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研究成果の概要（和文）：脳由来神経栄養因子(BDNF)は脳内で分泌され、神経細胞の新生や生存、

発達や可塑性に影響を与える重要なタンパク質であるが、その分泌機構については殆ど明らか

にされていない。近年 BDNFの分泌を制御するタンパク質として、自閉症関連因子として同定さ

れている CAPS2 が発見された。本研究において BDNFの分泌をタイムラプスイメージングにより

検証した結果、CAPS2が BDNF の分泌を速度論的に加速していること、BDNFの 1回の分泌量を増

加させる事を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Brain derived neurotrophic factor (BDNF) plays critical role in neurogenesis, 
neuronal survival and development and in synaptic development and plasticity. However, the mechanism 
of the BDNF secretion is largely unknown. Recently, Ca2+ dependent activator protein for secretion 2 
(CAPS2) has been discovered as a protein which regulates BDNF secretion. In the present study, we 
demonstrated that CAPS2 not only accelerates BDNF secretion kinetics but also increases BDNF 
quantal release by using time-lapse BDNF secretion imaging technique. In addition, CAPS2 regulated 
BDNF secretion plays a critical role in development of GABAergic interneuron network. The 
GABAergic interneuron impairments affect synaptic plasticity and anxiety-like behavior. 
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１．研究開始当初の背景 
 脳由来神経栄養因子(BDNF)は脳内で分泌
され、神経細胞の新生や生存、発達や可塑性
に影響を与える重要なタンパク質であるが、
その分泌機構については殆ど明らかにされ
ていなかった。当時 BDNF の分泌を制御する
タンパク質として、自閉症関連因子として同
定されている CAPS2が申請者の研究室におい

て発見されていたが、CAPS2 がどのように
BDNFの分泌を制御しているか、そのメカニズ
ムは明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 

BDNF は脳機能の発達、維持に重要な分
子であり、アルツハイマー病やパーキンソン
病など、様々な疾患に関与している可能性が
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示唆されているにもかかわらず、BDNF の
分泌制御機構は未だ不明な点が多い。
CAPS2 は近年申請者の所属する研究チーム
（以下当研究チーム）においてクローニング
され、自閉症に関連する有力な候補遺伝子と
して同定された、分泌小胞会合タンパク質遺
伝子である。CAPS2 は、BDNF 含有小胞に
細胞質側から会合してその分泌に関わって
いる可能性が示唆されており、CAPS2タンパ
ク質の生理機能解析は BDNF の分泌制御機構
の解明に重要な役割を果たす。当研究チーム
で作成された CAPS2 ノックアウト(KO)マウ
スは自閉症様行動のみならず海馬依存性記
憶学習能力の低下を示しており、海馬の機能
に何らかの影響を与えていることが示唆さ
れていることから、本研究では海馬を材料と
し、電気生理学的、組織学的、行動学的手法
により CAPS2 が海馬のシナプス可塑性やシ
ナプス形成、発達に与える影響を調べること
で、CAPS2の生理機能を明らかにすることを
目的とする。CAPS2 の生理機能を明らかにす
ることは、BDNF の分泌メカニズムの解明
といった基礎学術的な意義のみならず、様々
な神経疾患の原因解明や治療法の開発に寄
与する可能性も高く、関連分野に与える影響
は大きい。 
 
 
３．研究の方法 
 CAPS2の生理機能を明らかにするために、
CAPS2 KOマウスを用いた海馬急性切片の電気
生理学的手法による解析を行う。まずはフィ
ールド記録によるシナプス伝達及び可塑性
の基礎的なデータの取得、およびパッチクラ
ンプを用いた mEPSC測定を行う。また CAPS2
はプレシナプス分泌顆粒に共役しているた
め、対パルス促通(PPF)の測定を行い、シナ
プス小胞の分泌能力の違いを検討する。また
BDNFの分泌を、イメージングを用いた定量解
析により明らかにする。さらに KOマウスで
LTP導入時に BDNFを投与し、レスキューする
ことが可能かを検証する。さらに CAPS2欠損
による細胞形態の異常を解析する為に、免疫
組織化学的手法による種々シナプス関連タ
ンパク質の分布の定量的解析を行う。また、
興奮性細胞、抑制性細胞それぞれを YFPや GFP
でラベルした CAPS2 KOマウス交配種を作成
し、それぞれの細胞形態への影響を調べる。
CAPS2 KO マウスの海馬依存的行動実験（バー
ンズ迷路、８肢放射状迷路、Y迷路、恐怖条
件付け）を行い、CAPS2が海馬依存的な記憶
学習能力に与える影響を総合的に検討する。
また、免疫組織化学的手法により種々のシナ
プス関連タンパク質を染色してその分布を
観察する。これらの結果により CAPS2と BDNF
が海馬シナプス可塑性と発達、海馬依存的記
憶学習にどのような影響を持ち、細胞レベル

