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研究成果の概要（和文）：これまで機能がほとんど解明されていないカルシウム動態調節分子の役割を明らかに
することを試みた。この分子のシナプス部位特異的遺伝子改変マウスを作製し機能解析を行った。海馬スライス
標本を用いた電気生理学的解析においては、シナプス後部特異的な分子Ａ欠損マウスでは長期増強が有意に減弱
し、シナプス前終末特異的分子Ａ欠損マウスでは、低頻度持続刺激によるシナプス応答が増大することを見出し
た。行動実験においては、分子Ｂ欠損マウスにおいて、異常がある可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to elucidate roles of molecules that regulate 
calcium dynamics. We analyzed the functions of the molecules whose roles in calcium dynamics are not
 well known, using synapse site-specific gene-targeted mice. In the electrophysiological analysis 
with hippocampal slices, long-term potentiation of excitatory synaptic transmission was 
significantly reduced in postsynaptic site-specific Molecule A-deficient mice, whereas synaptic 
responses were increased during prolonged low-frequency stimulation in presynaptic terminal-specific
 Molecule A-deficient mice. We also found the possibility of the impairment in behavioral tests in 
Molecule B-deficient mice.

研究分野： 神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
記憶などの高次脳機能は、シナプスにおける
伝達効率の長期的変化によりもたらされ、一
部の例外を除いて、シナプス後細胞で発現す
るとされている。私たちの研究室も含め、世
界中の多くの研究室でシナプス後細胞での
可塑性誘導・発現機構が明らかにされており、
細胞内のCa2+動態が重要であると考えられ
ているが、その機構については不明の点が多
い。一方、可塑性が誘導されるためには、神
経伝達物質の放出や放出機構自体の可塑的
変化が決定的に重要であるが、これまでこの
領域については研究が十分に進んでいない。
シナプス前終末での放出過程の可塑性を明
らかにしなければ、シナプス機能のごく一面
しかみていないことになり、シナプス可塑性
の本質の全貌を解明することは難しい。ある
種の神経疾患では、神経伝達物質の放出機構
の異常が関与しており、その短期的・長期的
修飾機構を明らかにすることは、基礎神経科
学だけでなく、臨床的にもきわめて大きな意
義を有する。 
 細胞内Ca2+濃度の調節機構に関しては多
くの分子が関与するが、そのひとつとして分
子Aおよび分子Bがある。これらの分子はおも
に小胞体（ER）上に存在することは知られて
いるが、それらの機能については、これまで
神経系以外の組織で解析が進められ、神経系
における役割については、まだほとんど明ら
かになっていない。分子Aはこの現象に必須
の分子であり、分子BがCa2+センサーの役割
を果たすと考えられているが、分子Aの欠損
マウスは成長不全を示し、周産期致死である
ため、その表現型については十分解析されて
いない。ごく最近になって、分子Aが小脳機
能に、分子Bがアルツハイマー病に関与する
可能性が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究計画では、マウス海馬CA1 領域の興奮
性シナプスをモデルとして、正常マウス、シ
ナプス後細胞特異的コンディショナルノッ
クアウトマウス（cKO）マウス、および、シ
ナプス前終末特異的cKOマウスを作製し、そ
の海馬スライス標本を用いて、分子Aおよび
分子Bによる小胞体および終末内のCa2+動態
調節が、CA1 領域における長期増強（LTP）
や長期抑圧（LTD）などのシナプス後性の可
塑性の誘導・発現において、どのような役割
を果たすか、また、海馬CA1 シナプスでの神
経伝達物質の放出およびその可塑性をどの
ように修飾するか、さらに、LTPがシナプス
前終末で誘導・発現することが知られている
海馬CA3 領域苔状線維シナプスでのシナプ
ス前終末における神経伝達物質放出機構と
LTPの誘導・発現にどのように関与するかを
明らかにする。また、分子Aおよび分子Bによ
りCaMKIIが活性化される可能性があるため、

そのリン酸化や下流分子であるRac1/Cdc42
の活性化が変化しているかどうかを検討す
る。さらに、これらのcKOマウスを使って、
分子Aおよび分子BによるCa2+制御機構が個
体レベルでどのような役割を果たしている
かを解明する。 
 
