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研究成果の概要（和文）：海馬におけるムスカリン性アセチルコリン受容体によるシナプス伝達

の長期増強（LTP）などのシナプス可塑性の調節機構や細胞内の蛋白リン酸化酵素系による形

態的および機能的可塑性の制御機構を明らかにした。また、海馬 CA1 領域において、これまで

知られていなかったシナプス後細胞のカルシウムチャネルに依存性する非Hebb型のLTPが存

在することを発見した。海馬 CA3 領域においては、苔状線維の走行経路決定機構や幼若期にお

ける苔状線維の興奮性調節機構を明らかにした。扁桃体外側核においては、興奮性シナプス伝

達とその可塑性に NMDA 受容体の GluN2B サブユニットが関与することを明らかにするとと

もに、このサブユニットのチロシンリン酸化が LTP の誘導・発現に関与し、そのリン酸化が個

体レベルでの恐怖学習の成立に重要な役割を果たすことを解明した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this project, we have elucidated the mechanisms of the regulation 

of long-term potentiation (LTP) by muscarinic acetylcholine receptors in the hippocampus 

as well as the regulation of morphological and functional plasticity by intracellular protein 

kinases. We have also discovered the novel type of LTP in the hippocampal CA1 region that 

is non-Hebbian and dependent on postsynaptic Ca2+ channels. In the hippocampal CA3 

region, we have elucidated the mechanisms for the proper trajectory of mossy fibers and for 

the regulation of mossy fiber excitability in new-born mice. In the lateral nucleus of the 

amygdala, we have found that the NMDA receptor GluN2B subunit is involved in 

excitatory synaptic transmission and its plasticity and that tyrosine phosphorylation of 

this subunit is associated with LTP induction and expression as well as the formation of 

fear memory at the whole-animal level. 
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１．研究開始当初の背景 

 

記憶や学習などの高次脳機能は、中枢神経系
でのシナプスに長期的な変化が起こること
によりもたらされる。シナプス伝達の長期増
強（LTP）や長期抑圧（LTD）のようなシナ
プス可塑性は、記憶・学習の細胞レベルでの
基礎過程であると考えられ、世界中で盛んに
研究されている。しかし、これまでの研究の
主流は、特に何も操作を加えていないナイー
ブなシナプスで、特殊なパターンの興奮が入
ったときに、どのような長期的変化が起こる
か、あるいはその変化の誘導・発現機構を解
明するというものであった。これはシナプス
の可塑的変化の基礎過程を明らかにすると
いう意味では重要であるが、実際の脳では、
このような可塑性誘導刺激が一回だけ入る
のではなく、時々刻々特殊なパターンの刺激
が入り続けている。したがって、高次脳機能
をよりよく理解するためには、このような複
数の複雑なパターンの刺激により、シナプス
可塑性（あるいは、シナプス活性化の履歴）
が、同じシナプスで起こる次のシナプス可塑
性を次々に修飾していくという現象（メタ可
塑性：metaplasticity）を詳しく記述し、そ
の発現機構を明らかにする必要がある。 

 

２．研究の目的 

 

本研究計画では、５年間の研究期間の間に、
海馬の興奮性シナプスでのメタ可塑性の分
子機構の全容を明らかにすることを試みた。
具体的には、以下の点を順次、検討した。LTP

やLTDの誘導の引き金となるNMDA受容体
の修飾機構、特にチロシンリン酸化による受
容体チャネル機能の修飾を、電気生理学的、
生化学的、分子生物学的手法を用いて検討し
た。また、NMDA 受容体チロシンリン酸化
に異常のみられる遺伝子改変マウスを用い
て、細胞レベル、組織・ネットワークレベル
および個体レベルで、NMDA 受容体チロシ
ンリン酸化の生理的意義を検討した。さらに、
メタ可塑性に関与する可能性のある機能分
子の高次脳機能における役割を明らかにす
るために、それらの分子の遺伝子改変マウス
を用いて機能解析を進めた。 

 

