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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、いままで実験的に困難であった、神経細胞の情報出力部分である軸
索やシナプス前終末から直接パッチクランプ記録をおこない、生理学的な特性を明らかにすることを目標とし
た。また必要に応じて、イメージング技術を併用し、内部素過程の動態を明らかにすることも試みた。軸索に関
しては、神経細胞によって、活動電位の安定的な伝導には差がある可能性があること、シナプス前終末に関して
は伝達物質放出の速度がシナプスによって異なり、これはCaチャネルとシナプス小胞の距離に依存する可能性が
示唆された。またセカンドメッセンジャーによって、距離が可塑的に変化し、神経可塑性を担う可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：In this study program, we have directly patch-clamped from axons and axon 
terminals at mammalian CNS neurons to elucidate their physiological properties. In addition, we 
employed imaging techniques such as TIRF (total internal reflection fluorescent micsroscopy), to 
reveal the underlying mechanisms. In axons, action potentials are propagated reliably in some neuron
 types whereas they are attenuated in other types. In presynaptic terminals, transmitter release 
kinetics differ considerably among synapse types, which may be mediated by different coupling 
distance between Ca channels and synaptic vesicles. Moreover, second messengers may modulate the 
coupling distance, which may mediate short- and long-term presynaptic plasticity.    

研究分野： 神経科学

キーワード： シナプス　軸索
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図１ 左：苔状線維（MF）と錐体細

胞（PC）がシナプスを形成。右：同

時記録で前終末 Ca 電流（ICa）、膜容

量(Cm)、シナプス後電流（EPSC）が

測定可能。 

１． 研究開始当初の背景 
神経細胞において、樹状突起に対して複数

のシナプスから入力があり、発生したシナプ
ス電位が細胞体に伝播する。シナプス電位の
総和が一定以上の振幅になると、細胞体ない
し近傍で活動電位が発生する。活動電位は軸
索を安定して伝播し、シナプス前終末に到達
すると神経伝達物質を細胞外に放出するこ
とで次の細胞に情報出力をすると考えられ
ている。しかし、これらの図式は無脊椎動物
や末梢神経のモデル標本からの知見に依拠
したものである。形態的、機能的に複雑かつ
多様な哺乳類中枢神経細胞において、樹状突
起、細胞体、軸索、シナプスといった細胞内
コンパートメントがどのように挙動し、細胞
の動的特性を規定し、神経回路内でどのよう
な役割を担っているかは未解明な点が多く
残されている。特にこれまで実験困難であっ
た、神経細胞の情報出力を担う軸索やシナプ
ス前終末の特性を明らかにすることが、本研
究の主要な目的である。 
樹状突起に関しては、1990 年代より多く

のグループで、直接記録、イメージングを用
いた精力的研究が行われてきており、樹状突
起におけるシナプス入力の統合、細胞体から
樹状突起への活動電位の逆伝播など、従来の
知見よりも複雑な情報処理が行われる可能
性が示唆されつつある。一方で、軸索、シナ
プス前終末でも樹状突起と同様に複雑な情
報処理をおこなっている可能性が指摘され
ている。しかし、軸索や終末は直径が 1 ミク
ロンあるいはそれ以下の大きさで直接記録
が困難であるため、実験的知見が限られてい
る。 
 最近、私たちのグループを含め、いくつか
のグループでパッチクランプ法を軸索、シナ
プス前終末に適用し、直接電気記録する研究
が始まっている。本研究課題では、直接記録
法を中心にイメージング法などを取り入れ
て、軸索およびシナプス前終末の特性を明ら
かにすることを試みた。 
 
２．研究の目的 
形態的に複雑かつ多様な哺乳類中枢神経

細胞において、樹状突起、細胞体、軸索、シ
ナプス前後部といった細胞内コンパートメ
ントがどのように作動するかに関しては未
解明の部分が多く残されている。本研究は、
いままで実験的に困難であった、神経細胞の
情報出力部分である軸索やシナプス前終末
から直接パッチクランプ記録をおこない、生
理学的な特性を明らかにする。必要に応じて、
イメージング技術を併用し、内部素過程の動
態を明らかにすることも試みる。さらに、異
なる種類の神経細胞を定量的に比較し、軸索、
シナプス前終末の機能的多様性を媒介する
分子細胞メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
急性スライス標本を P8-30 程度のラット、

