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略語表 

 

ADO  adenosine 

AR  adrenoceptor 

ATIP  atipamezole 

cAMP  cyclic AMP 

CNS  central nervous system 

DEX  dexmedetomidine 

dibutyryl cAMP N6,2'-O-dibutyryladenosine-3',5'-cyclic monophosphate 

DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s F-12 

FBS  fetal bovine serum 

GAPDH  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GFAP  glial fibrillary acidic protein 

GPCR  G-protein-coupled receptor 

HBSS  Hanks' balanced salt solution 

ISO  isoproterenol 

NA  noradrenaline 

PBS  phosphate-buffered saline 

PBST  phosphate-buffered saline/Triton X-100 

PHE  phenylephrine 

PLL  poly-L-lysine 

PRAZ  prazosin 

PROP  propranolol 

ROCK  Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase 

TBST  Tris-buffered saline/Tween-20 
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I. 緒言 

 

 星状膠細胞 (アストロサイト) は中枢神経系 (CNS) における最も豊富なグリア細胞で

あり、複雑な突起を伴う細胞形態により特徴付けられる。生体内のアストロサイトは、中間

径フィラメント glial fibrillary acidic protein (GFAP) を含む主突起と、そこから複雑に分

岐するアクチン細胞骨格からなる微細突起を持ち、この突起を介して CNS 機能を制御する 

(Bernardinelli et al., 2014a)。例えば、アストロサイトの突起は血液脳関門の構成要素とし

てその機能制御に重要な役割を果たす (Abbott et al., 2006)。また、アストロサイトの突起

は、ニューロンと連絡し、“tripartite synapse”の一部としてシナプス機能の恒常性維持に

寄与する (Allen and Eroglu, 2017)。生体内でアストロサイトは互いに排他的に位置し、1

つのアストロサイトは微細突起を介して多数のシナプス (齧歯類で数万~数十万個) の機能

を制御する (Bushong et al., 2002)。このように、アストロサイトの突起形態は CNS 機能

に密接に関与する。興味深いことに、アストロサイトの突起形態は CNS 領域間や、動物種

間で異なり、ヒトのアストロサイトは齧歯類のものよりも、多くの突起を伴う複雑な構造を

持つ (Matyash and Kettenmann, 2010; Chai et al., 2017)。また、アストロサイトの突起

は分単位、時間単位の短時間で動的に変化し、神経活動に伴った可塑性を示すことが報告さ

れている (Theodosis et al., 2008; Bernardinelli et al., 2014b; Stogsdill et al., 2017)。さら

に、様々な CNS疾患の病態下や加齢に伴い、アストロサイトの突起の肥大化 (いわゆるリ

アクティブ化) や萎縮がみられる (Tynan et al., 2013; Pekny and Pekna, 2014; Rodríguez-

Arellano et al., 2016)。このようなアストロサイトの突起形態の多様性と CNS機能は密接

に関連しており、その突起形態を制御する機構が注目されている。 

 ノルアドレナリンは CNS における主要な神経伝達物質の 1 つであり、覚醒、記憶、痛み

反応など様々な生理機能を制御するとともに (Benarroch, 2018)、アルツハイマー病やパー

キンソン病などの様々な CNS 疾患の病態に関与する (Peterson and Li, 2018)。これらの

CNS における生理機能や疾患において、アストロサイトの突起形態の変化が報告されてい

る (Zhou et al., 2019)。ノルアドレナリン作動性ニューロンは CNS のほぼ全域に投射し 

(Benarroch, 2018)、放出されたノルアドレナリンは拡散性伝達によりニューロンだけでは

なくアストロサイトにも作用する (Fuxe et al., 2015)。アストロサイトは、G 蛋白質共役型

受容体 (GPCR) であるアドレナリン受容体 (AR) のすべてのサブタイプ、すなわち α1- (Gq

共役型)、α2- (Gi共役型) および β-AR (β1-および β2-AR; Gs共役型)、を発現している (Salm 

and McCarthy, 1992; Hertz et al., 2010)。これまで、ラット脊髄由来グリオーマ細胞およ

び大脳皮質培養アストロサイトにおいて、β-AR の活性化が、アデニル酸シクラーゼ / サイ

クリック AMP (cAMP) シグナルを介して、突起形成を誘導することが報告されている 

(Shain et al., 1987; Vardjan et al., 2014)。また、β-AR の活性化は、成熟ラット大脳皮質ス

ライス標本のアストロサイトの微細突起を伸張させることも報告されている (Sherpa et 

al., 2016)。さらに、in vivo において、病態下でのアストロサイト突起の肥大化が、β作動
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薬や拮抗薬によりそれぞれ誘導あるいは抑制されることや (Sutin and Griffith, 1993; 

Hodges-Savola et al., 1996)、ノルアドレナリン作動性神経により制御されることが報告さ

れている (Griffith and Sutin, 1996)。 

 このように、アストロサイトの突起形態制御における β-AR の役割を示す多くのエビデン

スがある一方で、α-AR の役割はほとんど知られていない。マウス大脳皮質ニューロン・ア

ストロサイト共培養において、ノルアドレナリンがアストロサイトの突起構造を消失させ

たという報告もある (Bar El et al., 2018)。そのため、ノルアドレナリンのアストロサイト

の突起形態への効果は、突起形成を誘導する β-AR の観点からだけでは説明できない。また、

ノルアドレナリンは β-AR よりも、α-AR に高い親和性を持つ (Zhang et al., 2004)。そのた

め、ノルアドレナリンが β-AR を活性化する時には α-AR も活性化し、α-AR は β-AR とは

異なる細胞内シグナルを伝達する (Horvat et al., 2016)。特に、β-AR はアデニル酸シクラ

ーゼ / cAMP シグナルを活性化するのに対し、α2-AR はそれを抑制する (Ruck et al., 1991; 

Enkvist et al., 1996)。 

 ノルアドレナリンのアストロサイトの突起形態に対する効果を完全に理解するためには、

α-AR の役割を検討することが必要不可欠である。本研究では、新生ラットの脊髄および大

脳皮質由来の培養アストロサイトを用いて、その突起形成に対する α-AR の役割を薬理学的

手法により検討した。 
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II. 方法 

 

A. 実験動物 

  

 本研究は北海道大学大学院獣医学研究院・獣医学部において行う実験動物に関するガイ

ドラインに従って行った (動物実験計画書承認番号：19-0009)。実験には自家繁殖した新生

ラット (Wistar、雌雄、3–5 日齢) を用いた。親ラットは日本クレア (東京、日本) より購

入した。 

 

B. アストロサイトの分離培養法 

 

 アストロサイトの培養には、10% fetal bovine serum (FBS、Life Technologies、東京、

日本)、100 µg/ml streptomycin および 100 U/ml penicillin G (富士フイルム和光純薬、大

阪、日本) を含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s F-12 (DMEM、富士フイル

ム和光純薬) を用いた。新生ラットを断頭して安楽死処置し、大脳皮質および脊髄を摘出し

た。二価陽イオンを含まない Hanks’ balanced salt solution (HBSS、富士フイルム和光純

薬) 中で、大脳皮質および脊髄から髄膜を丁寧に除去し、角膜尖刀を用いて細切した。続い

て papain (10 U/ml、Worthington Biochemical、NJ、USA) および DNase (0.1 mg/ml、

Roche Diagnostics、Risch-Rotkreuz、Switzerland) を含む HBSS中で室温、20 分間静置

した後、酵素含有液を除去して培養液を加え、ピペッティングにより撹拌して細胞を分離し

た。細胞懸濁液を poly-L-lysine (PLL、Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、USA) 処理した

T-75 あるいは T-25 フラスコに播種し、1–2 時間後に培養液を交換した。培養は 37℃、5% 

CO2下で行い、2–3 日おきに培養液を交換した。7–9 日後、細胞が 80–90%コンフルエンス

になったら 37℃、250 rpm で 12 時間以上振盪することでアストロサイト以外の細胞をフ

ラスコ底面から剥離した。残ったアストロサイトをトリプシン処置により回収し、PLL 処

理した培養プレートあるいはカバーグラスに 7.9×103 cells/cm2で播き直して培養した。培

養 3 日後の細胞を実験に用いた。薬物処置を行う実験では、細胞を FBS 非含有 DMEM 中

で、37℃、5% CO2下で 1 時間静置した。AR 拮抗薬は、この培地交換のタイミングで処置

した。その後、ノルアドレナリンや AR 作動薬などの薬物を一定時間処置し、解析に用い

た。 

 

C. アストロサイトの突起形成の評価法 

 

 カバーグラス上で培養したアストロサイトを phosphate-buffered saline (PBS; 137 mM 

NaCl、2.7 mM KCl、10 mM Na2HPO4、1.76 mM KH2PO4、pH 7.4) で洗浄し、4%パラ

ホルムアルデヒド含有 PBS 中で室温、20 分間静置し、固定した。PBS で洗浄後 (3 分間以
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上×2 回)、0.1% Triton X-100 含有 PBS (PBST) 中で室温、5 分間静置し、透過処理を行っ

た。PBS で洗浄後 (3 分間以上×2 回)、Phalloidin-iFluor 488 reagent (1:1,000; ab176753; 

Abcam、Cambridge、UK) および 1%ウシ血清アルブミンを含む PBS 中で、室温、遮光環

境にて 1 時間静置し、細胞骨格である F-アクチンを染色した。PBS で洗浄後 (3 分間以上

×2 回)、DAPI-Fluoromount G (SouthernBiotech、Birmingham、AL、USA) で封入し、

オールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-9000; KEYENCE、大阪、日本) で蛍光観察し、20 倍対物

レンズを用いて蛍光画像を取得した。本研究では、細胞体の短径よりも長い突起を持つ細胞

を「突起形成細胞」と定義し (図 1)、画像中の全細胞に対する突起形成細胞の割合を算出す

ることで、突起形成を定量的に評価した。細胞の突起形成の有無の判定は目視で行い、

ImageJ software (National Institutes of Health) のセルカウンタープラグインを用いて分

類、計測した。突起形成細胞割合は、ランダムに取得した 6–9 枚の画像において、合計 360

個以上の細胞から算出した。 

 

D. 免疫細胞染色法 

 

 カバーグラス上で培養したアストロサイトを PBS で洗浄し、GFAP のみの染色または

GFAP と β1-AR の共染色では−20℃メタノールで 1 分間、GFAP と F-アクチンの共染色で

は 4%パラホルムアルデヒド含有 PBS中で室温、20 分間静置し、固定した。PBS で洗浄後 

(5 分間以上×3 回)、10%ヤギ血清を加えた PBST 中で室温、30 分間静置し、ブロッキング

を行った。続いて一次抗体を加えた 1%ヤギ血清含有 PBST 中で 4℃、一晩静置した。一次

抗体として mouse 抗 GFAP 抗体 (1:50-100; 11051; Immuno-Biological Laboratories、群

馬、日本)、rabbit 抗 GFAP 抗体 (1:500; G9269; Sigma-Aldrich) あるいは rabbit 抗 β1-AR

抗体 (1:100; ab3442; Abcam)を用いた。細胞を PBS で洗浄後 (5 分間以上×3 回)、Alexa 

Fluor 555 あるいは 488 結合二次抗体 (1:500) を加えた 1%ヤギ血清含有 PBST 中で室温、

遮光環境にて 30 分間静置した。PBSで洗浄後 (5 分間以上×3 回)、アクチン細胞骨格と共

染色する場合には、前述のファロイジン溶液中で遮光環境にて 1 時間静置し、PBS で洗浄

した (3 分間以上×2 回)。染色後の細胞を DAPI Fluoromount-G で封入し、共焦点顕微鏡 

(LSM-700; Carl Zeiss、Oberkochen、Germany) またはオールインワン蛍光顕微鏡を用い

て蛍光画像を取得した。 

 

E. 細胞内 cAMP 測定法 

  

