積極的にシナプス伝達に関与していること
を示すものである。したがって本研究は，ニューロンのみに焦点が当てられてきた神経伝
達機構研究の歴史を大きく変え，神経情報機構の新しい構築原理の解明に大きな貢献を果
たすものである。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

    Cellular mechanisms of calcium signaling and

    gliotransmitter release of astrocytes

（アストロサイトにおけるカルシウムシグナル機構と伝達物質放出機構）

  脳神経系はニューロンとグリア細胞から構成されてしヽる。グリア細胞の役割は，これまでニューロ

ンの物理的・化学的支持であると考えられていた。しかし最近になって，グリア細胞のーっであるア

ストロサイトが，カルシウムを介した細胞間情報伝達を起こすことが報告された。また，細胞内カル

シウム濃度依存的にアストロサイトは伝達物質を放出し，ニューロンの活動やシナプス伝達を直接調

節している可能性が示唆され始めており，近年ではアストロサイトがニューロンに対して能動的に影

響を与えると考えられるようになってきた。

  そこで本研究では，アストロサイトにおけるカルシウムシグナル機構と伝達物質の放出機構の両者

を解明することを目的とした。

  第1章では，機械刺激によるアストロサイトの細胞内カルシウム濃度上昇機構にっいて，カルシウ

ムイメージング法を用いて薬理学的に解析した。単独で存在しているアストロサイトに機械刺激を与

えると，細胞外カルシウムの有無に関わらず細胞内カルシウム濃度は上昇した。細胞外カルシウムが

存在しない状態で，ホスホリパーゼC阻害剤もしくはAIP受容体アンタゴニスト存在下で細胞に機械

刺激を与えたところ，細胞内カルシウム濃度上昇は完全に抑制された。以上の結果から，一つの系と

して，AIPによる自己分泌系が働き，イノシトール3リン酸を介した小胞体からのカルシウム動員が

あることがわかった。またもうーつの系として，細胞外カルシウムの流入によっても細胞内カルシウ

ム濃度が上昇することが示された。

  第2章および第3章では，アス卜ロサイト細胞膜の形態と細胞膜弾性率の決定要因とを原子聞力顕

微鏡(AFM)を用いて解析した。アストロサイ卜の細胞膜の形態を観察したところ，細胞膜上には筋
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状構造が観察され，それはアクチンを反映したものであった。次に，アストロサイトの弾性率を測定

したところ，核の上の細胞膜は細胞質上のそれより軟らかく，アクチンを反映した筋状構造を示す細

胞膜は特に硬いことが示された。以上の結果から，細胞膜の弾性を決めている第一要因がアクチンで

あることが示され，細胞膜を変形させる機械刺激は，アクチンのたわみを引き起こして細胞内カルシ

ウム濃度を上昇させることが示唆された。

  第4章では，アス卜ロサイトの動的構造変化をAFMで観察した後，アクチンと，ギャップ結合を構

成するタンパク質であるコネキシン43の局在を免疫細胞化学法によって調べた。その結果，アクチン

とコネキシン43は共存していることが明らかになった。このことから，コネキシン43はアクチンと

何らかの相互作用をもって，細胞の接着に関与していることが示唆された。さらに以上の結果から，

機械刺激によってアクチンがたわむことによってヘミチャネル（ギャップ結合の片方）が開口し，そ

れによってATPが細胞外へと放出される可能性も考えられている。

  第5章では，アス卜ロサイトがシナプス伝達を調節できる可能性を示すために，アストロサイトに

よる伝達物質放出機構について，特に分化した細胞と未分化の細胞との間で比較・検討した。まず，

高速液体クロマ卜グラフイーと酵素反応を用いたイメージング法を用いてアストロサイトからのグル

タミン酸放出について検討した。その結果，ATP刺激によって分化した細胞からグルタミン酸放出が

起きていることが確認された。次に，エキソサイトーシス機構の存在を確認するために，刺激依存的

な螢光色素(FMI-43)の取り込みと放出を検討したところ，分化した細胞は未分化細胞よりも活発に

取り込みと放出を行っていることが明らかになった。さらに，エキソサイトーシスに関与するSNARE

タンパク質のーっであるシナプトブレビンの細胞内分布を免疫細胞化学法によって解析した結果，未

分化細胞ではその発現はほとんど確認できなかったが，分化細胞では点状に発現していた。また，シ

ナプトブレビンと別のSNAREタンパク質であるシンタキシンの発現についてウエスタンブロッテ

イング法により検討したところ，分化細胞でその発現が促進されることが示された。以上の結果から，

アストロサイトはグルタミン酸を放出することができることが示され，その放出機構はSN6心タン

パク質を介したエキソサイトーシスの可能性が高いことが示唆された。さらに，それは分化にともな

って起こり得ることも明らかとなった。

  これを要するに，以上の一連の結果は，アストロサイトは今まで考えられていたようなニューロン

や神経系全体に対する受動的役割を果たすだけでなく，積極的にシナプス伝達に関与していることを

示すものである。したがって本研究は，ニューロンのみに焦点が当てられてきた神経伝達機構研究の

歴史を大きく変え，神経情報機構の新しい構築原理の解明に大きな貢献を果たすものである。

  よって著者は ，北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格ある ものと認める。
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