３．研究の方法 

 
遺伝子改変マウスの作製については定法に
従い進めた。すでに作製されているものは共
同研究先や業者から供与を受けた。電気生理

学的解析については、正常マウスおよび遺伝
子改変マウスの海馬あるいは扁桃体スライ
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法によりシナプス応答
などを記録し解析した。個体レベルでの神経
行動学的解析では、研究内容により、海馬依
存性の高次脳機能に関連する行動テストや
扁桃体依存性の情動に関連する行動テスト
などを行った。より具体的な方法については、
以下の「研究成果」の欄に適宜記載した。 

 
４．研究成果 
 

（１）生理学的な M1 ムスカリン性アセチル
コリン受容体（mAChR）の活性化によるシ
ナプス可塑性の調節に関する研究：きわめて
低濃度のコリン作動性アゴニストであるカ
ルバコールがマウス海馬スライス標本の
CA1 領域における興奮性シナプス伝達の
LTP を増大させることを見出した。また、
M1 mAChR を欠損するノックアウトマウス
（M1KO）では、通常の LTP 自体は正常であ
るが、CCh による LTP の増大効果が完全に
消失していた。一方、上昇層を高頻度刺激す
るとそこを通過するコリン作動性の神経線
維が刺激され、錐体細胞がこの上昇層刺激に
より放出されるアセチルコリンにより興奮
性を増すことによって LTP が増大すること
を見出したが、この内在性のアセチルコリン
による LTP の増大効果も M1KO では消失し
ていた。したがって、コリン作動性神経終末
から生理的に放出されるアセチルコリンが、
M1 mAChR を介して海馬におけるシナプス
可塑性を動的に修飾していることが明らか
となった。 

 （２）発達期における海馬苔状線維の
GABA による興奮性増強作用に関する研
究：海馬苔状線維シナプスでは顕著な活動依
存的シナプス伝達増強が観察され、それにシ
ナプス前部のイオン透過型受容体が関与す
るとされていたが、その詳細は依然不明な点
が多かった。この研究では、マウス海馬スラ
イス標本において、苔状線維を２５Hz で５
回刺激すると、幼若マウスではシナプス伝達
の増大とともに、presynaptic fiber volley が
増大することを見出した。この増大は
GABAA 受容体アンタゴニストによりほぼ完
全に消失することから、シナプス前線維に存
在する GABAA 受容体の活性化により誘導さ
れることが明らかとなった。また、この増大
はエンケファリンで抑制性介在ニューロン
の活動を選択的に抑制したときにも有意に



減弱したことから、介在ニューロンから放出
される GABA により誘導されることも明ら
かとなった。膜電位感受性色素を用いたイメ
ージングの解析から、GABAA 受容体の活性
化により苔状線維が脱分極することによっ
て presynaptic fiber volley が増大すること
がわかった。このように、発達期の苔状線維
では、GABA が興奮性の作用を示してシナプ
ス伝達の増強を引き起こすことが明らかと
なった。 

 （３）海馬 CA1 領域における LTP 誘導の内
在性神経ペプチド・ノシセプチンによる抑制
機構に関する研究：マウス海馬スライス標本
において、ノシセプチン受容体のアンタゴニ
ストの投与により LTP が増大したことから、
内在性のノシセプチンが LTP を抑制してい
ることが示唆された。CA1 錐体細胞からホー
ルセル記録により膜電流を記録して、入力線
維に LTP 誘導の際に用いられるのと同じ高
頻度刺激を与えると、ノシセプチンにより活
性化された内向き整流性カリウムチャネル
を介すると考えられる電流が記録できた。ま
た、この電流は介在ニューロンの活動を選択
的に抑制するエンケファリンにより有意に
抑制されたことから、介在ニューロンよりノ
シセプチンが放出されることも明らかとな
った。したがって、内在性のノシセプチンが
シナプス活動依存的に放出され、海馬でのシ
ナプス可塑性を動的に調節していると結論
された。 