アストロサイトを培養した 12 穴プレートに、0.1 M HCl を 100 µl/well 加え、室温で 20

分間静置した。セルスクレーパーで細胞を剥離し、細胞懸濁液が均一になるまでピペッティ

ングした。細胞懸濁液を 4℃、1,000 × g で 10 分間遠心し、上清をサンプルとして採取し

た。cAMP 濃度 (pmol/ml) の測定は Cyclic AMP EIA Kit (581001; Cayman Chemical、 
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図 1. 突起形成細胞の判定基準 

突起のない細胞 (左) と突起形成細胞 (右) の典型的なアクチン染色画像 (緑: F-

actin、青: DAPI、Scale bar = 100 µm)。細胞体の短径よりも長い突起を持つ細胞を突起

形成細胞として判定した。 
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Ann Arbor、MI、USA) を用いて、競合 ELISA 法により行った。また、各プレートからタ

ンパク定量用サンプルを採取し、タンパク質濃度を Lowry 法 (Lowry et al., 1951) に従い

DC Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories、Hercules、CA、USA) を用いてマイクロプ

レートリーダー (SH-9000Lab; Corona Electric、茨城、日本) で測定した。定量した cAMP

量 (pmol/well) およびタンパク質量 (mg/well) より、タンパク重量あたりの cAMP 量 

(pmol/mg) を算出した。 

 

F. RNA 抽出および cDNA 合成 

 

6 穴プレートで培養したアストロサイトを RNAiso Plus (タカラバイオ、滋賀、日本) で

溶解し、5 分間静置した後、クロロホルムを加えて 15 秒間激しく振盪した。室温で 10 分

間静置し、4℃、12,000 × g で 15 分間遠心後、3 相に分かれたサンプルから水相を回収し

た。水相にイソプロパノールを加えて混合し、室温で 10 分間静置した。4℃、12,000 × g

で 10 分間遠心し、上清を除去した。沈澱した白色ペレットを 75%エタノールで洗浄し、

4℃、12,000 × g で 5 分間遠心してエタノールを除去した後、10 分間程度乾燥させ、RNase 

free の蒸留水で溶解した。RNA 溶液を 65℃、5 分間静置し、氷上で急冷した。溶液の RNA 

濃度は分光光度計 (NanoDrop 2000C、Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA) 

により 260 nm における吸光度を測定して算出した。 

 得られた RNA サンプルからの cDNA 合成は ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with 

gDNA Remover (FSQ-301; TOYOBO、大阪、日本) とサーマルサイクラー (PC320; ASTEC、

福岡、日本) を用い、添付の使用説明書の手順に従って行った。cDNA 最終反応液量 1 µl あ

たり、RNA を 40 ng 含む割合で試薬を混合し、逆転写反応を行った。 

 

G. リアルタイム PCR 法 

 

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (QPS-201; TOYOBO) を用いて、PCR 最終反応液量

1 µl あたり、cDNA 液を 0.1 µl 含む割合で試薬を混合し、リアルタイム PCR を行った。使

用したプライマーの塩基配列は表 1 に示した。AR に対するプライマー配列は、先行研究 

(Koppel et al., 2018) で用いられたものと同じものを用いた。PCR は Eco Real Time PCR 

System (Illumina、San Diego、CA、USA) を用いて、95℃で 60 秒間 (initial denature) 

の後、95℃で 15 秒間 (denature)、表 1 の温度で 45 秒間 (anneal、extension) を 1 サイ

クルとして、40 サイクル行った。融解曲線分析により PCR 産物の確認を行った。

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh) をリファレンス遺伝子として、

ΔΔCt 法により、大脳皮質アストロサイトに対する脊髄アストロサイトの AR mRNA 発現

を相対定量した。 

 



7 

 

 

 

 

 

 

 

表 1. リアルタイム PCR 法で使用したプライマーの塩基配列 

標的遺伝子 
(Rat) 

プライマー配列 
(上; forward、下; reverse) 

増幅産物 
サイズ 

(bp) 

Annealing

温度 (℃) 

adrenoceptor  

alpha 1A 

5'-AGAAGAAAGCTGCCAAGACG-3' 
104 60 

5'-GAAATCCGGGAAGAAAGACC-3' 
adrenoceptor  

alpha 1B 

5'-TCTTATGTTGGCTCCCCTTC-3' 
138 60 

5'-ACGGGTAGATGATGGGATTG-3' 
adrenoceptor  

alpha 1D 

5'-TGAGGCTGCTCAAGTTTTCC-3' 
165 61 

5'-GCCAGAAGATGACCTTGAAGAC-3' 
adrenoceptor  

alpha 2A 

5'-TTCCTGAGAGGGAAGGGATT-3' 
176 61 

5'-AGTTACTGGGGCAAGTGGTG-3' 
adrenoceptor  

alpha 2B 

5'-AATTCTCTGAACCCCCAAGC-3' 
147 60 

5'-CAAGTTGGGAAGACAACCAG-3' 
adrenoceptor  

alpha 2C 

5'-GGTTTCCTCATCGTTTTCA-3' 
150 61 

5'-GAAAAGGGCATGACCAGTGT-3' 
adrenoceptor  

beta 1 

5'-GCTCTGGACTTCGGTAGACG-3' 
248 61 

5'-ACTTGGGGTCGTTGTAGCAG-3' 
adrenoceptor  

beta 2 

5'-AGCCACCTACGGTCTCTGAA-3' 
208 61 

5'-GTCCCGTTCCTGAGTGATGT-3' 
adrenoceptor  

beta 3 

5'-TCGTCTTCTGTGCAGCTACG-3' 
150 61 

5'-ATGGTCCTTCATGTGGGAAA-3' 
glyceraldehyde-

3-phosphate  

dehydrogenase 
(Gapdh) 

5'-GCAAGAGAGAGGCCCTCAG-3' 
74 61 

5'-TGTGAGGGAGATGCTCAGTG-3' 
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H. ウェスタンブロット法 

 

6 穴あるいは 12 穴プレートで培養したアストロサイトを PBS で 2 回洗浄後、プロテア

ーゼインヒビターカクテル (Sigma-Aldrich) を含む radio immuno precipitation assay 

buffer (20 mM Tris-HCl、150 mM NaCl、0.5% sodium deoxycholate、0.1% sodium dodecyl 

sulfate、1% Triton X-100、pH 7.5) で溶解した。採取したサンプルを超音波装置で破砕し、

10,000 × g、4℃で 10 分間遠心後の上清をタンパク質サンプルとして用いた。サンプルの

タンパク質濃度は DC Protein Assay Kit を用いてマイクロプレートリーダーで測定した。

このサンプルをローディングバッファー (50 mM Tris-HCl、2% SDS、12.5% glycerol、

0.01% bromophenol blue、100 mM DTT、pH 6.8) で溶解し、95℃で 5 分間処理してタン

パク質を変性させた。サンプルをポリアクリルアミドゲルにアプライし、電気泳動により分

離後、PVDFメンブレンに転写した。抗原抗体反応では Tris buffered saline (137 mM NaCl、

20 mM Tris-HCl、pH 7.6) に Tween-20 を 0.1%溶解したもの (TBST) を緩衝液として用

いた。メンブレンを 5%スキムミルク含有 TBST 中で室温、30–60 分間緩やかに振盪し、さ

らに 1%スキムミルクと一次抗体を含む TBST 中で 4℃、一晩緩やかに振盪した。メンブレ

ンを TBST で 5 分間以上×3 回洗浄後、1%スキムミルクと horseradish peroxidase 標識二

次抗体 (GE Healthcare、Chicago、IL、USA または Santa Cruz Biotechnology、Santa 

Cruz、CA、USA) を含む TBST 中で室温、1 時間緩やかに振盪した。メンブレンを TBST

で洗浄後 (5 分間以上×3 回) 、抗体は ECL Prime (GE Healthcare) を用いて発光させ、

デジタルカメラ (Liponics、日本、東京) を用いて発光画像を取得した。使用した一次抗体

を表 2 に示した。発光画像は、Digital Photo Professional 3.8 (Canon、東京、日本) およ

び ImageJ software で解析した。 

 

I. 試薬 

 

使用した試薬は以下の通りである。 

Dexmedetomidine hydrochloride 、 atipamezole hydrochloride 、 isoproterenol 

hydrochloride および adenosine は Sigma-Aldrich から、phenylephrine hydrochloride、

propranolol hydrochlorideおよび forskolinは富士フイルム和光純薬から、L-noradrenaline 

bitartrate monohydrate および prazosin hydrochloride は東京化成工業 (東京、日本) か

ら、N6,2'-O-dibutyryladenosine-3',5'-cyclic monophosphate (dibutyryl cAMP) sodium salt

および Y27632 はナカライテスク (京都、日本) から購入した。 
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表 2. ウェスタンブロット法で使用した一次抗体 

標的蛋白質 (由来) 
抗体希釈倍率 

製品番号 製造元 
一次 二次 

GFAP mouse 10,000 10,000 11051 
Immuno-Biological 

Laboratories 
adrenoceptor  

alpha 1A 
mouse 1,000 5,000 

sc-

100291 
Santa Cruz Biotechnology 

adrenoceptor  

alpha 1D 
mouse 250 4,000 

sc-

390884 
Santa Cruz Biotechnology 

adrenoceptor  

alpha 2A 
goat 2,000 10,000 sc-1478 Santa Cruz Biotechnology 

adrenoceptor  

alpha 2B 
mouse 150 2,000 

sc-

390430 
Santa Cruz Biotechnology 

adrenoceptor  

beta 3 
mouse 500 5,000 

sc-

515763 
Santa Cruz Biotechnology 

GAPDH mouse 50,000 － G9295 Sigma-Aldrich 

 

抗 GAPDH抗体は horseradish peroxidase 結合型の一次抗体を用いた。 
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J. 統計処理 

  

 それぞれの実験は最低異なる 3 個体から得られた培養細胞を用いて行った。データは平

均値±標準誤差、n = 例数で示した。二群間の有意差検定は unpaired Student’s t-test を

用いて行い、多重比較では一元配置分散分析後に Dunnett’s test を用いて行った。p < 0.05

を統計学的有意差水準とした。全ての統計解析にはエクセル統計 2008 (v.1.18; Social 

Survey Research Information Co., Ltd.) を用いた。 
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III. 結果 

 

A. 脊髄および大脳皮質培養アストロサイトの性状比較 

 

 アストロサイトの形態や機能は、CNS の部位によって異なることが知られている(Chai 

et al., 2017; Batiuk et al., 2020)。そこで、本研究で用いた脊髄および大脳皮質培養アスト

ロサイトの GFAP (アストロサイトマーカー) 発現、形態および増殖能を比較した。まず、

GFAP 発現を抗 GFAP 抗体による免疫染色およびウェスタンブロット解析で比較した。

GFAP 免疫染色では、陰性コントロールである髄膜細胞と比較して、脊髄および大脳皮質ア

ストロサイトの培養系いずれにおいてもほぼすべての細胞が染まるのを確認できた (図

2A)。しかしながら、大脳皮質アストロサイトではすべての細胞がほぼ均一かつ明瞭に染ま

るのに対して、脊髄アストロサイトでは染まりにばらつきがあり、染色が不明瞭な細胞もみ

られた。脊髄アストロサイトでは、播種後培養日数に比例して、GFAP 免疫染色で明瞭に染

まる細胞の割合が増加した (データは示さない)。ウェスタンブロット解析では、播種前お

よび播種 3 日後において、いずれも大脳皮質アストロサイトの方が、脊髄アストロサイト

に比べて、GFAP 発現が高い傾向がみられた (図 2B)。続いて、アクチン細胞骨格染色によ

り形態を比較した。脊髄と大脳皮質のいずれのアストロサイトも共通して、ほとんどの細胞

が突起を持たない多角形の形態をしていた (図 2C)。一方で、脊髄アストロサイトでは、大

脳皮質アストロサイトと比べて、明瞭なストレスファイバーを有する細胞が多くみられた。

血球計算盤を用いた細胞計測により増殖能を比較したところ、脊髄と大脳皮質アストロサ

イトでほとんど差はみられなかった (図 2D)。 

 以上の結果から、脊髄および大脳皮質培養アストロサイトでは、GFAP 発現や形態に違い

が認められた。以降の実験では、この性状の異なる 2 種類の培養アストロサイトを用いて、

ノルアドレナリンや AR 作動薬および拮抗薬が形態や細胞内シグナルに与える影響を検討

した。 

 

