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研究成果の概要（和文）： 

神経細胞間で情報伝達を行うシナプスの細胞膜をガラス面上に形成させ、そこでの受容体分子

動態を全反射蛍光顕微鏡により高分解能で観察することに成功した。そして、記憶の基盤現象

である神経活動依存性のシナプス伝達効率増強が起こる際のグルタミン酸受容体動態を記録・

解析して、異なるサブタイプの受容体が別の経路でシナプスの情報受容部位に集積することを

明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Information transmission between neurons takes place at synapses. Here, we have 
succeeded to form postsynaptic membrane directly on the glass and to observe the 
movement of receptor molecules with high spatial and temporal resolution using total 
internal reflection fluorescent microscopy. We have demonstrated that different 
subtypes of glutamate receptor accumulate at the postsynaptic membrane through 
distinct routes during long-term potentiation, which is the neuronal activity dependent 
enhancement of synaptic transmission and has been regarded as a basis of learning 
and memory.  
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１．研究開始当初の背景 

神経細胞間では、シナプス前終末からはグル
タミン酸等の神経伝達物質が開口放出され、
それがシナプス後部の受容体と結合するこ

とで、情報伝達が行われる。この情報伝達の
効率は神経活動依存的に変化し、そうしたシ
ナプス可塑性は学習・記憶の基盤現象と位置
づけられている。シナプス可塑性発現に際し
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ては、シナプス後部の受容体数の増減・シナ
プス前部からの伝達物質放出確率の変化等
が起こるが、その詳細は明らかになっていな
い。シナプス機能および可塑性の分子メカニ
ズムを理解するためには、シナプス前部およ
び後部でのタンパク質分子の挙動に関する
情報が重要である。近年、シナプス前膜上に
存在するタンパク質であるニューレキシン
がシナプス後膜上のニューロリジンとの結
合を介してシナプスを形成し  (Craig & 

Kang, 2007, Curr Opin Neurobiol)、さらに
ニューレキシンでコートしたビーズがシナ
プス後部形成を引き起こせることが報告さ
れた（Graf et al., 2004, Cell）。こうした結果
は、人口物に付着させたニューレキシンがシ
ナプス後部構造形成を誘導できることを示
している。私はこれらの論文を読み、カバー
ガラスをコートしたニューレキシンが、シナ
プス後部構造をガラスに面して形成するの
を誘導できるのではないかと考えた。それが
できれば、全反射蛍光顕微鏡を使用すること
により、高解像度、高シグナル・ノイズ比で
シナプス後膜上の受容体等の挙動を１分子
レベルで観察することが、可能になると考え
た（Trache & Meininger, 2008, Curr Protoc 

Microbiol）。 

 

 

２．研究の目的 

ガラス面上に哺乳類中枢神経細胞のシナプ
ス後膜またはシナプス前膜を直接形成させ
る。そして、蛍光標識したシナプス関連タン
パク質を神経細胞で発現させ、それらのシナ
プス膜内外での挙動を、全反射蛍光顕微鏡を
用いて、高シグナル・ノイズ比および高時空
間分解能で記録・解析できる実験系を確立す
る。そして、学習・記憶の基盤となっている、
神経細胞活動依存的なシナプスにおける持
続的伝達効率変化である可塑性に際して、受
容体分子等がガラス面上に形成したシナプ
ス膜内外で、どのように変化するのか、また
それがどのようなメカニズムによるのかを、
明らかにする。以上が、本研究の目的であっ
た。 

 

 

３．研究の方法 

ガラス面をアビジン・ビオチン結合および抗
原・抗体反応を利用して、ニューレキシンで
コートし、その上にラット海馬の神経細胞を
培養した（図１）。また、神経細胞に中性 pH
で緑色蛍光を発する SEPタンパク質を融合し
た AMPA型グルタミン酸受容体サブユニット
を発現させた。SEP は細胞内小胞では、低 pH
のために蛍光を発せず、受容体が細胞膜上に
あるときに限って蛍光を発する。またシナプ
ス後膜領域は、PSD95分子に赤色の RFP蛍光

タンパク質を融合した分子の局在により同
定し、SEP蛍光を全反射蛍光顕微鏡で観察し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ ガラス面上のシナプス後膜 
 
