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研究成果の概要（和文）：シナプス伝達は脳機能の根幹である。本研究ではシナプス伝達効率を制御する分子機
構を解明するために、神経伝達物質放出に必須の分子であるMunc13-1と電位依存性カルシウムチャネルのシナプ
ス内配置および分子間位置関係をナノメートルスケールで解析した。免疫組織化学染色法を最適化することによ
って、Munc13-1と電位依存性カルシウムチャネルを効率の良く標識する手法を確立した。また、超解像蛍光顕微
鏡による多色の高精細分子局在測定法と組み合わせることで、海馬および小脳の数千ものシナプスにおける
Munc13-1とカルシウムチャネルの分子局在定量解析を実現した。

研究成果の概要（英文）：Synaptic transmission is fundamental to the brain function. It is important 
to quantify the distribution of presynaptic proteins essential for neurotransmitter release, such as
 Munc13-1 and voltage-gated calcium channels, at synapses to understand the molecular mechanisms 
that regulate the efficacy of synaptic transmission. In this study, we established an efficient 
immunohistochemical method for labeling Munc13-1 and voltage-gated calcium channels at synapses in 
the brain sections. We successfully quantified the nanoscale spatial distribution and the 
inter-molecular spatial relation of Munc13-1 and voltage-gated calcium channels at thousands of 
synapses in the hippocampus and cerebellum by combining the established immunohistochemical method 
with multi-color super-resolution fluorescence imaging techniques.

研究分野： 神経科学

キーワード： シナプス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、脳を構築する神経細胞間のコミュニケーションを担うシナプスに焦点を当てて研究を行った。シナ
プス伝達は脳機能の根幹であるが、その分子メカニズムは不明な点が多い。最先端の超解像顕微鏡技術と独自の
分子標識技術を組み合わせることで、神経伝達物質放出に必須の分子群の局在配置を、膨大な数のシナプスにお
いて定量する手法を構築することができた。今回の成果によって、シナプス分子の配置によってどのようにして
シナプス伝達効率が決定されるのかという神経科学における重要な問いに答えることができた。また、この成果
は脳の機能を分子の観点から理解する上で大きな意味を持つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 シナプス伝達は脳における情報処理の
素過程である。シナプス前終末に到達した
活動電位は電位依存性の Ca2+チャネルを
開き、Ca2+依存的なシナプス小胞の開口放
出を引き起こす。その結果、シナプス小胞
に含まれていた神経伝達物質がシナプス
間隙へと放出され、シナプス後細胞の受容
体を活性化し、シナプス伝達が成立する
（図 1）。これら一連の過程はミリ秒オー
ダーで起こる非常に速い生理現象であり、
シナプス前終末にはシナプス小胞を決ま
ったタイミングで素早く開口放出させる
ための特殊な放出装置が存在しているはずである （Neher et al., Neuron, 2008）。現在までに
遺伝子ノックアウト動物を用いた研究等によって、シナプス小胞の開口放出に関与する分子が
多数同定されており（Jahn et al., Nature, 2012）、Ca2+センサーの synaptotagmin、膜融合を
担う SNARE タンパク質、電位依存性の Ca2+チャネル、そしてシナプス小胞の放出部位を定める
Munc13 などの分子群がシナプス小胞の開口放出に必須であることが分かってきた。素早い開口
放出を実現するためには、Ca2+チャネルがシナプス小胞放出部位の近傍に配置される必要がある
と考えられているが、実際に Ca2+チャネルがシナプス小胞放出部位の周辺でどのような空間配置
をとっているのか不明であった。 
 Ca2+チャネルの空間配置様式の解明は、神経伝達物質の放出確率を理解する上において特に重
要である。たとえ同じ神経細胞の樹状突起上に形成されるシナプスであっても、放出確率は一定
ではない。また、同一の軸索が形成するシナプスでも標的の神経細胞が異なれば、放出確率は異
なる。このようなシナプス間の放出確率の違いを説明する一つの仮説として、「シナプス小胞放
出部位と Ca2+チャネルの距離がシナプス毎に異なる」という説がある（Eggermann et al., Nat. 
Rev. Neurosci, 2012）。シナプス小胞放出部位と Ca2+チャネルの距離が近ければ放出確率は高
く、遠ければ放出確率は低いということである。しかしながら、シナプス小胞放出部位と Ca2+チ
ャネルを可視化する方法がなかったため、この仮説を直接検証することはできなかった。研究代
表者はこれまでの研究で Munc13-1 の超分子集合体がシナプス小胞放出部位の分子実体であるこ
とを明らかにしており（Sakamoto et al., Nat. Neurosci, 2018）、Munc13-1 をシナプス小胞放
出部位のマーカーとすることで、Ca2+チャネルとシナプス小胞放出部位の位置関係を明らかにす
ることが可能であると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、シナプス小胞の放出位置を定める分子である Munc13-1 とシナプス小胞の放
出効率を定める分子である Ca2+チャネルのシナプス内空間配置及び両分子間の位置関係をナノ
メートルスケールで可視化解析することにより、シナプス小胞放出部位の周辺で Ca2+チャネルが
どのように配置されているのかを明らかにすることである。超解像顕微鏡技術を駆使して、
Munc13-1 と Ca2+チャネルの空間配置を定量することによってこの目的を達成する。さらに、
Munc13-1 と Ca2+チャネル間の距離の違いによってシナプス間の放出確率の違いを説明できるの
かを検証する。 
 