B. 脊髄および大脳皮質培養アストロサイトの形態と細胞内 cAMP に対するノルアドレナ

リンおよび β 作動薬の効果 

 

ノルアドレナリンや β 作動薬は、培養アストロサイトの細胞内 cAMP を増加させ、突起

形成を誘導することが報告されている。そこで、脊髄および大脳皮質培養アストロサイトの

形態と細胞内 cAMP に対する、ノルアドレナリンおよび β 作動薬の効果を検討した。 

 

1. 形態に対するノルアドレナリンおよび β 作動薬の効果 

  

 脊髄および大脳皮質アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン (1 µM) および β 作動 
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図 2. 脊髄および大脳皮質アストロサイトの GFAP 発現、アクチン細胞骨格および増殖 

(A) 播種 3日後の脊髄および大脳皮質アストロサイトの典型的なGFAP染色画像 (赤: 

GFAP、青: DAPI、Scale bar = 100 µm)。陰性コントロールとして髄膜細胞を用いた。

(B) 播種前または播種 3 日後の脊髄および大脳皮質アストロサイトの GFAP (50 kDa) 

および GAPDH (37 kDa) のウェスタンブロット解析。GFAP のバンド濃度を GAPDH

のバンド濃度で標準化し、播種前の脊髄アストロサイトの値を 1 として示した。n = 4。

(C) 脊髄および大脳皮質アストロサイトの典型的なアクチン染色画像 (緑: F-actin、青: 

DAPI、Scale bar = 100 µm)。(D) 脊髄および大脳皮質アストロサイトを 12 穴プレート

に 3×104 個/well で播種し、1、2 および 3 日後の細胞数を血球計算盤を用いて計測し

た。n = 4。データは平均値±標準誤差で示した。 
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薬イソプロテレノール (1 µM) の 3 時間の処置は、細胞体の縮小と突起形成を誘導した (図 

3)。この誘導された突起は、GFAP 染色陽性の主突起と GFAP 難染色性かつ F-アクチン陽 

性の微細突起から成り、生体内のアストロサイトに類似した形態を持っていた。微細突起の

形成は、大脳皮質アストロサイトに比べて、脊髄アストロサイトでより顕著であった。以降

の実験では、このような突起形成に対する薬物の効果を定量するために、アクチン染色によ

り突起形成細胞を同定し、その割合を算出した。 

 まず、脊髄および大脳皮質アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン (1 µM) およびイ

ソプロテレノール (1 µM) の突起形成に対する効果の時間依存性を検討した。これらの薬

物による突起形成は、処置 3 時間後までにピークとなり、その後徐々にコントロールの状

態に戻った (図 4A、B)。この結果から、以降の実験では薬物処置 3 時間後に形態評価を行

った。次に、ノルアドレナリンおよびイソプロテレノールの突起形成に対する効果の濃度依

存性を検討したところ、いずれも 1 µM で最大効果が得られた (図 4C)。これらの薬物の突

起形成に対する効果は、脊髄アストロサイトに比べて、大脳皮質アストロサイトで大きくか

つ持続的であった (表 3、4)。また、イソプロテレノールは、ノルアドレナリンよりも効果

が大きかった。特に、脊髄アストロサイトではこれらの薬物の効果の差が大きく、イソプロ

テレノールの最大効果に対するノルアドレナリンの最大効果の割合 [ノルアドレナリン (1 

µM) による突起形成 (%) ÷ イソプロテレノール (1 µM) による突起形成 (%) × 100] 

は、大脳皮質アストロサイトで 83.4 ± 3.6% (n = 4) に対して、脊髄アストロサイトで 63.5 

± 3.0% (n = 4) であり、有意に小さかった (p < 0.01, unpaired Student’s t-test)。 

 

2. 細胞内 cAMP に対するノルアドレナリンおよび β 作動薬の効果 

  

 脊髄および大脳皮質アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン (1 µM) およびイソプ

ロテレノール (1 µM) は、細胞内 cAMP レベルを増加させた (図 5)。この増加反応は、薬

物処置 30 分後までにピークとなり、その後急激に減少し、12 時間後までは処置前よりもや

や高い値で維持された。これらの薬物の細胞内 cAMP 増加に対する効果は、突起形成に対

する効果と同様に、脊髄アストロサイトに比べて、大脳皮質アストロサイトで大きかった 

(表 5)。また、イソプロテレノールは、ノルアドレナリンよりも効果が大きかった。 

 

3. 形態に対するアデニル酸シクラーゼ活性化薬および細胞膜透過性 cAMP類似体の効果 

 

 脊髄および大脳皮質アストロサイトの細胞内 cAMP と突起形成の関係を明らかにするた

めに、アデニル酸シクラーゼ活性化薬 forskolin と細胞膜透過性 cAMP 類似体 dibutyryl 

cAMPの突起形成に対する効果を検討した。Forskolin (10 µM) および dibutyryl cAMP (0.3

または 1 mM) の 3 時間の処置は、ノルアドレナリンやイソプロテレノールと同様に、GFAP

染色陽性の主突起と GFAP 難染色性かつ F-アクチン陽性の微細突起の形成を誘導した (図 
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図 3. 脊髄および大脳皮質アストロサイトの形態に対するノルアドレナリンおよび β 作

動薬の効果 

ノルアドレナリン (1 µM) またはイソプロテレノール (1 µM) を 3 時間処置したアス

トロサイトの典型的な GFAP/アクチン共染色画像 (赤: GFAP、緑: F-actin、青: DAPI、

Scale bar = 100 µm)。 
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図 4. 脊髄および大脳皮質アストロサイトの形態に対するノルアドレナリンと β 作動薬 

の効果の時間・濃度依存性 

(A) ノルアドレナリン (1 µM) あるいはイソプロテレノール (1 µM) を 3 時間処置し

たアストロサイトの典型的なアクチン染色画像 (緑：F-actin、青：DAPI、Scale bar = 

100 µm)。(B) ノルアドレナリン (1 µM) あるいはイソプロテレノール (1 µM) を 0.5、

1、2、3、6 または 12 時間処置した際の突起形成細胞割合 (%)。*p < 0.05、**p < 0.01 

vs. 処置前 (0 h) (Dunnett’s test)、n = 4–5。(C) ノルアドレナリンあるいはイソプロテ

レノール 0.1、1 または 10 µM を 3 時間処置した際の突起形成細胞割合 (%)。**p < 0.01 

vs. control (Dunnett’s test)、n = 4。データは平均値±標準誤差で示した。 
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表 3. 脊髄および大脳皮質アストロサイトの形態に対するノルアドレナリンと β 作動薬

の効果の時間依存性 

 
処置時間 (h)  

0 0.5 1 2 

コントロール 
脊髄 19.3 ± 1.9 - 19.8 ± 2.2 -  

大脳皮質 13.5 ± 3.0 - 15.4 ± 2.8 -  

イソプロテレノール 

(1 µM) 

脊髄 - 48.3 ± 2.8 59.5 ± 4.6 64.8 ± 4.0  

大脳皮質 - 47.9 ± 5.2 71.0 ± 6.0 84.3 ± 2.2**  

ノルアドレナリン  

(1 µM) 

脊髄 - 27.5 ± 1.3 37.4 ± 3.7 39.1 ± 3.5  

大脳皮質 - 33.9 ± 3.9 54.5 ± 3.9* 65.9 ± 3.9**  

 
         処置時間 (h)  

  3 6 12  

コントロール 
脊髄  18.0 ± 2.2 - 10.9 ± 2.3  

大脳皮質  12.7 ± 3.5 - 13.7 ± 1.3  

イソプロテレノール 

(1 µM) 

脊髄  58.8 ± 4.5 26.5 ± 2.1 9.4 ± 1.5  

大脳皮質  84.0 ± 2.5** 71.8 ± 2.9** 28.4 ± 5.6*  

ノルアドレナリン  

(1 µM) 

脊髄  35.7 ± 4.6 16.3 ± 1.0 8.5 ± 0.8  

大脳皮質  67.1 ± 6.1** 46.4 ± 11.4 14.8 ± 3.0  

 

ノルアドレナリン (1 µM) あるいはイソプロテレノール (1 µM) を 0.5、1、2、3、6

または 12 時間処置した際の突起形成細胞割合 (%)。*p < 0.05、**p < 0.01 vs. 脊髄アス

トロサイト (unpaired Student’s t-test)、n = 4–5。データは図 4B に対応し、平均値±

標準誤差で示した。 
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表 4. 脊髄および大脳皮質アストロサイトの形態に対するノルアドレナリンと β 作動薬

の効果の濃度依存性 

 コントロール 
イソプロテレノール (µM)  

0.1 1 10  

脊髄 21.9 ± 0.9 34.9 ± 7.2 71.4 ± 5.1 71.1 ± 6.1  

大脳皮質 10.7 ± 2.6** 28.3 ± 9.1 86.8 ± 2.9* 83.4 ± 3.0  

  
ノルアドレナリン (µM)  

0.1 1 10  

脊髄  23.1 ± 2.1 45.7 ± 4.9 37.7 ± 5.7  

大脳皮質  19.5 ± 4.5 72.1 ± 1.6** 56.6 ± 4.1*  

 

ノルアドレナリンあるいはイソプロテレノール 0.1、1 または 10 µM を 3 時間処置し

た際の突起形成細胞割合 (%)。*p < 0.05、**p < 0.01 vs. 脊髄アストロサイト (unpaired 

Student’s t-test)、n = 4。データは図 4C に対応し、平均値±標準誤差で示した。 
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図 5. 脊髄および大脳皮質アストロサイトの細胞内 cAMP に対するノルアドレナリンと

β 作動薬の効果の時間依存性 

ノルアドレナリン (1 µM) あるいはイソプロテレノール (1 µM) を 0.5、1、2、3、6

または 12 時間処置した際の細胞内 cAMP レベル (pmol/mg)。挿入図は低濃度 cAMP レ

ベル部分の拡大図。*p < 0.05、**p < 0.01 vs. 処置前 (0 h) (Dunnett’s test)、n = 3。デ

ータは平均値±標準誤差で示した。 
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表 5. 脊髄および大脳皮質アストロサイトの細胞内 cAMP に対するノルアドレナリンと

β 作動薬の効果の時間依存性 

 
処置時間 (h)  

0 0.5 1 2 

コントロール 
脊髄 4.5 ± 0.4 - - -  

大脳皮質 4.9 ± 1.2 - - -  

イソプロテレノール 

(1 µM) 

脊髄 - 1373.0 ± 107.9 525.8 ± 53.2 101.1 ± 10.3  

大脳皮質 - 2791.0 ± 500.1 912.1 ± 289.7 111.5 ± 13.9  

ノルアドレナリン  

(1 µM) 

脊髄 - 572.2 ± 40.2 243.0 ± 25.5 53.9 ± 1.9  

大脳皮質 - 1163.8 ± 370.6 297.6 ± 76.0 63.2 ± 1.2*  

 
              処置時間 (h)  

  3 6 12  

コントロール 
脊髄  - - -  

大脳皮質  - - -  

イソプロテレノール 

(1 µM) 

脊髄  58.5 ± 7.1 27.8 ± 5.8 21.1 ± 2.1  

大脳皮質  97.6 ± 7.6* 99.9 ± 18.0* 39.4 ± 6.4  

ノルアドレナリン  

(1 µM) 

脊髄  29.9 ± 2.1 17.0 ± 2.3 14.7 ± 0.7  

大脳皮質  53.7 ± 6.5* 37.9 ± 6.9* 26.8 ± 2.3**  

 

ノルアドレナリン (1 µM) あるいはイソプロテレノール (1 µM) を 0.5、1、2、3、6

または 12 時間処置した際の細胞内 cAMP レベル (pmol/mg)。*p < 0.05、**p < 0.01 vs. 