マウス脳から作成する。具体的には聴覚系脳
幹、小脳、海馬から標本を作製する。細胞体、
樹状突起、軸索、シナプス前終末といった細
胞コンパートメントからパッチクランプ法
による直接電気記録を行うことによって、そ
れぞれの特性を明らかにすることを試みた。
また、細胞コンパートメント（シナプス前終
末など）を急性単離し、それぞれの性質を独
立して明らかにすることを試みた。さらに小
脳の研究に関しては、一部の実験では、ラッ
ト小脳から分散培養細胞標本を作製し、パッ
チクランプおよびイメージング実験を行っ
た。 
具体的な標本としては、脳幹 calyx of Held、

小脳平行線維、小脳プルキンエ細胞シナプス、
海馬苔状線維など、軸索、シナプス前終末に
アクセス可能な標本を用いた。 
軸索、シナプス前終末の特性を明らかにす

るために、パッチクランプ法によって直接電
気記録をおこなった。また、イメージング（落
射蛍光、全反射照明）によって、Ca 濃度、シ
ナプス小胞のダイナミクスを測定した。 
すべての実験は同志社大学の動物実験、

DNA 実験の審査を経て行った。 
 

４．研究成果 
（１）海馬苔状線維シナプス前終末の伝達特
性の解明 
 海馬苔状線維-CA3 錐体細胞シナプスは、多
くの哺乳類中枢シナプスと異なり、連発刺激
でシナプス強度の促通現象を起こすこと、シ
ナプス前性の長期シナプス現象をおこすこ

となどの独自のシナプス伝達特性を持つ。研
究期間当初に、技術的な工夫をおこなうこと
で、苔状線維シナプス前終末（直径 5ミクロ
ン程度）からのパッチクランプ直接記録が可
能になった(図１)。また、シナプス後部であ
るCA3錐体細胞からの同時記録が可能になっ
た。シナプス前終末の電流（ICa）、シナプス



後部のシナプス応答（EPSC）と、シナプス小
胞の形質膜融合に伴う膜容量(Cm)の電気生
理学的な計測法を組み合わせることで、伝達
物質放出の時間経過を計測した（図１）。 
苔状線維からの神経伝達物質放出の時間

経過は、ほかの中枢シナプスより 10 倍程度
遅かった。また結合速度が速い Ca 緩衝剤（バ
ッファー）である BAPTA だけでなく、遅い Ca
バッファーである EGTA に対する感受性が比
較的高いことから電位依存性 Ca チャネルと
伝達物質放出部位（放出可能なシナプス小
胞）との距離が比較的長い（loose coupling）
可能性が示唆された。 
さらに、短期シナプス増強や長期シナプス

増強現象に関与する Protein kinase A の活
性化によって、EGTA 感受性が消失することか
ら、PKA の活性化によって Ca チャネルとシナ
プス小胞の距離が短縮し、より素早く、多量
の神経伝達物質放出が可能になることが示
唆された（Midorikawa and Sakaba, 2017）。
これが長期シナプス増強のメカニズムなの
かどうかは今後の解明が必要である。 
 
（２）小脳平行線維シナプス前終末の伝達特
性の解明 
 小脳平行線維-介在神経細胞シナプスは、
苔状線維とは異なり、比較的素早い伝達をお
こすシナプスとして知られている。ラット培
養シナプス標本を用いることで、平行線維シ
ナプス前終末（1 ミクロン）からのパッチク
ランプ直接電気記録が可能になった。また、
シナプス後部からの同時記録が可能になっ
た。1個のシナプスが 20 個の伝達物質放出可
能な小胞を持つこと、伝達物質放出は Ca バ
ッファー依存性が高く、内在 Ca バッファー
の特性によって伝達物質放出量、短期可塑性
の 特 性が決 定 される こ とがわ か っ た
(Kawaguchi and Sakaba, 2017)。 
 