（４）プレキシンとセマフォリンの相互作用
による海馬苔状線維の走行経路決定機構に
関する研究：プレキシン A2、プレキシン A4

およびセマフォリン 6A の相互作用が海馬
CA3 領域の苔状線維の限局された経路の形
成に必須であることを見出した。成熟動物で
は、苔状線維は CA3 錐体細胞層の内側の最
も近傍の部位（透明層）を束となって進み
CA3 錐体細胞とシナプスを形成するが、この
ような局在をもたらす機構については、ほと
んどわかっていなかった。その分子機構を明
らかにするために、セマフォリンの受容体で
あるプレキシン A2、プレキシン A4 およびセ
マフォリン 6A を欠損する遺伝子改変マウス
の解析を行った。プレキシン A2 欠損マウス
では、透明層を走行する苔状線維の一部が錐
体細胞層内や錐体細胞層の外側を走行する
ことを見出した。しかし、これらの異常走行
を示す苔状線維は CA3 錐体細胞と正常なシ
ナプスを形成し、電気生理学的シナプス特性
には異常は観察されなかった。また、プレキ
シンA4欠損マウスでは苔状線維がCA3領域
全体に広がって分布することが明らかとな
った。一方、プレキシン A2 欠損マウスでみ
られた走行異常は、セマフォリン 6A の欠損
により回復した。これらの結果から、プレキ
シン A4 を発現する苔状線維はセマフォリン

6A を発現する CA3 領域から排除されるが、
CA3 透明層では、そこに発現するプレキシン
A2によりセマフォリン6Aの反発活性が弱め
られているため、苔状線維は選択的に透明層
にのみ進入できると考えられた。 

（５）扁桃体および海馬における NMDA 受
容体 GluN2B サブユニットのシナプス伝達
における役割に関する研究：視床から扁桃体
外側核に入力する興奮性シナプス応答の基
本特性を解明するために、これまでに詳しく
検討されている海馬 CA1 領域での興奮性シ
ナプス応答と比較しながら、成体マウスの扁
桃体外側核での NMDA 受容体シナプス応答
とシナプス可塑性を電気生理学的に検討し
た。扁桃体と海馬のいずれにおいても、
NMDA 受容体シナプス応答に GluN2B サブ
ユニット依存性成分が存在し、その割合は扁
桃体のほうが大きいことがわかった。また、
LTP の誘導にも GluN2B サブユニットが関
与していることも明らかとなった。したがっ
て、これまで考えられていた、GluN2B サブ
ユニットは成体動物ではシナプスに存在し
ないという仮説に反し、成体動物のシナプス
においても GluN2B サブユニットが機能し
ていることが明らかとなった。 

（６）シナプス後細胞の反復する活動電位に
より誘導される非ヘブ型 LTP の誘導・発現機
構に関する研究：マウス海馬スライス標本に
おいて、CA1 領域の錐体細胞からホールセル
パッチクランプ記録法により AMPA 受容体
によって媒介される興奮性シナプス電流を
記録した。NMDA 受容体阻害薬の存在下で、
シナプス後細胞に脱分極パルスを繰り返し
与えるとシナプス応答が長期的に増強した。
この LTP は L 型カルシウムチャネルのブロ
ッカーにより抑制され、CaMKII の阻害薬に
より減弱した。また、微小興奮性シナプス後
電流（mEPSC）も、電気刺激により誘発さ
れる EPSC と同程度の増大を示したことか
ら、この LTP は入力非特異的にシナプス後細
胞のほとんどのシナプスで誘導されること
も明らかとなった。さらに、電流固定下で活
動電位を繰り返し発生させても同様の LTP

を誘導することができた。したがって、シナ
プス後細胞で繰り返し活動電位が発生する
と、NMDA 受容体非依存性で L 型カルシウ
ムチャネル依存性の非ヘブ型の LTP が誘導
されることが明らかとなった。 

（７）海馬 CA1 領域の LTP の誘導・発現に
おけるシナプス後細胞の CaMKII の酵素活
性の必要性に関する研究：CaMKIIの ATP

結合部位に点変異を導入することによりリ
ン酸化能が欠失した CaMKIIを発現するノ
ックインマウスを作製し、その機能解析を進
めた。野生型マウスと変異型マウスから海馬
スライス標本を作製し、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。基本的なシナプス伝達特性には
異常がまったくみられず、NMDA 受容体シ
ナプス応答についても遺伝子型間で有意な
差はみられなかった。それに対し、変異型マ
ウスでは入力線維を高頻度刺激して誘導さ
れる LTP がほぼ消失していた。また、この変
異型マウスでは受動的回避学習が顕著に障
害されていることも明らかとなり、CaMKII

が有する多くの機能のうち、酵素活性自体が
シナプス可塑性と記憶・学習に重要な役割を
果たすことが明らかとなった。 
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