脊髄アストロサイト (unpaired Student’s t-test)、n = 3。データは図 5 に対応し、平均

値±標準誤差で示した。 
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6A、B)。また、forskolin (0.1–10 µM) および dibutyryl cAMP (0.01–1 mM) は濃度依存的 

に突起形成を誘導した (図 6C)。これらの薬物の効果は、ノルアドレナリンやイソプロテレ

ノールの効果とは異なり、脊髄アストロサイトと大脳皮質アストロサイトで dibutyryl 

cAMP では大きな差はなく、forskolin (1 µM) による突起形成誘導は大脳皮質アストロサイ

トで有意に弱かった (表 6)。 

これらの結果から、アデニル酸シクラーゼの活性化および細胞内 cAMP の増加が突起形

成を誘導することが示され、ノルアドレナリンやイソプロテレノールによる突起形成は、細

胞内 cAMP の増加によって誘導されることが示唆された。 

 

C. 脊髄および大脳皮質培養アストロサイトにおけるアドレナリン受容体サブタイプの発

現比較 

 

 これまでの結果において、ノルアドレナリンおよびイソプロテレノールによる細胞内

cAMP 増加と突起形成誘導は、脊髄アストロサイトに比べて、大脳皮質アストロサイトで強

くみられた。また、脊髄アストロサイトでは、β-AR のみに作用するイソプロテレノールの

突起形成誘導効果に対して、α1-、α2-および β-AR のすべてに作用するノルアドレナリンの

効果が顕著に小さかった。これらの結果から、脊髄および大脳皮質アストロサイトでは、AR

サブタイプの発現に違いがある可能性が考えられた。そこで、リアルタイム PCR 法、免疫

細胞染色法およびウェスタンブロット法を用いて、脊髄および大脳皮質アストロサイトに

おける各 AR サブタイプの mRNA およびタンパク質発現を調べた。 

 大脳皮質アストロサイトと比較して、脊髄アストロサイトでは、α1A-、α1D-、α2B- および

β3-AR の mRNA 発現が有意に高く、α2C-および β1-AR の mRNA 発現は低かった (図 7A)。

免疫細胞染色で β1-AR、ウェスタンブロット解析で α1A-、α1D-、α2A-、α2B-および β3-AR の

タンパク質発現を確認した (図 7B、C)。mRNA 発現とは異なり、α2A-および α2B-AR 発現

は、大脳皮質アストロサイトに比べて、脊髄アストロサイトで有意に低かった。また、α1D-

AR 発現も大脳皮質アストロサイトに比べ脊髄アストロサイトで低い傾向を示した。 

以上の結果から、脊髄および大脳皮質アストロサイトにおいて、α1-、α2-および β-AR が

タンパク質レベルで発現していることを確認できた。また、脊髄アストロサイトでは、大脳

皮質アストロサイトに比べて、α2-AR タンパク発現が低いことが示された。 

 

D. 培養アストロサイトの突起形成と細胞内 cAMP レベルの制御におけるアドレナリン受

容体サブタイプの役割 

 

 一般的に、神経細胞や平滑筋に対して α1-、α2-および β-ARはそれぞれ異なる作用を示し、

特に α2-AR は抑制性の作用を示すことが知られている。本研究においても、海馬ニューロ

ンのノルアドレナリン放出が α2-AR 活性化により抑制されることを確認した (データは示 
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図 6. 脊髄および大脳皮質アストロサイトの形態に対するアデニル酸シクラーゼ活性化

薬と細胞膜透過性 cAMP 類似体の効果 

(A、B) Forskolin (10 µM) あるいは dibutyryl cAMP (A; 0.3 mM または B; 1 mM) を

3 時間処置したアストロサイトの典型的な GFAP/アクチン共染色画像 (A) およびアク

チン染色画像 (B) (赤: GFAP、緑: F-actin、青: DAPI、Scale bar = 100 µm)。(C) Forskolin 

0.1、1 または 10 µM あるいは dibutyryl cAMP 0.01、0.1 または 1 mM を 3 時間処置し

た際の突起形成細胞割合 (%)。**p < 0.01 vs. control (Dunnett’s test)、n = 4–5。データ

は平均値±標準誤差で示した。 
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表 6. 脊髄および大脳皮質アストロサイトの形態に対するアデニル酸シクラーゼ活性化

薬と細胞膜透過性 cAMP 類似体の効果の濃度依存性 

 コントロール 
Forskolin (µM)  

0.1 1 10  

脊髄 21.9 ± 0.9 29.6 ± 5.0 63.2 ± 7.5 86.3 ± 2.1  

大脳皮質 12.4 ± 2.7* 17.6 ± 4.0 41.5 ± 4.2* 76.9 ± 6.7  

  
Dibutyryl cAMP (mM)  

0.01 0.1 1  

脊髄  22.2 ± 2.6 48.6 ± 2.7 86.3 ± 2.5  

大脳皮質  18.1 ± 1.8 60.2 ± 6.4 88.2 ± 3.2  

 

Forskolin 0.1、1 または 10 µM あるいは dibutyryl cAMP 0.01、0.1 または 1 mM を

3 時間処置した際の突起形成細胞割合  (%)。*p < 0.05 vs. 脊髄アストロサイト 

(unpaired Student’s t-test)、n = 4–5。データは図 6B に対応し、平均値±標準誤差で示

した。 
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図 7. 脊髄および大脳皮質アストロサイトにおけるアドレナリン受容体サブタイプの

mRNA およびタンパク質の発現 

(A) 各 AR サブタイプ mRNA 発現のリアルタイム PCR 解析。脊髄アストロサイトに

おける各 AR サブタイプの mRNA 発現を大脳皮質アストロサイトでの発現に対する相

対値で示した。縦軸は対数表記。脊髄アストロサイトでの発現が有意に高かったものを

赤色、低かったものを青色で示している。**p < 0.01 vs. 大脳皮質アストロサイト 

(unpaired Student’s t-test)、n = 6。(B) 脊髄および大脳皮質アストロサイトの典型的な

GFAP/β1-AR 共染色画像 (赤: GFAP、緑: β1-AR、青: DAPI、Scale bar = 100 µm)。(C) 

脊髄および大脳皮質アストロサイトの α1A-AR (52 kDa)、α1D-AR (59 kDa)、α2A-AR (51 

kDa)、α2B-AR (50 kDa)、β3-AR (43 kDa) および GAPDH (37 kDa) のウェスタンブロ

ット解析。各 AR のバンド濃度を GAPDH のバンド濃度で標準化し、大脳皮質アストロ

サイトを 1 として示した。*p < 0.05、**p < 0.01 vs. 大脳皮質アストロサイト (unpaired 

Student’s t-test)、n = 4–5。データは平均値±標準誤差で示した。 



24 

 

さず)。 

そこで次に、アストロサイトの突起形成と細胞内 cAMP レベルの制御における、α1-、α2-

および β-AR の役割を AR 拮抗薬と作動薬を用いて検討した。本検討は主に、β作動薬イソ

プロテレノールとノルアドレナリンの突起形成誘導効果に顕著な差がみられた脊髄アスト 

ロサイトを用いて行った。 

 

1. ノルアドレナリンによる突起形成誘導と細胞内 cAMP増加に対する AR拮抗薬の効果 

 

 まず、脊髄アストロサイトにおいて、ノルアドレナリンによる突起形成に対する β拮抗薬

プロプラノロールの効果を検討した。プロプラノロール (10 µM) の存在下では、ノルアド

レナリン (1 µM) は突起形成を誘導せず、むしろ抑制する傾向を示した (図 8A、B)。この

結果から、ノルアドレナリンは β-AR を介して突起形成を誘導することが示された。続いて、

α1拮抗薬プラゾシンと α2拮抗薬アチパメゾールの効果を検討した。プラゾシンおよびアチ

パメゾールは、ノルアドレナリン (1 µM) による突起形成を濃度依存的に増強し、プラゾシ

ン (1 および 10 µM) およびアチパメゾール (10 µM) は有意な増強効果を示した (図 8A、

C)。プラゾシン (1 µM) およびアチパメゾール (10 µM) はコントロールの突起形成には影

響しなかった (図 8D)。また、プラゾシン (1 µM) とアチパメゾール (10 µM) の共処置は、

ノルアドレナリン (1 µM) による突起形成をさらに増強した。これらの結果から、α1-およ

び α2-AR は、β-AR とは反対に、突起形成を抑制的に制御していることが示された。 

続いて、ノルアドレナリンによる細胞内 cAMP 増加に対する AR 拮抗薬の効果を検討し

た。ノルアドレナリン (1 µM) の 30 分間および 3 時間処置による細胞内 cAMP 増加は、プ

ロプラノロールによって消失した (図 8E)。プラゾシンはノルアドレナリンによる細胞内

cAMP 増加に対して有意な効果を示さなかったが、アチパメゾールはノルアドレナリン 3

時間処置による cAMP 増加を有意に増強した。以上の結果から、ノルアドレナリンはアス

トロサイトの β-AR を介して細胞内 cAMP を増加させることで突起形成を誘導し、この突

起形成は α1-および α2-AR の活性化により抑制されることが示唆された。また、α2-AR を介

した突起形成の抑制には、細胞内 cAMP 増加の抑制が関与している可能性が考えられた。 

大脳皮質アストロサイトにおいても、プロプラノロール (10 µM) はノルアドレナリン (1 

µM) による突起形成を消失させた (図 9A、B)。一方、脊髄アストロサイトとは異なり、プ

ラゾシン (1 µM) およびアチパメゾール (10 µM) はノルアドレナリン (1 µM) による突起

形成を増強しなかった (図 9A、C)。 

 

2. β 作動薬による突起形成誘導と細胞内 cAMP 増加に対する α 作動薬の効果 

 

 β-AR 活性化による突起形成と細胞内 cAMP増加に対する α1-および α2-ARの機能をさら

に検討するために、β 作動薬イソプロテレノールの効果に対する α1作動薬フェニレフリン 
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図 8. 脊髄アストロサイトにおけるノルアドレナリン誘導突起形成と細胞内 cAMP 増加

に対する AR 拮抗薬の効果 

(A) プロプラノロール (10 µM)、プラゾシン (1 µM) またはアチパメゾール (10 µM) 

の存在下あるいは非存在下で、ノルアドレナリン (1 µM) を 3 時間処置したアストロサ

イトの典型的なアクチン染色画像 (緑: F-actin、青: DAPI、Scale bar = 100 µm)。(B) プ

ロプラノロール (10 µM) 存在下あるいは非存在下で、ノルアドレナリン (NA; 1 µM) を

処置した際の突起形成細胞割合 (%)。*p < 0.05 (unpaired Student’s t-test)、n = 6。(C) 

プラゾシン (0.1–10 µM) またはアチパメゾール (0.1–10 µM) 存在下あるいは非存在下

で、ノルアドレナリン (1 µM) を処置した際の突起形成細胞割合 (%)。*p < 0.05、**p 

< 0.01 vs. noradrenaline (Dunnett’s test)、n = 9。(D) プラゾシン (PRAZ; 1 µM) とア

チパメゾール (ATIP; 10 µM) を単独またはノルアドレナリン (1 µM) と共処置した際

の突起形成細胞割合 (%)。*p < 0.05、**p < 0.01 vs. noradrenaline + PRAZ + ATIP 

(Dunnett’s test)、n = 5–7。(E) プロプラノロール (PROP; 10 µM)、プラゾシン (PRAZ; 

1 µM) またはアチパメゾール (ATIP; 10 µM) 存在下あるいは非存在下で、ノルアドレ

ナリン (1 µM) を 30 分間または 3 時間処置した際の細胞内 cAMP レベル。縦軸は各処

置時間におけるノルアドレナリン単独処置での細胞内 cAMPレベルに対する相対値 (%) 