３．研究の方法 
 
分子Ａおよび分子Ｂの海馬CA1 シナプスおよ
びCA3 苔状線維シナプスのシナプス部位特異
的欠損マウスを作製する。それぞれの変異マ
ウスから海馬スライス標本を作製し、細胞外
電位記録法やホールセル・パッチクランプ記
録法により電気生理学的解析を進める。シナ
プス前終末およびシナプス後細胞特異的に
分子Ａおよび分子Ｂが欠損しているマウス
を用いて、入出力関係やシナプス前性短期可
塑性などのシナプス伝達の基本特性やLTPや
LTDなどの長期シナプス可塑性に異常がみら
れるかどうかを検討する。また、これらの変
異が、個体レベルでどのような行動学的異常
を引き起こすかを検討し、分子Ａおよび分子
Ｂの高次脳機能における役割を明らかにす
る。さらに、分子Ａおよび分子Ｂが関与する
行動学実験において、分子Ａおよび分子Ｂの
発現がどのように調節されるかを生化学的
に解析する。また、分子Ａおよび分子Ｂの下
流シグナル系の生化学的解析も行う。これら
の解析により、分子Ａおよび分子Ｂが関与す
る現象のシナプス機能と高次脳機能におけ
る役割を解明する。 
 本研究計画では、中枢神経系における分子
Ａおよび分子Ｂの役割を明らかにするため、
シナプス・ネットワークレベルでは海馬スラ
イス標本を用いた電気生理学的解析を、個体
レベルでは高次脳機能を検討できる神経行
動学的解析とそれに伴う生化学的解析を行
う。ここで使用する遺伝子改変マウスは、す
でに作製済み、あるいは、入手済みである。
ここでは、以下の４種類のマウスを適宜交配
し、実験に用いるマウスを作製する。分子Ａ
の遺伝子がCre-loxPシステムにより破壊さ
れる変異マウス。分子Ｂの遺伝子がCre-loxP
システムにより破壊される変異マウス。海馬
CA3 錐体細胞特異的にCreを発現するノック
インマウス（GluK4 の遺伝子座にCre遺伝子を
挿入）。CaMKIIプロモータによりCreを発現
するトランスジェニックマウス（ここで用い
る系統は、海馬内においては、CA3 錐体細胞
ではCreを発現せず、CA1 錐体細胞でのみ発現
がみられる当研究室保有のものである）。 
 CA1 シナプスのシナプス後部での分子Ａお
よび分子Ｂのシナプス伝達とその可塑性に
おける役割の解析：分子Ａ/loxPマウスと
CaMKII/Creマウスを掛け合わせることによ
り、海馬CA1 領域の錐体細胞でのみ分子Ａが
欠損する変異マウスを作製する。分子Ｂにつ
いても、同様に変異マウスを作製する。分子
Ａおよび分子Ｂのダブルノックアウトマウ



スについても同様の解析を進める。これらの
変異マウスでは、CA3 錐体細胞ではCreが発現
していないため、その軸索であるシャッファ
ー側枝のシナプス前終末では遺伝子操作の
影響は受けない。したがって、シャッファー
側枝とCA1 錐体細胞間に形成されるCA1 シナ
プスにおいては、シナプス前終末では分子Ａ
および分子Ｂが発現しているが、シナプス後
細胞には発現しないことから、シナプス後細
胞における分子Ａおよび分子Ｂの機能を選
択的に解析できることになる。これらの変異
マウスを用いて、以下のような解析を進める。
免疫電顕による形態学的解析やPSD分画を用
いた生化学的解析などにより、予想通りにシ
ナプス後細胞のみで分子Ａおよび分子Ｂが
欠損していることを確認する。海馬スライス
標本を用いて、CA1 シナプスにおけるシナプ
ス伝達の基本特性を電気生理学的に解析す
る。具体的には、シナプス後部の伝達物質に
対する感受性の変化を明らかにするために、
細胞外電位記録による入出力関係の解析、ホ
ールセル記録による微小興奮性シナプス後
電流（ｍEPSC）の解析などを行う。シナプス
後細胞依存性の短期可塑性である短期増強
（STP）に異常がみられるかどうかを確認す
る。具体的には、長期的な可塑性を誘導でき
ない比較的弱い高頻度刺激（たとえば、２０
Hz、１秒刺激や１００Hz、０．１秒刺激など）
を与えて、STPに異常があるかどうかを観察
する。記憶形成の基盤であると考えられてい
るシナプス後細胞依存性のLTP、あるいは、
LTDに異常があるかどうかを観察する。具体
的には、１００Hz、１秒刺激を１回、あるい
は、１００Hz、１秒刺激を１０秒間隔で４回
与えるなどして、LTPを誘導する。ナイーブ
なスライス標本、および、シナプス活動を引
き起こしたスライス標本を用いて、分子Ａお
よび分子Ｂにより活性化される可能性のあ
るCaMKIIのリン酸化やその下流分子である
Rac1/Cdc42 の活性（GTP-Rac1/Cdc42 を測定）
を生化学的に解析する。 
CA1 シナプスのシナプス前終末での分子Ａ

および分子Ｂのシナプス伝達とその可塑性
における役割の解析：海馬スライス標本を用
いて、電気生理学的解析を進める。CA1 シナ
プスでは、シナプス前性のLTPなどの長期可
塑性は存在しないというのが一般的に認め
られているが、短期的なシナプス前性可塑性
が存在することが知られている。次の項目に
ついて、順次実験を進める。２発刺激促通
（PPF：入力線維に５０ミリ秒程度の間隔で
２発刺激を与えると２発目のシナプス応答
が増大する現象で、神経伝達物質放出確率に
依存することが知られている）、テタヌス後
増強（PTP：NMDA受容体のアンタゴニストの
存在下でLTPをブロックした状態で、１００
Hz、１秒の高頻度刺激を与えたときにみられ
るシナプス前性の短期増強）、低頻度持続刺
激（５Hz程度の刺激頻度で３分程度続けて刺
激する。これにより、神経伝達物質放出確率

