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脳スライスにおける内因性光学シグナルは細胞の体積変化を反映する．細胞外カリウム濃度の増加

に伴う内因性シグナルから細胞の体積調節機構を検討した．等張の条件で4.5mMから10mMへカ

リウム濃度を45分間増加させると，可逆的に透過光量は増加した．この変化はTTX，AP-5および

NBQX処理によって興奮を抑制した条件下でも観察された．一方Na-K-2Cl共輸送体の特異的な阻害

剤のbumetanideはシグナルを半減させた．特にこの抑制は錐体細胞層よりもアストロサイトが豊富

なradiatum stratumで顕著であった．またNa-K-2Cl共輸送体のアイソフォームの一つである

NKCC１を認識するモノクローナル抗体によって免疫染色し細胞レベルでの分布を検討した．NKCC

１はニューロンよりも少ないが，アストロサイトでも発現していることが確認された．二光子共焦点

顕微鏡を用いてカルセインで染色した細胞を観察すると，高カリウムに対して樹状突起は影響されな

かったが，アストロサイトのプロセスの直径は1.2倍に増加した．これらの結果から高カリウムによ

る内因性シグナルにはNKCC１の活性化を介したアストロサイトの膨潤が寄与していると えられ

た．

１ はじめに

神経活動に伴い細胞外カリウム濃度は変動し，そ

の範囲は通常～３mMから激しい興奮時には～13

mMに達する［1］．従来過剰なカリウムはアストロ

サイトが取り込み，浸透圧により水が細胞内に移行

し細胞は膨潤すると えられてきた．多くの研究者

が培養アストロサイトでは高カリウム条件下で

Na-K-2Cl共輸送体の活性化に伴って，カリウムが

取り込まれ，膨潤することを指摘した［2］．一方脳

スライスにおいてはニューロンにだけNa-K-2Cl共

輸送体が発現していると最近報告された［3］．本研

究の目的は高カリウム条件下で観察される脳スライ

スの膨潤がNa-K-2Cl共輸送体の活性化によるもの

なのか，膨潤に寄与するのがニューロンなのかアス

トロサイトなのかを明らかにすることである．脳ス

ライスにおける内因性光学シグナルは細胞レベルの

膨潤収縮を検出するために適した方法である［4，5］．

内因性光学シグナルにおける各種阻害剤の効果，免

疫染色及び２光子共焦点顕微鏡の結果から，アスト

ロサイトのNa-K-2Cl共輸送体活性化が高カリウム

条件下での脳スライスの膨潤に寄与していることが

明らかになった．

２ 実験

2.1 内因性光学シグナル

光学フィルターなしのタングステンランプを光源

とした倒立顕微鏡で脳スライスの透過像を観察し，

CCDカメラで記録した画像を解析した．３週齢ウイ

スターラット（オス）から厚さ400ミクロンの脳ス

ライスを作製した．95％酸素＋５％二酸化炭素混合

ガスで飽和させた人工脳脊髄液（120NaCl，26

NaHCO，３KCl，1.5KHPO，1.4MgSO，２

CaCl，10GlcinmM）中でスライスを維持した．

高カリウム人工脳脊髄液は114.5NaCl，26

NaHCO，8.5KCl，1.5KHPO，1.4MgSO，２

CaCl，10GlcinmMを含む．さらに活動電位とシ

ナプス伝達を抑制するために1.2mM TTX，100

mM AP-5，20mM NBQXを加えた．

2.2 免疫染色

常法に従ってホルムアルデヒドで固定した脳から

50ミクロンの切片を調製した．免疫抗体で二重染色

した．一次抗体はNa-K-2Cl共輸送体アイソフォー

ム１（NKCC１）に対するモノクローナル抗体を

1：1000，アストロサイトのマーカータンパクとして



GFAPのウサギ抗体を1：2000，ニューロンのマー

カータンパクとしてグルタメートレセプターサブユ

ニット１のウサギ抗体を1：1000の希釈で用いた．

二次抗体はCy３ラベルしたドンキー抗ウサギ抗体

およびCy２ラベルしたドンキー抗マウス抗体をど

ちらも1：1000の希釈で用いた．

2.3 二光子共焦点顕微鏡

二光子共焦点顕微鏡（ツアイスLSM510）を用い

た．TTX，AP-5，NBQXを含まない人工脳脊髄液

中でスライスパッチを行い，活動電位の有無から電

気生理学的にニューロンとアストロサイトを区別

し，電気泳動的にカルセインで30分間染色した．染

色後，単一細胞の三次元蛍光像を得て，15分間高カ

リウム潅流した時点で再度同一細胞の三次元蛍光像

を得た．付属のソフトウエアで三次元蛍光像の強度