（３）小脳プルキンエ細胞シナプス前終末か
らの直接記録 
 小脳プルキンエ細胞どうしは、シナプス結
合をしており、連発刺激でシナプス促通現象
を示すことが知られているが、促通のメカニ
ズムはわかっていない。このシナプス結合は
培養標本でも維持される。培養プルキンエ細
胞シナプス前終末からの直接記録と、シナプ
ス後細胞からの同時記録によって、Ca チャネ
ルの促通が、シナプス促通現象を媒介してい
ることがわかった。（２）の結果と合わせる
と、シナプス促通現象にはいくつかのメカニ
ズムがあるが、それぞれのシナプスによって、
どのメカニズムが主要な要因になるかは異
なる可能性がある(Diaz et al., 2015)。 
 
（４）軸索からの直接記録 
 ラット小脳バスケット細胞の細胞体にパ
ッチクランプ法を適用し、蛍光色素を導入し
て軸索を可視化することで、軸索、シナプス
前終末からの直接記録を技術的に可能にし

た。バスケット細胞の場合、プルキンエ細胞
とは異なり（Kawaguchi and Sakaba, 2015）、
比較的安定に活動電位が軸索上を伝導する
ことが示唆された。今後、軸索からの記録が
可能なほかの標本（海馬苔状線維など）でも
同様の実験をし、軸索の電気特性がどのよう
なものか知る必要があろう。 
 
（５）シナプス小胞の動態の直接計測 
 海馬苔状線維シナプス前終末を急性単離
し、ガラス面にはり付けることで、全反射蛍
光顕微鏡の適用を可能にし、シナプス小胞を
単一レベルで可視化することができるよう
になった。蛍光色素 FM1-43 をシナプス小胞
に対してエンドサイトーシスを介して取り
込ませることで、小胞可視化を可能にした。
この方法を用いて、シナプス小胞のダイナミ
クスを測定できるようになった。脱分極パル
スに対するシナプス小胞の膜融合速度はほ
かの中枢シナプス前終末、たとえば calyx of 
Held（Midorikawa and Sakaba, 2015）に比
較すると遅かった。小胞の形質膜への接着は
比較的遅く、伝達物質放出部位への接着の時
定数は数秒のオーダーであった。また接着の
みがシナプス小胞の伝達物質放出に十分で
はなく、形質膜で伝達物質放出可能な状態へ
分子的な準備が必要である可能性が示唆さ
れた。 
 長期シナプス増強に関係する Protein 
kinase A の活性化によって、膜融合速度は上
昇したが、放出部位への小胞接着速度は変化
しなかった。この結果は（１）に記述した電
気 生 理 学 か ら の 実 験 結 果 と 一 致 し た
（Midorikawa and Sakaba, 2017）。 
 
（６）伝達物質放出メカニズムの総説 
 これまでのシナプス前終末からの伝達物
質放出メカニズムに関する研究をまとめた
総説を学士院の英語版紀要に出版した
（Sakaba, 2018）。これまで研究をしてきた
calyx of Held シナプス、海馬苔状線維シナ
プス、小脳抑制性神経細胞シナプスの結果を
比較し、伝達物質放出を説明するモデルを提
唱し、それぞれのシナプスがどのように機能
分化し、機能的な多様性を獲得するのかを説
明した。 
 
（７）その他 
 共同研究により、シナプス小胞エンドサイ
ト―シスの分子細胞メカニズム（細胞骨格ア
クチン依存性）に関して、新たな知見を得た
（Soykan et al., 2017）。また、calyx of Held
シナプスのエンドサイトーシスに関して、形
質膜（膜容量測定法）とシナプス小胞タンパ
ク質synaptotagmin(syt)2動態の同時計測を
行った（Okamoto et al., 2016）。エンドサ
イトーシスが２種類あり刺激条件によって
どちらが優位化が決まること、syt2 の取り込
みには calmodulin / Munc13 シグナル経路が
重要な役割を担う可能性が示唆された。 



 
（８）今後の研究 
 ３年間の研究で、軸索、シナプス前終末の
機能特性に関して、新たな知見を得た。今後
は電気生理学のみならず、イメージングなど
直接内部構造を可視化できる方法論を用い
て、分子細胞メカニズムの解明へと研究を進
めていく必要がある。 
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