で示している。**p < 0.01 vs. noradrenaline (Dunnett’s test)、n = 4。データは平均値

±標準誤差で示した。 
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図 9. 大脳皮質アストロサイトにおけるノルアドレナリン誘導突起形成に対する AR 拮

抗薬の効果 

(A) プロプラノロール (10 µM)、プラゾシン (1 µM) またはアチパメゾール (10 µM) 

の存在下あるいは非存在下で、ノルアドレナリン (1 µM) を 3 時間処置したアストロサ

イトの典型的なアクチン染色画像 (緑: F-actin、青: DAPI、Scale bar = 100 µm)。(B) プ

ロプラノロール (10 µM) 存在下あるいは非存在下で、ノルアドレナリン (NA; 1 µM) を

処置した際の突起形成細胞割合 (%)。**p < 0.01 (unpaired Student’s t-test)、n = 5。(C) 

プラゾシン (PRAZ; 1 µM) とアチパメゾール (ATIP; 10 µM) を単独またはノルアドレ

ナリン (1 µM) と共処置した際の突起形成細胞割合 (%)。n = 4。データは平均値±標準

誤差で示した。 
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および α2 作動薬デクスメデトミジンの効果を検討した。まず、脊髄アストロサイトにおい

て、フェニレフリン (1 µM) およびデクスメデトミジン (1 µM) はコントロールの突起形

成に対しては効果を示さなかったが、デクスメデトミジン (1 µM) はイソプロテレノール 

(1 µM) による突起形成を有意に抑制した (図 10A、B)。一方、フェニレフリン (1 µM) は

イソプロテレノール (1 µM) による突起形成を抑制せず、デクスメデトミジン (1 µM) の

突起形成抑制効果に対しても効果を示さなかった。続いて、イソプロテレノール (1 µM) に

よる突起形成に対して、より高濃度のフェニレフリンおよび低濃度のデクスメデトミジン

の効果を検討した。フェニレフリン (10 および 100 µM) はイソプロテレノール誘導突起形

成を有意に抑制した (図 10C)。しかし、フェニレフリン (100 µM) による突起形成抑制効

果は、α1拮抗薬プラゾシンだけではなく α2拮抗薬アチパメゾール存在下でもみられなかっ

たため (図 10D)、この反応は α2-AR を介している可能性が考えられた。低濃度のデクスメ

デトミジン (0.01 および 0.1 µM) はイソプロテレノール誘導突起形成を抑制しなかった 

(図 10C)。しかし、フェニレフリンとは異なり、デクスメデトミジン (1 µM) による突起形

成抑制効果は、プラゾシンでは抑制されず、アチパメゾールによってのみ消失した (図 10D)。

これらの結果から、デクスメデトミジンは α2-AR を活性化することで、イソプロテレノー

ルによる突起形成を抑制することが示された。 

続いて、細胞内 cAMP に対するフェニレフリンおよびデクスメデトミジンの効果を検討

した。デクスメデトミジン (1 µM) はコントロールの細胞内 cAMP を減少させ、イソプロ

テレノール (1 µM) の 30 分間および 3 時間処置による細胞内 cAMP 増加を約 40%抑制す

る傾向を示した (図 10E)。一方、フェニレフリン (1 µM) はコントロールの細胞内 cAMP

には影響せず、イソプロテレノール (1 µM) の 3 時間処置による細胞内 cAMP 増加に対し

ては増強する傾向を示した。また、デクスメデトミジン (1 µM) はアデニル酸シクラーゼ活

性化薬 forskolin (0.5 µM) による突起形成も顕著に抑制した (図 10F)。以上の結果から、

α2-AR の活性化は β-AR 活性化による突起形成を抑制し、この抑制メカニズムにはアデニル

酸シクラーゼ活性の抑制による細胞内 cAMP 増加の抑制が関与する可能性が裏付けられた。 

 大脳皮質アストロサイトにおいても、デクスメデトミジン (1 µM) はイソプロテレノー

ル (1 µM) による突起形成を有意に抑制したが、フェニレフリン (1 µM) は効果を示さな

かった (図 11A、B)。この結果から、α2-AR 活性化による突起形成の抑制機構は、脊髄アス

トロサイトだけではなく、大脳皮質アストロサイトでも機能していることが示された。 

 

E. α2-AR を介した細胞内 cAMP 非依存的な突起形成抑制 

 

 これまでの結果から、α2-AR を介したアデニル酸シクラーゼ活性の抑制による細胞内

cAMP 増加の抑制が、培養アストロサイトの突起形成抑制に関与することが示唆された。次

に、α2-ARによる突起形成抑制に細胞内 cAMP非依存的な機構が関与するのかを検討した。 
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図 10. 脊髄アストロサイトにおける β 作動薬誘導突起形成と細胞内 cAMP 増加に対す

る α 作動薬の効果 

(A) イソプロテレノール (1 µM) を 3 時間、単独処置あるいはフェニレフリン (1 µM) 

またはデクスメデトミジン (1 µM) と共処置したアストロサイトの典型的なアクチン染

色画像 (緑: F-actin、青: DAPI、Scale bar = 100 µm)。(B) フェニレフリン (PHE; 1 µM) 

とデクスメデトミジン (DEX; 1 µM) を単独またはイソプロテレノール (1 µM) と共処

置した際の突起形成細胞割合 (%)。*p < 0.05 vs. isoproterenol (Dunnett’s test)、n = 6。 

(C) フェニレフリン (1–100 µM) またはデクスメデトミジン (0.01–1 µM) と、イソプ

ロテレノール (1 µM) を共処置した際の突起形成細胞割合 (%)。*p < 0.05、**p < 0.01 

vs. isoproterenol (Dunnett’s test)、n = 7。(D) プラゾシン (1 µM) またはアチパメゾー

ル (10 µM) 存在下あるいは非存在下で、フェニレフリン (PHE; 100 µM) またはデクス

メデトミジン (DEX; 1 µM) と、イソプロテレノール (ISO; 1 µM) を共処置した際の突

起形成細胞割合 (%)。*p < 0.05、**p < 0.01 vs. isoproterenol (+ prazosin または

atipamezole) (Dunnett’s test)、n = 6。(E) フェニレフリン (PHE; 1 µM) とデクスメデ

トミジン (DEX; 1 µM) を単独またはイソプロテレノール (1 µM) と 30 分間または 3

時間共処置した際の細胞内 cAMP レベル。縦軸は各処置時間におけるコントロールまた

はイソプロテレノール単独処置での細胞内 cAMP レベルに対する相対値 (%) で示して

いる。**p < 0.01 vs. control (Dunnett’s test)、n = 3–4。(F) フェニレフリン (PHE; 100 

µM) またはデクスメデトミジン (DEX; 1 µM) と、forskolin (0.5 µM) を共処置した際

の突起形成細胞割合 (%)。**p < 0.01 vs. forskolin (Dunnett’s test)、n = 5。データは平

均値±標準誤差で示した。 
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図 11. 大脳皮質アストロサイトにおける β作動薬誘導突起形成に対する α作動薬の効果 

(A) イソプロテレノール (1 µM) を 3 時間、単独処置あるいはフェニレフリン (1 µM) 

またはデクスメデトミジン (1 µM) と共処置したアストロサイトの典型的なアクチン染

色画像 (緑: F-actin、青: DAPI、Scale bar = 100 µm)。(B) フェニレフリン (PHE; 1 µM) 

とデクスメデトミジン (DEX; 1 µM) を単独またはイソプロテレノール (1 µM) と共処

置した際の突起形成細胞割合 (%)。**p < 0.01 vs. isoproterenol (Dunnett’s test)、n = 

5。データは平均値±標準誤差で示した。 
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 1. 細胞膜透過性 cAMP 類似体による突起形成に対する α2作動薬の効果 

 

細胞膜透過性 cAMP 類似体 dibutyryl cAMP はアデニル酸シクラーゼの活性化を介さず

に、直接細胞内 cAMP を増加させる。そのため、α2-AR 活性化によってアデニル酸シクラ

ーゼ活性が抑制されても、dibutyryl cAMP による細胞内 cAMP 増加は抑制されない。そこ

で、dibutyryl cAMP による突起形成に対するデクスメデトミジンの効果を検討した。脊髄

アストロサイトにおいて、dibutyryl cAMP (0.3 mM) による突起形成は、デクスメデトミ

ジン (1 µM) によって有意に抑制された (図 12A、B)。このデクスメデトミジンによる突起

形成抑制は、α2拮抗薬アチパメゾール (10 µM) の存在下ではみられなかった (図 12B)。大

脳皮質アストロサイトにおいても同様に、dibutyryl cAMP (0.1 mM) による突起形成は、

デクスメデトミジン (1 µM) によって有意に抑制され、この抑制はアチパメゾール (10 µM) 

の存在下ではみられなかった (図 12C、D)。これらの結果から、α2-AR 活性化は細胞内 cAMP

増加の抑制以外のメカニズムによっても突起形成を抑制していることが示唆された。 

 

2. cAMP 非依存的な突起形成に対する α2作動薬の効果 

 

α2-AR を介した細胞内 cAMP 非依存的な突起形成抑制機構についてさらに検討するため

に、cAMP 非依存的突起形成に対する α2作動薬の効果を検討した。cAMP 非依存的突起形

成の誘導因子として、ラット大脳皮質アストロサイトを用いた先行研究で報告されている

プリン化合物のアデノシンおよび Rho キナーゼ (ROCK) 阻害薬 Y27632 を用いた (Abe 

and Saito, 1998; Abe and Misawa, 2003)。脊髄アストロサイトにおいて、アデノシン (30 

µM) および Y27632 (10 µM) の 3 時間の処置は、ノルアドレナリンや β 作動薬イソプロテ

レノールと同様に、GFAP 陽性の主突起と GFAP 難染色性かつ F-アクチン陽性の微細突起

の形成を誘導した (図 13A)。これら薬物の細胞内 cAMP に対する効果を検討したところ、

アデノシン (30 µM) は処置 30 分後に有意な増加効果を示したが、その効果はイソプロテ

レノール (1 µM) およびノルアドレナリン (1 µM) による増加効果に比べて極めて小さか

った (図 13B)。Y27632 (10 µM) は細胞内 cAMP に影響しなかった。これらの結果から、

アデノシンおよび Y27632 は細胞内 cAMP にほとんど影響せずに突起形成を誘導すること

が示された。 

続いて、これらの薬物による突起形成に対する α2 作動薬デクスメデトミジンの効果を検

討した。デクスメデトミジン (1 µM) はアデノシン (30 µM) による突起形成を有意に抑制

し、この抑制は α2拮抗薬アチパメゾール (10 µM) の存在下ではみられなかった (図 13C、

D)。同様に、デクスメデトミジン (1 µM) は Y27632 (10 µM) による突起形成も有意に抑

制し、この抑制はアチパメゾール (10 µM) によって消失した (図 13E、F)。 

大脳皮質アストロサイトにおいても、アデノシン (30 µM) および Y27632 (10 µM) の 3

時間の処置は、GFAP 陽性の主突起と GFAP 難染色性かつ F-アクチン陽性の微細突起の形 
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図 12. 脊髄および大脳皮質アストロサイトにおける細胞膜透過性 cAMP 誘導突起形成

に対する α2作動薬の効果 

(A、C) 脊髄および大脳皮質アストロサイトに dibutyryl cAMP をそれぞれ 0.3 (A) ま

たは 0.1 mM (C) で 3 時間、単独処置あるいはデクスメデトミジン (1 µM) と共処置し

た際の典型的なアクチン染色画像 (緑: F-actin、青: DAPI、Scale bar = 100 µm)。(B、

D) アチパメゾール (10 µM) の存在下または非存在下で、脊髄および大脳皮質アストロ

サイトに dibutyryl cAMP をそれぞれ 0.3 (B) または 0.1 mM (D) で単独処置あるいは

デクスメデトミジン (DEX; 1 µM) と共処置した際の突起形成細胞割合 (%)。*p < 0.05、

**p < 0.01 vs. dibutyryl cAMP (+ atipamezole) (Dunnett’s test)、n = 5。データは平均

値±標準誤差で示した。 

 