の生理機能と行動双方がどのように関連す
るかを検証する。 
４．研究成果 
 マウス海馬培養細胞において、CAPS2 及び
BDNF の細胞内分布を免疫組織化学によって
検証したところ、CAPS2 のおよそ 30%は BDNF
と共局在することが明らかとなった。また、
CAPS2と共局在する BDNFのうちおよそ 18%が
シナプス部位に、その他はシナプス外部位に
存在する事が明らかとなった。これによって、
少なくとも静止状態では CAPS2 は BDNF 含有
小胞をシナプス外部において制御している
ことが示唆された（図 1）。 
 
 
 
 
図 1 プレシナプスマーカーである Bassoon
と、BDNF および CAPS2 の分布 
 
 CAPS2の BDNF分泌制御をイメージングによ
って解析する目的で、CAP2ノックアウト(KO)
マウスの海馬培養細胞に、BDNF に pH 感受性
緑色蛍光タンパク質(pHluorin)を結合した
ものを発現させ、BDNF-pHluorin が分泌した
瞬間に蛍光を発し、これを撮影することがで
きる、BDNF分泌のイメージングアッセイ系を
確立した。BDNF-pHluorin と共に CAPS2 に赤
色蛍光タンパク質 tdTomato を融合した
CAPS2-tdTomato を共発現したもの(CASP2+)
と BDNF-pHluorinのみ発現したもの(CAPS2-)
のそれぞれにおいて 50mM KCl 刺激による
BDNF-pHluorin の分泌を観察したところ、単
位領域あたりの BDNF-pHluorin 分泌数、
BDNF-pHluorin の分泌速度、および分泌数の
ピーク時間の全てにおいて、CAPS2 の存在が
BDNF-pHluorin の分泌を促進するという結果
が得られた（図 2）。 
  

図 2 
A)BDNF-pHuorin と CAPS2-tdTomato の局在 
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B)BDNF-pHluorinの 50mM KCl刺激後のタイム
ラプスイメージング  C)領域あたりの
BDNF-pHluorinの出現数 D)BDNF-pHluorin分
泌の累積度数分布 E)BDNF-pHluorin 分泌の
ヒストグラム 
 
 また、分泌された BDNF-pHluorinの蛍光強
度及び出現時間を比較すると、CAPS2+細胞に
おいて有為に蛍光強度が増強している事、及
びその出現時間が有為に促進していること
がわかった（図 3） 
 

 
図 3 A)KCl 刺激による BDNF-pHluorin 分泌
のタイムラプスイメージングの代表例 
B)BDNF-pHluorin 分泌の 1 輝点の蛍光強度の
サンプルトレース C)BDNF-pHluorin 分泌の
蛍光強度の平均値 
 
 CAPS2が BDNFの分泌を制御しているという
ことは、CAPS2 KO マウスにおいて、BDNF の
分泌が障害されていることによる生理学的
な影響が観察されるはずである。これまで
BDNF は興奮性ニューロン及び抑制性ニュー
ロンの両方の生存、発達、可塑性に影響を与
えることが報告されている。そこでまず、全
ての抑制性ニューロンが蛍光タンパク質で
ラベルされているノックインマウスである
GAD67-GFPマウスを CAPS2 heterozygoteマウ
スと交配し、CAPS2 野生型/GFP(+/-)と CAPS2 
KO/GFP(+/-)を作成して抑制性ニューロンの
数を比較したところ、生後 28 日齢の CA1 及