プロファイルを解析した．

３ 結果と 察

典型的な高カリウムによる内因性光学シグナルを

図１に示した．大脳皮質の内側にある海馬は特徴的

図１ 高カリウム（10mM）で観察される脳スライスの内因性光学シグナル．Bumetanide（BMT）はNa-K-2Cl共輸送体の特異

的阻害剤．

図２ 内因性光学シグナルに及ぼすbumetanaideの効果（５スライス）



な層構造をもち，大きくCA１，CA２，CA３，DG

分けられる．CA１領域には特徴的な細胞構築があ

り，錐体細胞層（Pyr）にはCA１ニューロンの細胞

体が局在し，アストロサイトが比較的少ない．

一方Radiatumstratum層（Rad）は樹状突起と

アストロサイトが豊富な領域である．通常のカリウ

ム濃度で潅流すると透過光量がどの領域でも変化せ

ず，経時的に差画像を計算すると一様な画像になる．

カリウム濃度を4.5mMから10mMに上げると透

過光量が不 一に増加する．このスライスにNa-K-

2Cl共輸送体の特異的阻害剤bumetanideを与える

と，カリウム濃度を増加させたときのシグナルは小

さくなる．図２は内因性光学シグナルの経時変化を

示している．45分間カリウム濃度を増加させると透

過光量の増加が内因性光学シグナルとして観察され

る．トランスポーターの阻害剤は全体のシグナルを

半減させ，領域別に異なる応答を示す．アストロサ

イトが少ない領域（Pyr）ではトランスポーターの寄

与が少なく，アストロサイトの多い領域（Rad）では

トランスポーターが強く寄与した．したがってこの

領域の内因性光学シグナルにはアストロサイトのト

ランスポーターが寄与していることが示唆された．

実際にトランスポーターの分布を免疫染色で調べ

た．NKCC１はさまざまな細胞で発現しているが，

NKCC２は腎臓だけに発現している．図３に示すよ

うにどの領域でもアストロサイトのマーカータンパ

クのGFAPとトランスポーターの分布は一致せず，

むしろニューロンのマーカータンパクのグルタメー

トレセプターの分布と一致していた．したがって内

因性光学シグナルではアストロサイトのトランス

ポーターが機能しているという結果であったが，組

織での発現を見ると，むしろニューロンにこのトラ

ンスポーターは多く発現していた．次にニューロン

図３ 脳切片におけるNa-K-2Cl共輸送体の分布．バーは20ミクロンを示している．

図４ 単離アストロサイトにおけるNa-K-2Cl共輸送体の発

現．バーは５ミクロンを示している．



の強いシグナルが弱いアストロサイトのシグナルを

マスクしていると えて，アストロサイトのアスト

ロサイトだけを単離した（図４）．GFAPポジティブ

のアストロサイトは弱いながらもトランスポーター

の免疫活性を持っていた．したがってニューロンよ

りも低いレベルで発現しているアストロサイトのト

ランスポーターが内因性シグナルの50％に寄与し

ていると えられた．

Na-Kポンプの寄与を調べた（図５）．その阻害剤

ouabainは内因性光学シグナルを半分に抑制したこ

とから，内因性光学シグナルにおけるNa-K-2Cl共 輸送体以外の残り半分にNa-Kポンプが寄与して

図５ Na-Kポンプの阻害剤ouabain（１mM）の効果

図６ ニューロンとアストロサイトの形態に及ぼす高カリウムの影響

図７ 高カリウム前後の樹状突起とプロセスの直径



いると えられた．阻害剤をまとめて与えると内因

性光学シグナルは80％ほど抑制された．

二光子共焦点顕微鏡で脳切片の中の個々のニュー

ロンとアストロサイトを観察した（図６）．ニューロ

ンの樹状突起の部分を拡大してその直径を評価し

た．カリウム濃度を増加させる前後で変化はなかっ

た．一方アストロサイトのプロセスの直径は増加し

た（図７）．カリウム濃度の増加によりアストロサイ

トは低いレベルで発現しているNa-K-2Cl共輸送体

とNa-Kポンプによって膨潤するが，ニューロン特

にデンドライトは膨潤しなかった．細胞型特異的な

膨潤は，ニューロンにだけ発現しているK-Cl共輸

送体［6，7］によって説明できる．このトランスポー

ターは細胞外にK-Clを輸送するのでカリウムがた

まらず，膨潤しない可能性がある．さらに樹状突起

は細胞体に比べて頑丈な細胞骨格［8］をもつために

膨潤しにくいかもしれない．
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