34 

 

 

図 13. 脊髄アストロサイトにおけるアデノシンおよび ROCK 阻害薬誘導突起形成に対

する α2作動薬の効果 

(A) アデノシン (30 µM) あるいは Y27632 (10 µM) を 3 時間処置したアストロサイ

トの典型的な GFAP/アクチン共染色画像 (赤: GFAP、緑: F-actin、青: DAPI、Scale bar 

= 100 µm)。(B) アデノシン (ADO; 30 µM)、Y27632 (10 µM)、イソプロテレノール (ISO; 

1 µM) あるいはノルアドレナリン (NA; 1 µM) を 30 分間または 3 時間処置した際の細

胞内 cAMP レベル (pmol/mg)。*p < 0.05 vs. control (Dunnett’s test)、n = 3–4。(C、E) 

アデノシン (30 µM) (C) あるいは Y27632 (10 µM) (E) を 3 時間、単独処置あるいはデ

クスメデトミジン (1 µM) と共処置したアストロサイトの典型的なアクチン染色画像 

(緑: F-actin、青: DAPI、Scale bar = 100 µm)。(D、F) アチパメゾール (10 µM) の存在

下または非存在下で、アデノシン (30 µM) (D) あるいは Y27632 (10 µM) (F) を単独処

置あるいはデクスメデトミジン (DEX; 1 µM) と共処置した際の突起形成細胞割合 

(%)。 **p < 0.01 vs. adenosine (+ atipamezole) または Y27632 (+ atipamezole) 

(Dunnett’s test)、n = 5。データは平均値±標準誤差で示した。 
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成を誘導した (図 14A)。また、デクスメデトミジン (1 µM) はアデノシン (30 µM) および

Y27632 (10 µM) による突起形成に対して有意な抑制あるいは抑制傾向を示し、この抑制は

アチパメゾールにより阻害された (図 14B–E)。 

以上の結果から、α2-AR は細胞内 cAMP 非依存的な機構によっても突起形成を抑制する

ことが示唆された。 

 

3. cAMP 非依存的な突起形成に対するノルアドレナリンの効果 

 

脊髄アストロサイトにおいて、α2 作動薬だけではなく、内因性リガンドであるノルアド

レナリンも cAMP 非依存的な突起形成を制御するのかを、ROCK 阻害薬 Y27632 を用いて

検討した。Y27632 (10 µM) による突起形成に対して、ノルアドレナリン (1 µM) 単独では

効果を示さなかった (図 15A、B)。一方、β 拮抗薬プロプラノロール (10 µM) 存在下では、

ノルアドレナリン (1 µM) は Y27632 (10 µM) による突起形成を有意に抑制した。β拮抗薬

プロプラノロール (10 µM) は、単独では Y27632 による突起形成に影響しなかった (72.1 

± 1.3% vs. Y27632 単独: 67.9 ± 3.0%、n = 3)。プロプラノロール存在下でのノルアドレ

ナリンによる Y27632 誘導突起形成の抑制は、α1拮抗薬プラゾシン (1 µM) または α2拮抗

薬アチパメゾール (10 µM) によって消失した。この結果から、ノルアドレナリンによる α1-

および α2-AR の活性化は、cAMP 非依存的な突起形成も抑制することが示された。 
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図 14. 大脳皮質アストロサイトにおけるアデノシンおよび ROCK 阻害薬誘導突起形成

に対する α2作動薬の効果 

(A) アデノシン (30 µM) あるいは Y27632 (10 µM) を 3 時間処置したアストロサイ

トの典型的な GFAP/アクチン共染色画像 (赤: GFAP、緑: F-actin、青: DAPI、Scale bar 

= 100 µm)。(B、D) アデノシン (30 µM) (B) あるいは Y27632 (10 µM) (D) を 3 時間、

単独処置あるいはデクスメデトミジン (1 µM) と共処置したアストロサイトの典型的な

アクチン染色画像 (緑: F-actin、青: DAPI、Scale bar = 100 µm)。(C、E) アデノシン 

(30 µM) (C) あるいは Y27632 (10 µM) (E) を単独処置あるいはデクスメデトミジン 

(DEX; 1 µM) と共処置した際の突起形成細胞割合 (%)。**p < 0.01 vs. adenosine (+ 

atipamezole) または Y27632 (+ atipamezole) (Dunnett’s test)、n = 5–6。データは平均

値±標準誤差で示した。 
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図 15. 脊髄アストロサイトにおける ROCK 阻害薬誘導突起形成に対するノルアドレナ

リンの効果 

(A、B) アストロサイトにプロプラノロール (10 µM)、プラゾシン (1 µM) またはア

チパメゾール (10 µM) の存在下あるいは非存在下で、Y27632 (10 µM) を 3 時間、単独

処置あるいはノルアドレナリン (1 µM) と共処置した際の典型的なアクチン染色画像 

(A) (緑: F-actin、青: DAPI、Scale bar = 100 µm) と突起形成細胞割合 (%) (B)。**p < 

0.01 vs. Y27632 (Dunnett’s test)、n = 5。データは平均値±標準誤差で示した。 
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IV. 考察 

 

 本研究では、培養アストロサイトにおいて、β-AR の活性化が細胞内 cAMP の増加を介し

て突起形成を誘導する一方で、α-AR の活性化は突起形成を抑制することが明らかとなった 

(図 16)。特に、α2-AR は、細胞内 cAMP 増加の抑制および cAMP 非依存的な機構によって、

突起形成を抑制することが示された。また、このような β-および α-AR を介した突起形態制

御は、脊髄と大脳皮質のアストロサイトで異なることも示された。これらの知見は、これま

で β-AR の観点からのみ検討されてきたアストロサイトの突起形態に対するノルアドレナ

リンの効果に関して、新たな概念を提供する。また、α2作動薬や拮抗薬は CNS作用薬とし

て獣医療や医療で汎用されており、本知見は臨床的にも重要である。 

 

脊髄アストロサイトと大脳皮質アストロサイトの差 

 

本研究で用いた脊髄および大脳皮質アストロサイトでは、以下のような違いがみられた; 

(1) GFAP 発現が大脳皮質アストロサイトの方が高い; (2) α2A-および α2B-AR のタンパク質

発現が大脳皮質アストロサイトの方が高い; (3) 脊髄アストロサイトでは、明瞭なストレス

ファイバーを有するものが多く、薬物による微細突起の形成が顕著。生体内のアストロサイ

トの遺伝子・タンパク質発現、形態や機能は CNS 領域によって異なることが報告されてい

る (Matyash and Kettenmann, 2010; Chai et al., 2017; John Lin et al., 2017; Batiuk et 

al., 2020)。本研究でみられた違いも、このような部位差を反映しているかもしれない。一

方で、マウスの脳および脊髄培養アストロサイトを比較した先行研究では、脊髄アストロサ

イトの方が GFAP を高発現していると報告されている (Yoon et al., 2017)。アストロサイ

トにおける GFAP 発現は一定ではなく、成熟や病態刺激により変化することが知られてい

る (Middeldorp and Hol, 2011)。また、in vitro では、培養液中の血清や初期培養密度など

の培養条件も GFAP 発現に大きく影響を与える (Goldman and Chiu, 1984; Prah et al., 

2019)。本研究では脊髄および大脳皮質アストロサイトを同じ条件で培養したが、培養条件

が GFAP 発現に与える影響に差がある可能性がある。また、このような培養条件による遺

伝子・タンパク質発現への影響は GFAP だけに限らない。データでは示さなかったが、本

研究の予備検討では、脊髄アストロサイトにおける α2A-AR タンパク質発現は、初期培養密

度の増加や培養液中の血清の除去により上昇し、fibroblast growth factor 2 等の成長因子

の適用により低下した。本研究でみられた脊髄および大脳皮質培養アストロサイトの差を、

生体内のアストロサイトでも検証する必要がある。 

 さらに、アストロサイトの性状の差は、CNS の部位間だけではなく同じ部位内でも報告

されている (Morel et al., 2019)。In vivo大脳皮質アストロサイトにおいて、ノルアドレナ

リン作動性ニューロンを活性化した際の細胞内 cAMP や Ca2+の上昇反応は、ごく近傍の細

胞間でも異なることが報告されている (Oe et al., 2020)。本研究でも、ノルアドレナリンや 
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図 16. 培養アストロサイトにおけるアドレナリン受容体を介した突起形成制御 

β-AR の活性化は、アデニル酸シクラーゼの活性化および細胞内 cAMP の増加を介し

て突起形成を誘導する。一方で、α2-AR の活性化は、アデニル酸シクラーゼの抑制およ

び細胞内 cAMP の減少、さらには cAMP 非依存的な経路を介して、突起形成を抑制す

る。α1-AR も突起形成抑制に寄与する可能性がある。 
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β 作動薬等の薬物により突起形成が誘導される細胞とされない細胞が存在した。また、脊髄

アストロサイトでは、細胞間で GFAP 発現にも差がみられた。薬物による突起形態の制御

や、AR 等のタンパク質発現等について、単一細胞レベルでの解析により有用な知見が得ら

れるかもしれない。 

 

ノルアドレナリンおよび β 作動薬によるアストロサイトの突起形成 

 

 脊髄および大脳皮質アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン (1 µM) による突起形

成および細胞内 cAMP 増加は、β 拮抗薬プロプラノロールにより完全に消失した。アデニ

ル酸シクラーゼ活性化薬 forskolinおよび細胞膜透過性 cAMP類似体 dibutyryl cAMPが突

起形成を誘導したこと、β 作動薬イソプロテレノールも細胞内 cAMP を増加させ突起形成

を誘導したことから、ノルアドレナリンは β-AR / cAMP シグナルを介して突起形成を誘導

することが示唆され、これはこれまでの報告と一致する (Narumi et al., 1978)。細胞内

cAMP による突起形成誘導機構は完全には明らかにされていないが、protein kinase A の活

性化や Rho シグナルの抑制を介したミオシン軽鎖のリン酸化抑制によるアクチン脱重合の

関与が報告されている (Rodnight and Gottfried, 2013)。また、ノルアドレナリン (1 µM) 

および β 作動薬イソプロテレノール (1 µM) による突起形成は、処置 3 時間後までにピー

クとなった。この経時変化は、ラット脳培養アストロサイトや in situ 成熟ラット大脳皮質

アストロサイトを用いたこれまでの報告と一致する (Narumi et al., 1978; Abe and Saito, 

1998, 1999; Sherpa et al., 2016)。このような β-AR 活性化によるアストロサイト突起形態

の経時変化は、生体内で記憶の固定や形成時に起こるアストロサイトの形態変化と一致し

ており、その関与が示唆されている (Zorec et al., 2015)。また、ノルアドレナリンおよびイ

ソプロテレノールによる突起形成や細胞内 cAMP 増加はピーク後、薬物が存在し続けてい

るのにもかかわらずコントロールのレベルにほぼ終息した。これには β-AR の脱感作が関与

しているかもしれない (Frangakis and Kimelberg, 1985; Northam and Mobley, 1987)。 

 本研究で、ノルアドレナリンは 0.1 µMの濃度では、突起形成をほとんど誘導しなかった。

麻酔下あるいは不動化した成熟ラットの大脳皮質や海馬において、微小透析法により測定

された脳脊髄液中のノルアドレナリン濃度は、数 nM レベルであることが報告されている 

(Globus et al., 1989; Engelhard et al., 2002)。一方で、ウサギや齧歯類の末梢血管組織の

神経筋接合部において放射性リガンド [3H]ノルアドレナリンを用いた研究では、一定の刺

激により放出されるノルアドレナリンの濃度は、シナプス空間の狭さに比例して 100 nM–

10 µM レベルで変動することが報告されている (Bevan and Su, 1974)。CNS におけるノ

ルアドレナリンの濃度も、シナプスレベルの局所では、微小透析で測定される脳脊髄液中の

濃度よりも高濃度であることが予想される。また、青斑核 (ノルアドレナリンニューロンの

主要な神経核) の活動は、覚醒、注意、ストレス反応など種々の CNS反応において増加し 

(Atzori et al., 2016; Benarroch, 2018)、この時アストロサイト突起が形態変化しているこ
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とも報告されている (Zhou et al., 2019)。特定の CNS 反応において局所的に放出された高