び DG 領域において、抑制性ニューロンの数
が有為に減少していることが観察された。ま
た、この減少は生後 8週齢では見られなくな
っていた（図 4） 
 

図 4 A)P28,8wにおける GFPでラベルされた
抑制性インターニューロンの代表例 B)各
ステージにおける抑制性ニューロンの数の
比較 
 
 次に興奮性ニューロン及び抑制性ニュー
ロンのシナプスの数を検討するために、それ
ぞれのシナプスマーカータンパク質である
vGluT1 及び vGAT で海馬の免疫組織化学を行
い、それぞれのシナプスの数を比較したとこ
ろ、興奮性シナプス(vGluT1)の数には変化が
ないものの、抑制性シナプス(vGAT)の数が生
後 28 日齢、8 週齢ともに CAPS2 KO マウスに
おいて減少していた（図 5）。 



 

 

図 5 A)P28, 8w における興奮性シナプス
(vGluT1)及び抑制性シナプス(vGAT)の代表
例 B)興奮性及び抑制性シナプス数の統計
値 
 
 さらに、興奮性、および抑制性シナプスを
電子顕微鏡によって詳細に観察したところ、
興奮性シナプス小胞については野生型及び
CAPS2 KOマウスの双方に顕著な変化は見られ
なかったものの、抑制性シナプスについては、
CAPS2 KOマウスにおいて抑制性シナプス小胞
数の有為な減少、及び、抑制性シナプス小胞
の分布面積の有為な低下が観察された（図 6）。 
 

図 6 A)8wにおける興奮性シナプスのシナプ
ス小胞数と B)シナプス小胞分布面積 C)抑制
性シナプスの代表写真 D)8w における抑制性
シナプスのシナプス小胞数と E)シナプス小
胞分布面積 
 
 CAPS2 KOマウスにおいて、抑制性ニューロ

ンの数やシナプスの形態に異常が起きてい
ることが認められたため、そのシナプス機能
を調べる事を目的として、電気生理学的実験
を行った（図 7） 
 

図 7 A)海馬急性スライス切片における微小
抑制性シナプス後電流(mIPSC)の代表例 B)
生後 2-3wおよび C)6-8wの mIPSCの累積度数
分布（左）と平均振幅（右） D)θ刺激(TBS)
による長期増強(LTP)導入実験 E)GABAaR の
アンタゴニスト存在下における TBS-LTP 
 
 予想された通り、CAPS2 KO マウスでは微小
抑制性シナプス後電流(mIPSC)の頻度及び振
幅が有為に低下していた。これは幼弱期から



 

 

アダルトにおいても観察されており、CAPS2 
KO マウスでは生後長期にわたって抑制性ニ
ューロンの機能障害が起こっていると考え
られる。またシナプス可塑性においてはθ刺
激依存的な LTP の後期相が CAPS2 KO マウス
において有為に低下していた。さらにこれは
抑制性入力を阻害するピクロトキシン(PTX)
存在下で見られなくなることから、この
TBS-LTP の低下は抑制性入力の障害によるも
のだと結論される。 
 
 最後に CAPS2 の行動解析を行ったところ、
多くの行動解析実験（Open field with novel 
object, Elevated plus maze, novelty 
suppressed feeding, 8-arm radial maze, 
Y-maze）において、不安傾向が強い事が示唆
された。海馬におけるインターニューロンの
活動や BDNF の分泌、発現レベルが不安行動
に影響するという報告が多数報告されてい
るため、この行動解析の結果は CAPS2が欠損
していることによる BDNF の分泌異常によっ
て引き起こされていると考えられる。 
 
 以上のように、海馬において CAPS2は BDNF
の分泌を促進する機能を有しており、この
CAPS2に制御される BDNF分泌は抑制性ニュー
ロンの発達や機能に影響を与える事が示唆
された。また、このインターニューロンの機
能異常は、CAPS2 KO マウスの行動パターンに
不安傾向を引き起こす可能性が示唆された。 
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