 
３．研究の方法 
 凍結ミクロトームを用いて、厚さ 10μm 以下の海馬もしくは小脳を含む脳組織切片（マウスお
よびラット由来）を作製して、蛍光免疫組織化学染色法にて Munc13-1 と Ca2+チャネルを共染色
し、超解像顕微鏡（STORM および STED）による多色分子局在計測を行うことで、Munc13-1 が構
成するシナプス小胞放出部位と Ca2+チャネルの分布をナノメートルスケールで明らかにした。こ
の計測を海馬の二種類のグルタミン酸作動性シナプス（シャッファー側枝シナプス、苔状線維シ
ナプス）および小脳の二種類のグルタミン酸作動性シナプス（平行繊維シナプス、登上線維シナ
プス）で行うことによって、中枢神経系シナプスで普遍的にみられる Ca2+チャネルと Munc13-1
の分布特性を明らかにすることを目指した。また、神経伝達物質の放出確率の異なるこれらのシ
ナプス間で、シナプス小胞放出部位と Ca2+チャネル間の距離・分布様式が異なるのかを検証した。 
 
 
４．研究成果 
 本研究では、蛍光免疫組織化学染色法を改良・最適化することによって、Munc13-1 と Ca2+チャ



ネル（Cav2.1 および Cav2.2 サブユニット）の脳組織切片における非常に効率の良い標識法を確
立した。また、分子標識した脳組織切片を用いた超解像蛍光顕微鏡（STORM および STED）による
多色の高精細分子局在測定法を確立し、脳組織切片中の数千のシナプスにおけるMunc13-1とCa2+

チャネルの分子局在定量解析を実現した。以下に具体的な研究成果を示す。 
 
(1) 脳組織切片における蛍光免疫組織化学染色 
 分子の超解像顕微鏡測定を行うためには、蛍光免
疫組織化学染色が有効である。一般的に、脳組織切
片におけるシナプス分子の染色は難しいとされてい
るが、脳組織切片の作製法および蛍光免疫染色法を
改良することで、Munc13-1 および Ca2+チャネル
（Cav2.1 および Cav2.2）の定量性を伴った染色結果
を得ることに成功した（図 2）。さらに、最適化した
蛍光免疫組織化学染色法は、シナプス前終末で
Munc13-1 および Ca2+チャネルと相互作用する分子群
（RIM, CAST, RIM-BP, Piccolo, Bassoon など）の
標識にも適用できることが分かっており、この手法
の汎用性の高さ・分子標識の効率の良さを証明して
いる。また、VGLUT1・VGLUT2・VGAT などのプレシナ
プスマーカーに加えて、PSD95・GluD2・Gephyrin な
どのポストシナプスマーカーの同時標識にも成功しており、シナプスタイプ特異的な Munc13-1
および Ca2+チャネルの局在解析を行う基盤を整えることができた。 
 
(2) 超解像顕微鏡測定・画像解析 
 Munc13-1 と Ca2+チャネルの同時標識を行った脳組
織切片標本を用いて多色の超解像顕微鏡測定（STORM
および STED）を行い、Ca2+チャネルと Munc13-1 の位
置関係を調べた。STORM を用いた計測では、最大三色
の超解像同時観察が可能であり、同一シナプス内で
の Munc13-1、Cav2.1、および Cav2.2 の局在解析が可
能となった（図 3）。一方、STED 顕微鏡を用いた計測
では、超解像モードで同時観察可能な分子は二色ま
でに限定されるが、STORM に比べて広範な領域を素早
く計測できる利点があるため、一度の実験で数百～
数千に及ぶシナプスにおけるMunc13-1と Ca2+チャネ
ルの定量が可能となった。また、計測した STED デー
タを独自のアルゴリズムで解析することで、従来の
解析法では処理できないほど膨大な数のシナプスにおけるナノメートルスケールの分子局在・
発現量を定量することに成功した（図 4）。 
 海馬のシャッファー側枝シナプス及び苔状線維シナプス
は共に VGLUT1 陽性であり、海馬内の位置及びその形態に
特徴を持っている。また、両シナプス共にポストシナプス
側にPSD95を発現する。従って、これらのシナプスはVGLUT1
および PSD95 の染色とその位置・形態からシナプスタイプ
を同定した。小脳の平行繊維シナプス及び登上線維シナプ
スはそれぞれ特異的なマーカーである GluD2 及び VGLUT2
染色からシナプスタイプを同定した。 
 効率の良い分子標識技術とスループットの高い解析技術
を構築できたおかげで、当初計画していた 4種類のグルタ
ミン酸作動性シナプス（海馬シャッファー側枝シナプス、
海馬苔状線維シナプス、小脳平行繊維シナプス、および小
脳登上線維シナプス）に加えて、さらに 2種類のグルタミ
ン酸作動性シナプス（海馬貫通線維シナプスおよび連合・
交連線維シナプス）と 2種類の GABA 作動性シナプスの計 8種類のシナプスにおける Munc13-1 と
Ca2+チャネルの計測を実施することができた。また、RIM, CAST, RIM-BP についても同様に発現・
局在解析を行うことができた。これらの超解像蛍光顕微鏡計測の解析結果から、中枢神経系シナ
プスのシナプス小胞放出部位周辺で普遍的にみられる Ca2+チャネルの分布特性とシナプスタイ
プ特異的な分布特性を明らかにすることができた。今回の成果によって、プレシナプス分子の配
置によってどのようにしてシナプス伝達効率が決定されるのかという神経科学における重要な
問いに答えることができる。また、今回の成果は脳の機能を分子の観点から理解する上で大きな
意味を持つ。 
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