濃度のノルアドレナリンが、アストロサイトの β-AR を活性化し、その突起形態を制御して

いるかもしれない。 

 

α2-AR を介したアストロサイトの突起形成抑制 

 

 脊髄アストロサイトにおいて、α2 拮抗薬アチパメゾールはノルアドレナリンによる突起

形成および細胞内 cAMP 増加を増強した。また、α2作動薬デクスメデトミジンは β 作動薬

イソプロテレノールによる細胞内 cAMP 増加を約 40%抑制する傾向を示し、イソプロテレ

ノールや forskolin による突起形成を抑制した。これらの結果から、α2-AR が β-AR 活性化

によるアデニル酸シクラーゼ / cAMP シグナルを介した突起形成を抑制する役割を果たし

ていることが示された。さらに、α2-AR の活性化は、dibutyryl cAMP 誘導突起形成や cAMP

非依存的な突起形成も抑制したことから、細胞内 cAMP 増加の抑制以外の機構も α2-AR に

よる突起形成抑制に関与していると考えられる。これまで、当研究室を含め、培養アストロ

サイトにおける α2-AR の活性化が、ホスホリパーゼ C / イノシトール 3 リン酸 / 細胞内

Ca2+増加の経路を活性化すること (Enkvist et al., 1996) や、Mitogen-activated Protein 

Kinase ファミリーの一種である Extracellular Signal-regulated Kinase および c-Jun N-

terminal Kinase のリン酸化を促進すること (Peng et al., 2003; Morimoto et al., 2020) な

ど cAMP 以外のシグナル経路に対する α2-AR の関与が報告されている。ラット培養下垂体

後葉細胞 (アストロサイトの類似細胞) では、細胞内 Ca2+増加が細胞骨格制御に重要な働

きをする Rho ファミリー低分子量 G タンパク質の 1 種である Cdc42 を活性化し、突起形

成を抑制することも報告されている (Rosso et al., 2002a)。また、他の細胞種では、α2-AR

を含む Gi共役型 GPCR の活性化が、別の Rho ファミリー低分子量 G タンパク質の RhoA

や Rac1 を活性化することも報告されている (Bétuing et al., 1998; Vogt et al., 2007)。今

後、これらの cAMP 以外のシグナル経路を含め、α2-AR による cAMP 非依存的な突起形成

抑制を媒介する細胞内機構を検討する必要がある。 

 

大脳皮質アストロサイトにおける α2作動薬と拮抗薬の効果の矛盾 

 

 大脳皮質アストロサイトでは、α2 作動薬デクスメデトミジン (1 µM) は β 作動薬イソプ

ロテレノール (1 µM) による突起形成を抑制した一方で、α2拮抗薬アチパメゾール (10 µM) 

はノルアドレナリン (1 µM) による突起形成を増強しなかった。この矛盾は、ノルアドレナ

リンとデクスメデトミジンによる α2-AR の活性化の違いによるかもしれない。ノルアドレ

ナリンと比較して、デクスメデトミジンはすべてのα2-ARサブタイプに対して力価が高く、

α2B-AR に対して高い固有活性を示す (Jasper et al., 1998; Peltonen et al., 1998)。1 µM と

いう濃度は、デクスメデトミジンが α2-AR を最大限に活性化するのに十分である一方で、
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ノルアドレナリンでは不十分である。そのため、ノルアドレナリン (1 µM) は、デクスメデ

トミジン (1 µM) に比べて、α2-AR を介した突起抑制効果が弱く、大脳皮質アストロサイト

では β-AR を介した突起形成を抑制できなかったのかもしれない。 

 

アストロサイトの突起形成抑制における α1-AR の関与 

 

脊髄アストロサイトにおいて、α1 拮抗薬プラゾシンはノルアドレナリンによる突起形成

を増強した。一方で、α1作動薬フェニレフリンは、β 作動薬イソプロテレノールによる突起

形成を抑制したが、この抑制は α2拮抗薬によっても阻害された。プラゾシンは、α1-AR だ

けではなく、α2B-および α2C-AR にも比較的高い親和性 (Ki値で数百 nM レベル) を持つこ

とが知られている (Devedjian et al., 1994; Uhlen et al., 1994)。そのため、プラゾシンはノ

ルアドレナリン誘導突起形成に対する有意な増強効果を示した 1 µM 以上の濃度では、α2B-

および α2C-AR も阻害し、この阻害が増強効果を生み出した可能性も考えられる。しかし、

プラゾシン (1 µM) は α2作動薬デクスメデトミジンによる突起形成抑制効果を阻害しなか

った。また、プラゾシン (1 µM) 存在下で、α2拮抗薬アチパメゾールはノルアドレナリン誘

導突起形成をさらに増強した。これらの結果から、プラゾシンが α2-AR 阻害を介して、ノ

ルアドレナリン誘導突起形成を増強した可能性は低いと考えられる。AR を含め GPCR で

は、作用する受容体が同じでも、リガンドによって活性化される細胞内シグナルが異なる

biased agonism という現象がよく知られている。フェニレフリンは、ノルアドレナリンと

比較して、α1A-AR を介した細胞内シグナルにバイアスがあることが報告されている 

(Evans et al., 2011)。本研究でもフェニレフリンとノルアドレナリンが α1-AR を介して活

性化する細胞内シグナルが異なり、フェニレフリンは突起形成抑制に必要な細胞内シグナ

ルを十分に活性化しなかった可能性がある。今後、アストロサイトの突起形成抑制における

α1-AR の関与およびそれを媒介する細胞内シグナルについて、さらに検討する必要がある。 

 

ノルアドレナリンによるアストロサイトの突起形成制御における β-および α-AR 発現バラ

ンスの重要性 

 

大脳皮質アストロサイトとは異なり、脊髄アストロサイトでは、α1-、α2-および β-AR の

すべてに作用するノルアドレナリンの突起形成誘導効果が、β作動薬イソプロテレノールよ

り顕著に小さかった。また、脊髄アストロサイトでのみ、α1拮抗薬プラゾシンや α2拮抗薬

アチパメゾールは、ノルアドレナリンによる突起形成を増強した。これらの結果は、大脳皮

質アストロサイトに比べて、脊髄アストロサイトでは、ノルアドレナリンによる α-AR を介

した突起形成抑制が強いことを示唆する。しかし、少なくとも α2A-および α2B-AR のタンパ

ク質発現は、大脳皮質アストロサイトよりも脊髄アストロサイトで有意に低かった。イソプ

ロテレノール (1 µM) による細胞内 cAMP の増加反応が、大脳皮質アストロサイトよりも
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脊髄アストロサイトで有意に小さかったことから、β-AR の機能的発現も脊髄アストロサイ

トで低いことが考えられる。脊髄アストロサイトでは、α2-AR の発現は低いものの、ノルア

ドレナリンによる β-AR 活性化を介した突起形成誘導が弱いため、α-AR を介した抑制が顕

著にみられた可能性がある。逆に、大脳皮質アストロサイトでは、β-AR 活性化を介した突

起形成誘導が強く、α-AR 活性化では抑制されなかったのかもしれない。これらの結果は、

ノルアドレナリンによるアストロサイトの突起形成が、β-および α-AR それぞれの機能的発

現だけではなく、その発現バランスによって制御されることを示している。本研究と同様の

方法でラットの大脳皮質、中脳蓋前丘、海馬、中脳腹側、尾状核、視床下部から培養された

アストロサイトでは、β-および α2-AR の細胞膜上の発現に差があることが報告されている 

(Ernsberger et al., 1990)。本研究結果と合わせて、アストロサイトにおける AR 発現およ

びノルアドレナリンによるアストロサイト突起形態制御は、CNS の部位により異なり、こ

れが CNS におけるアストロサイト形態の多様性に寄与している可能性がある。また、CNS

病態下のアストロサイトでは、β-AR の発現上昇や (Shao and Sutin, 1992; Mantyh et al., 

1995)、α2-AR の発現低下が報告されており (Hamby et al., 2012)、また、前述のように本

研究でも脊髄アストロサイトにおける α2A-AR 発現が成長因子で低下した。このような受容

体発現の変化が病態下でのアストロサイトの突起形態変化やそれに伴うCNS機能変化に関

与しているかもしれない。 

また、作用するノルアドレナリンの濃度もアストロサイトの突起形態制御には重要であ

る。一般的に、α-AR は β-AR よりもノルアドレナリンに対する親和性が高い。ノルアドレ

ナリンの CNS 効果は濃度に依存し、α2-、α1-、β-AR の順に発現する (Atzori et al., 2016)。

そのため、低濃度のノルアドレナリンでは α2-AR を介したアストロサイトの突起形態制御

のみが働く可能性もある。 

 

α2-AR が生体内のアストロサイトの突起形態を制御する可能性 

 

生体内のアストロサイトは、本研究で用いた培養アストロサイトとは異なり、GFAP 陽性

の主突起とそこから分岐する微細突起を有している。本研究において、ノルアドレナリンや

β 作動薬イソプロテレノールは生体内のアストロサイトが持つ突起形態に類似した突起の

形成を培養アストロサイトで誘導した。またこれまで、イソプロテレノールが大脳皮質スラ

イス標本中のアストロサイトの微細突起を伸張させることが報告されており (Sherpa et 

al., 2016)、β-AR を介した突起形態制御は生体内のアストロサイトでも起こることが示され

てきた。本研究の結果から、α2-AR はこの β-AR の機能に拮抗することで、生体内のアスト

ロサイトの突起形態を制御する可能性がある。これまで免疫電子顕微鏡法を用いた研究に

より、ネコ、ラット、サルの大脳皮質や海馬、青斑核に存在するアストロサイトの突起に β-

および α2-AR (特に α2A-AR) が発現することが報告されている (Aoki, 1992; Aoki et al., 

1998; Lee et al., 1998; Milner et al., 1998)。また、HEK293 細胞に共発現させた β1-および
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α2A-AR は、ヘテロ 2 量体を形成するという報告もある (Xu et al., 2003)。アストロサイト

が持つ個々の突起の形態を、β-および α2-AR が密接に関係しながら制御する可能性が示唆

される。 

また本研究において、α2作動薬デクスメデトミジンおよびノルアドレナリンによる α-AR

の活性化は、ROCK 阻害薬 Y27632 による突起形成も抑制した。RhoA/ROCK シグナル経

路は、in vitro や in vivoのアストロサイトの突起形態制御に重要な役割を果たす (Zeug et 

al., 2018)。本研究で用いたアデノシンも、ラット培養下垂体後葉細胞において、RhoA を抑

制することで突起形成を誘導することが報告されている (Rosso et al., 2002b)。そのため、

α-AR (特に α2-AR) は、β-AR の機能に関係なく、生体内においてアストロサイトの突起形

態制御に幅広く関与する可能性がある。 

さらに、α2-AR は病態下でのアストロサイトの突起形態制御にも関与するかもしれない。

これまで、in vivo において病態下でのアストロサイト突起の肥大化に β-AR が密接に関与

することが報告されている (Sutin and Griffith, 1993; Hodges-Savola et al., 1996)。また、

ヒト培養アストロサイトにおいて、炎症性サイトカイン interleukin-1β が、RhoA/ROCK シ

グナルの抑制によって活性化アストロサイト様の形態変化を誘導することも報告されてい

る (John et al., 2004)。アストロサイトに発現する α2-AR は、このような β-AR や

RhoA/ROCK シグナル抑制を介した病態下でのアストロサイトの形態変化を制御する可能

性がある。これまで、病態下でのラット脊髄アストロサイトの肥大化が、デクスメデトミジ

ンにより抑制されること (Xu et al., 2010; Liu et al., 2012)、逆に、ノルアドレナリン作動

性ニューロンの破壊や α2拮抗薬アチパメゾールにより誘導されること (Arora et al., 2016) 