培養海馬神経細胞に長期増強を引き起こせ
る電場刺激を与え、シナプス後膜内外での
AMPA受容体の増減を、全反射蛍光顕微鏡を用
いて記録・解析した。全反射顕微鏡を用いる
ことにより、ガラス面直上の蛍光のみを観察
することが可能となり（図２）、蛍光標識し
た AMPA 受容体を高シグナル・ノイズ比で観
察できた。また、蛍光の持続的観察により、
AMPA 受容体の細胞内から細胞膜へのエキソ
サイトーシスと細胞膜上の側方移動も記録
した。さらに、ガラス面をシナプス後部に局
在するタンパク質であるニューロリジンで
コートして、その上に海馬神経細胞を培養し
て、シナプス前膜をガラス面上に形成させる
ことも試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 全反射顕微鏡によるガラス直上の蛍
光の観察。黄色（左図）またはオレンジ色（右
図）は励起光を示す。全反射蛍光観察では、
励起光はガラス面の直上にしか届かない。 
 
 
４．研究成果 
ガラス面上に海馬神経細胞のシナプス後膜
を形成でき、その内外において SEP で蛍光標
識した AMPA 受容体サブユニット GluA1, 
GluA2, GluA3を全反射蛍光顕微鏡によって観

 

 



察できた。そして、電場刺激を加えて、
GluA1-3 の蛍光輝度変化を記録した。その結
果、GluA1-GluA3 が異なるタイミングでシナ
プス後膜において増加することが分かった
（図３）。GluA1,GluA2,GluA3 の順番で増加し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３電場刺激による GluA2のシナプス後膜で
の増加 
 
次に、連続して全反射蛍光像を記録する実験
を行い、GluA1-3 の細胞内から細胞膜へのエ
キソサイトーシス（図 4A）および細胞膜上で
の側方移動（図 4B）を記録・解析した。その
結果、GluA1 のみがシナプス後膜近傍に、電
場刺激直後にエキソサイトーシスされるこ
とがわかった。一方、GluA2,GluA3 のエキソ
サイトーシスは、シナプス後膜以外でのみ観
察された。また、GluA2 のエキソサイトーシ
ス頻度は電場刺激の数分後に増加し、GluA3
のエキソサイトーシス頻度は電場刺激 20 分
以後に増加した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ GluA1 のシナプス後膜近傍へのエキソ
サイトーシス(A)と GluA2 のシナプス後膜へ
の側方移動(B) 
 
さらに、GluA1と GluA2、または GluA2と GluA3
を共発現して電場刺激を加えて、その後のエ
キソサイトーシス頻度を計測する実験も行
った。こうした実験により得られた結果から、
海馬長期増強に際しては、以下のような AMPA

型グルタミン酸受容体の変化が起こると推
定した（図５） 
長期増強発現誘導直後に、まず GluA1 のホモ
４量体の AMPA 受容体のシナプス後膜近傍へ
のエキソソサイトーシスが起こる。その後、
GluA1と GluA2のヘテロ４量体型 AMPA受容体
がシナプス後膜外へエキソサイトーシスさ
れ、それが細胞膜上を側方移動して、シナプ
ス後膜に集積する。さらに刺激後 20 分くら
いしてから、GluA2 と GluA3 からなるヘテロ
４量体型 AMPA 受容体がシナプス後膜外へエ
キソサイトーシスされ、側方移動によりシナ
プス後膜に集積する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 長期増強発現時の各サブタイプの
AMPA受容体の動態 
 
以上説明してきたように、今回の研究により、
シナプス後膜をガラス面上に直接形成させ
ることに成功し、その内外で蛍光標識した３
種類の AMPA 型グルタミン酸受容体サブユニ
ットの挙動を記録することができた。そして、
長期増強誘導刺激により引き起こされる、各
サブタイプの AMPA 受容体サブユニットの増
減と、エキソサイトーシスおよび側方移動を
解析した。その結果、異なるサブユニット構
成の AMPA 受容体が、長期増強発現に際して
異なるタイミングで別の場所でエキソサイ
トーシスされ、シナプス後膜に集積すること
が判明した。 
また、ガラス面をニューロリジンでコートし
て、その上に海馬神経細胞を培養し、シナプ
ス前終末をガラス面上に形成させる実験も
行った。ニューロリジンコートには成功して
いるが、シナプス前終末のガラス面上での形
成は確認できていない。 
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