の変化やシナプス小胞の動態が明らかにで
きる）。分子Ａおよび分子Ｂにより制御され
る現象が神経伝達物質放出に関与するとい
う報告はこれまでまったくなく、もし異常が
検出できれば、世界的に大きなインパクトを
与えることは疑いない。 
CA3 苔状線維シナプスのシナプス前終末で

の分子Ａおよび分子Ｂのシナプス伝達およ
びその可塑性における役割：苔状線維シナプ
スでは、CA1 シナプスなどのより一般的なシ
ナプスとは異なり、１Hz程度の持続した低頻
度刺激で、シナプス前性の大きなシナプス伝
達増強が観察される（CA1 シナプスでは、ご
く短期的な増強に引き続き抑圧が誘導され
る）。さらに、このシナプスでは、シナプス
後性の長期可塑性は存在せず、シナプス前性
のLTPおよびLTDが誘導される。そこで、苔状
線維シナプスより、細胞外電位記録により、
興奮性シナプス後電位を記録し、１００Hz、
１秒の高頻度刺激を与え、当研究室で保有す
る歯状回でCreを発現する変異マウスでLTP
に異常がみられるかどうかを観察する。また、
１Hz、３分の持続低頻度刺激を与え、LTDに
異常があるかどうかを検討する。 
分子Ａおよび分子Ｂにより制御される現

象が個体レベルにおける高次脳機能におよ
ぼす影響に関する解析：これまで検討してき
た遺伝子改変マウスを用いて、基本的な脳神
経機能や高次脳機能を網羅的に解析できる
行動実験バッテリーを行う。その中で異常が
同定された項目について、詳細な神経行動学
的解析を進める。また、海馬における電気生
理学的解析で異常が観察された場合には、記
憶形成に関与する行動学的解析をより詳細
に進める。さらに、情動に関するバッテリー
検査で異常が観察された場合には、扁桃体に
おける電気生理学的解析を行う。 
分子Ａおよび分子Ｂのノックアウトマウ

スで異常が観察された行動実験における分
子Ａおよび分子Ｂの発現変化の生化学的解
析：分子Ａおよび分子Ｂが関与することが明
らかになった行動実験で、その遂行により分
子Ａおよび分子Ｂの発現変化が起こるかど
うかを確認するため、行動実験後の脳の各部
位で分子Ａおよび分子Ｂの発現量を測定す
る と と も に 、 CaMKII の リ ン 酸 化 と
Rac1/Cdc42 の活性を特定する。これにより、
高次脳機能の発現における分子Ａおよび分
子Ｂおよびその下流での生化学的な調節機
構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
本研究計画では、これまで中枢神経系での機
能がほとんど解明されていないカルシウム
動態調節分子の役割を明らかにすることを
試みた。この分子のシナプス前終末およびシ
ナプス後細胞それぞれでのシナプス伝達と
その可塑性における役割とそれにより調節
されるカルシウム動態のシナプスおよび高



次脳機能における役割を明らかにするため
に、この分子のシナプス部位特異的遺伝子改
変マウスを作製し、その機能を電気生理学的、
生化学的、および、行動学的解析により、分
子、細胞、ネットワークおよび個体レベルで
明らかにすることを試みた。まず、平成２７
年度は、海馬シナプス部位特異的にこの分子
が欠損する変異マウスの作製を行い、その作
出に成功した。平成２８年度はこの変異マウ
スを用いた機能解析を進めた。海馬における
当該分子の役割を明らかにするために、海馬
スライス標本を用いた電気生理学的解析、お
よび、個体マウスを用いた行動学的解析を行
った。電気生理学的解析においては、海馬特
異的コンディショナルノックアウトマウス
から定法に従って海馬スライス標本を作製
し、海馬CA1 領域において細胞外電位記録法
により興奮性シナプス応答を記録した。まず、
分子Ａのシナプス部位特異的遺伝子改変マ
ウスの機能解析を進めた。シナプス後部およ
びシナプス前終末特異的な分子Ａ欠損マウ
スでは、通常のシナプス応答には明らかな異
常はみられなかったが、シナプス前性および
シナプス後性のいずれの可塑性においても
異常を見出すことができた。具体的には、シ
ナプス後部特異的な分子Ａ欠損マウスでは、
１００Hz、１秒の高頻度刺激により誘導され
るLTPが有意に減弱することを見出した。一
方、シナプス前終末特異的分子Ａ欠損マウス
では、低頻度持続刺激によるシナプス応答が
増大することを見出した。これらの結果から、
この分子によるカルシウム動態調節により
シナプス可塑性が制御されることが明らか
となった。個体レベルでの行動実験において
は、分子Ｂ欠損マウスにおいて、異常がある
可能性を見出しており、これらの成果をまと
めて、近いうちに論文として成果を発表する
予定である。 
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