が報告されている。今後、生体内のアストロサイトを用いた研究により、β-および α-AR を

介したアストロサイトの突起形態制御およびその生理的・病態的な意義を検討する必要が

ある。 
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V.  結論 

 

 アストロサイトは複雑な突起を持つ細胞であり、その突起構造は CNS 機能と密接に関連

している。本研究では、CNS の主要な神経伝達物質であるノルアドレナリンがアストロサ

イトの突起形態に与える影響を解明するために、ラット脊髄および大脳皮質培養アストロ

サイトの突起形成における α1-、α2-および β-AR の役割を薬理学的手法により検討した。 

 

1. 脊髄アストロサイトは大脳皮質アストロサイトに比べて、アストロサイトマーカー

GFAP の発現量が低かった。また、いずれの培養アストロサイトもほとんどの細胞が突起

を持たない多角形の形態をしていたが、脊髄アストロサイトでは大脳皮質アストロサイ

トに比べて、明瞭なストレスファイバーを有する細胞が多くみられた。脊髄および大脳皮

質アストロサイト間で、増殖能には差がみられなかった。 

 

2. 脊髄および大脳皮質アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン (1 µM) および β作動

薬イソプロテレノール (1 µM) の 3 時間の処置は、細胞体の縮小と、GFAP 陽性の主突

起および F-アクチンのみ陽性の微細突起の形成を誘導した。微細突起の形成は、脊髄ア

ストロサイトで顕著にみられた。 

 

3. 脊髄および大脳皮質アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン (1 µM) およびイソプ

ロテレノール (1 µM) が誘導する突起形成細胞の割合は、処置 3 時間後までにピークと

なり、その後徐々にコントロールのレベルに戻った。また、ノルアドレナリンおよびイソ

プロテレノールの突起形成に対する効果は、いずれも 1 µM で最大であった。これらの薬

物の突起形成に対する効果は、脊髄アストロサイトに比べて、大脳皮質アストロサイトで

大きくかつ持続的であった。また、イソプレテレノールは、ノルアドレナリンよりも効果

が大きく、その差は脊髄アストロサイトで有意に大きかった。 

 

4. 脊髄および大脳皮質アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン (1 µM) およびイソプ

ロテレノール (1 µM) は細胞内 cAMP を増加させた。この増加反応も、脊髄アストロサ

イトに比べて、大脳皮質アストロサイトで大きかった。また、イソプロテレノールは、ノ

ルアドレナリンよりも効果が大きかった。 

 

5. 脊髄および大脳皮質アストロサイトにおいて、アデニル酸シクラーゼ活性化薬

forskolin (0.1–10 µM) と細胞膜透過性 cAMP 類似体 dibutyryl cAMP (0.01–1 mM) の 3

時間の処置は、主突起および微細突起の形成を誘導し、濃度依存的に突起形成細胞割合を

増加させた。 
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6. 脊髄アストロサイトは大脳皮質アストロサイトに比べて、α1A-、α1D-、α2B- および β3-AR

の mRNA 発現が高く、α2C-および β1-AR の mRNA 発現は低かった。いずれのアストロ

サイトも α1-、α2-および β-AR がタンパク質レベルでも発現していた。mRNA 発現とは異

なり、脊髄アストロサイトは大脳皮質アストロサイトに比べて、α2A-および α2B-AR のタ

ンパク質発現が低かった。 

 

7. 脊髄アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン (1 µM) 誘導突起形成は、β 拮抗薬プ

ロプラノロール (10 µM) により消失し、α1拮抗薬プラゾシン (≧ 1 µM) および α2拮抗

薬アチパメゾール (10 µM) により増強された。また、ノルアドレナリン誘導 cAMP 増加

は、プロプラノロールにより消失し、アチパメゾールにより促進された。大脳皮質アスト

ロサイトにおいて、ノルアドレナリン誘導突起形成は、プロプラノロールにより消失した

が、プラゾシンおよびアチパメゾールにより増強されなかった。 

 

8. 脊髄アストロサイトにおいて、α1作動薬フェニレフリン (1 µM) および α2作動薬デク

スメデトミジン (1 µM) はコントロールの突起形成に影響しなかった。デクスメデトミ

ジンはイソプロテレノール (1 µM) または forskolin (0.5 µM) による突起形成を抑制し

た。また、デクスメデトミジンは、イソプロテレノール誘導 cAMP 増加を抑制する傾向

を示した。大脳皮質アストロサイトにおいても、デクスメデトミジンはイソプロテレノー

ル誘導突起形成を抑制した。 

 

9. 脊髄および大脳皮質アストロサイトにおいて、デクスメデトミジン  (1 µM) は

dibutyryl cAMP (0.1 または 0.3 mM) による突起形成を抑制した。この抑制効果は、ア

チパメゾール (10 µM) により阻害された。 

 

10. 脊髄アストロサイトにおいて、アデノシン (30 µM) および ROCK 阻害薬 Y27632 (10 

µM) は、細胞内 cAMPにほとんど影響せずに、主突起および微細突起の形成を誘導した。

脊髄および大脳皮質アストロサイトにおいて、デクスメデトミジン (1 µM) は、アデノシ

ンおよび Y27632 による突起形成も抑制し、これらの抑制効果はアチパメゾール (10 µM) 

により阻害された。 

 

11. 脊髄アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン (1 µM) は単独では Y27632 (10 µM) 

誘導突起形成に影響しなかったが、プロプラノロール (10 µM) 存在下では、抑制した。

この抑制は、プラゾシン (1 µM) またはアチパメゾール (10 µM) により阻害された。 

 

以上の結果から、ラット脊髄および大脳皮質培養アストロサイトにおいて、β-AR はアデニ

ル酸シクラーゼ / cAMP シグナルにより突起形成を誘導する一方で、α-AR はその突起形成
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を抑制することが明らかとなった。特に、α2-AR は、アデニル酸シクラーゼ / cAMP シグナ

ルの抑制および cAMP 非依存的な機構によって、突起形成を抑制することが示された。こ

れらの結果は、ノルアドレナリンが α-および β-AR を介してアストロサイトの突起形成を

双方向性に制御するという、これまでにない新たな知見を提供する。また、α2作動薬や拮抗

薬は CNS 作用薬として獣医療や医療で汎用されており、本知見は臨床的にも重要である。

この AR を介したアストロサイトの突起形態制御が、CNS の生理機能や病態形成に深く関

与する可能性がある。今後、本研究で得られた知見を in vivo あるいは in situ のアストロ

サイトを用いて検証するとともに、その生理的・病態的な意義を検討する必要がある。 
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Astrocytes are the most abundant glial cells in the central nervous system (CNS). 

Astrocytes have numerous fine processes through which they contact blood vessels and 

neurons to regulate the functions of blood-brain barrier and synapse, respectively. These 

processes have plasticity depending on neural activity and change dynamically under 

physiological and pathological conditions, which is closely related to the CNS functions. 

The mechanisms regulating astrocyte morphology are of great interest because of the 

relationship between their morphological diversity and the CNS functions. 

Noradrenaline is a major neurotransmitter in the CNS, and astrocytes express all type 

of adrenoceptors (ARs), i.e., α1-, α2- and β-ARs. Although all receptors are activated by 

noradrenaline, each receptor generally activates distinct intracellular signal. For 

example, β-ARs activate adenylate cyclase/cyclic AMP (cAMP) signal, while α2-ARs 

inhibit it. It has been reported that the activation of β-ARs induces the process formation 

of cultured astrocytes via cAMP signal and expansion of astrocyte processes in situ, and 

contributes to astrocyte hypertrophy under pathological conditions. On the other hand, 

the role of α-ARs in the morphology of astrocyte processes has not been elucidated.  

Here, we employed pharmacological techniques to examine the role of α-ARs in the 

process formation by cultured astrocytes isolated from spinal cord and cerebral cortex of 

neonatal rats. Process formation of astrocytes was evaluated by phalloidin staining for 

actin-cytoskeleton with a fluorescence microscopy. Both cultured astrocytes were positive 

for glial fibrillary acidic protein (GFAP) (expression level: cortical astrocytes > spinal 

cord astrocytes) and exhibited polygonal shape without any processes. 

 In both cultured astrocytes, application of noradrenaline (NA; 1 µM) and the β-agonist 

isoproterenol (ISO; 1 µM) for 3 h transformed polygonal astrocytes into process-bearing 

ones with GFAP-positive major processes and actin-rich fine processes like astrocytes in 

vivo. The percentages of cells exhibiting process formation induced by NA (1 µM) and 

ISO (1 µM) peaked at 1–3 h after treatment. NA (1 µM) and ISO (1 µM) also increased 

the intracellular cAMP concentrations, which peaked within 30 min after treatment. In 

general, the effects of NA and ISO were more potent in cortical astrocytes than in spinal 
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cord astrocytes. In addition, the effect of ISO was more potent than that of NA, 

particularly in spinal cord astrocytes. Forskolin, an adenylate cyclase activator, and 

dibutyryl-cAMP, a cell-permeable cAMP analog, induced process formation in a 

concentration-dependent manner, which suggests that the increase in intracellular 

cAMP levels is related to the process formation induced by NA and ISO. 

Next, the effects of AR-antagonists on NA (1 µM)-induced process formation and cAMP 

elevation were examined in spinal cord astrocytes. The β-antagonist propranolol (PROP; 

10 µM) abolished NA-induced process formation and cAMP elevation. By contrast, the 

α1-antagonist prazosin (PRAZ; 1 or 10 µM) or the α2-antagonist atipamezole (ATIP; 10 

µM) enhanced the NA-induced process formation, and ATIP enhanced NA-induced cAMP 

elevation. In cortical astrocytes, PROP (10 µM) abolished NA-induced process formation, 

whereas PRAZ (1 µM) and ATIP (10 µM) had no effect on it.  

The effects of α-agonists on ISO (1 µM)-induced process formation and cAMP elevation 

were examined in spinal cord astrocytes. The α2-agonist dexmedetomidine (DEX; 1 µM), 

but not α1-agonist phenylephrine (1 µM), inhibited ISO-induced process formation and 

cAMP elevation. DEX (1 µM) also inhibited ISO-induced process formation in cortical 

astrocytes. These results suggest that activation of β-ARs induces process formation via 

adenylate cyclase/cAMP signal, which is negatively regulated by α-ARs, especially α2-

ARs. A reduction of intracellular cAMP levels contributes to the α2-AR-mediated 

inhibition of process formation. 

To ascertain if a mechanism(s) other than intracellular cAMP reduction is involved in 

α2-AR-mediated inhibition of process formation, the effects of DEX on process formation 

induced by dibutyryl-cAMP, adenosine and a Rho-associated kinase (ROCK) inhibitor, 

Y27632, were examined. In both cultured astrocytes, process formation induced by 

dibutyryl-cAMP (0.1 or 0.3 mM) was inhibited by DEX (1 µM) but not in the presence of 

ATIP (10 µM). Adenosine (30 µM) and Y27632 (10 µM) induced process formation almost 

without affecting the intracellular cAMP levels. DEX inhibited these cAMP-independent 

process formations but not in the presence of ATIP. Activation of α-ARs by NA also 

inhibited Y27632-induced process formation. 

In conclusion, in contrast to β-ARs, α-ARs are responsible for inhibiting the formation 

of processes by cultured astrocytes. Especially, α2-ARs inhibited process formation via 

inhibition of adenylate cyclase/cAMP signal and cAMP-independent mechanism(s). NA 

bidirectionally affects astrocyte processes via α- and β-ARs. Noradrenergic regulation of 

astrocyte morphology likely depends on the balance of functional expression of ARs, 

which may be related to the CNS functions under physiological and pathological 

conditions.  


