
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年５月１６日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
神経細胞が次の神経細胞に情報を伝えるシナプス伝達の主たる過程は、神経伝達物質の放出に
より行われている。従って、神経伝達物質の放出の過程を解明していくことは、シナプスの可
塑性ひいては記憶形成の過程を理解する上で重要である。これまで、私共は、神経伝達物質の
放出に SNARE 系の活性制御タンパク質であるトモシンが抑制的に働くことを明らかにしている。
本研究により、トモシンが Ca2+センサータンパク質シナプトタグミンと結合することにより，
神経伝達物質の放出を抑制することを明らかにした。トモシン―シナプトタグミン複合体が新
規素過程クロージングを形成することにより、神経伝達物質の連続した放出を制御しているこ
とを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The main process in synaptic transmission is neurotransmitter release. It is important to elucidate the 
processes of neurotransmitter release for understanding synaptic plasticity and memory formation. So far, 
we have revealed that a SNARE regulator protein named tomosyn negatively regulates neurotransmitter 
release. In this study, we showed that tomosyn directly binds to Ca2+ sensor protein named 
synaptotagmin-1 in a Ca2+-dependent manner. Tomosyn negatively regulates synaptotagmin-1-mediated 
step of Ca2+-dependent neurotransmitter release. Tomosyn-synaptotagmin1 complex forms a novel 
process named closing and regulates continuous neurotransmitter release. 
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１．研究開始当初の背景 
神経伝達物質を含んだシナプス小胞は、シナ
プス前膜に運ばれる（ターゲッティング）。

シナプス小胞は，アクティブゾーンにおいて、
シナプス前膜にドッキングした状態になり、
さらに Ca2+濃度の上昇に応答できる状態に成
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熟する（プライミング）。局所的に上昇した
Ca2+濃度に依存して、シナプス前膜とシナプ
ス小胞の融合が起こり、シナプス小胞内の神
経伝達物質が放出される（下図）。 

 これまで、神経伝達物質放出機構における
３つの素過程（ターゲッティング、ドッキン
グ、プライミング）を構成する分子が多数単
離され、構成要素は明らかになりつつあるが、
それぞれの素過程の膜構造やその形成機構
はほとんど解明されていない。Soluble 
N-ethylmaleimide-sensitive fusion 
protein attachment protein（SNAP）receptor
（SNARE）系の活性制御タンパク質トモシン
は、シンタキシン−１に結合するタンパク質
として私共が単離、同定したタンパク質であ
り、N末側領域に１４個の WD40 リピート配列
からなる２つのβ−プロペラ、その後に Tail
領域と呼ばれる保存された領域、C 末側領域
に VAMP2 と似た SNARE モチーフ様の領域を有
する(Fujita et al. Neuron 1998)。トモシ
ンの C 末端 VAMP 様領域はシンタキシン-1、
SNAP-25 と結合し、SNARE 複合体に似た構造
の複合体（トモシン複合体）を形成する。ト
モシンは、トモシン複合体を形成することに
より SNARE 複合体の形成を阻害する。トモシ
ンの活性調節は、ROCK によるシンタキシンの
リン酸化によりトモシン複合体形成が促進
さ れ (Sakisaka et al. Journal of Cell 
Biology 2004)、逆に PKA によるトモシンの
リン酸化によりトモシン複合体形成が抑制
されることを明らかにしていた (Baba et al. 
Journal of Cell Biology 2005)。トモシン
ノックアウトマウスを世界に先駆けて作製
し、トモシンノックアウトマウスでは、神
経伝達物質の放出量が顕著に増加していた
(Sakisaka et al. Journal of Cell Biology 
2008)。トモシンが神経伝達物質の放出を強
力に抑制するタンパク質であることを確立
した。世界で最初の神経伝達物質の放出を
抑制するタンパク質となった。 
 
２．研究の目的 
トモシンは C 末端 VAMP 様領域を介してシナ
プス前膜の target-SNARE（t-SNARE）である
シンタキシン−１、SNAP-25 と３者複合体、ト
モシン複合体を形成し、SNARE 複合体の形成
を阻害することで、神経伝達に対して抑制的
に機能することが分かっている。トモシン複

合体は Ca2+非依存的に形成されることから、
トモシンの Ca2+依存的な神経伝達への抑制機
構の分子メカニズムは不明であった。また、
その抑制効果の生理的作用点も不明であっ
た。そこで、Ca2+依存的にトモシンに結合す
る因子の同定とその生理作用の解明を目的
とした。 
 
３．研究の方法 
トモシンのCa2+依存的な抑制効果の分子メカ
ニズムを明らかにするために、以下の解析を
した。 
(1)トモシンにCa2+依存的に結合するタンパ
ク質を、ラットシナプトソーム抽出液からの
トモシン抗体による免疫沈降法により調べた
。共沈するタンパク質を、さまざまなシナプ
ス小胞タンパク質の抗体を用いたウエスタン
ブロッテイング調べた。 
(2)結合タンパク質として同定したシナプト
タグミン−１とトモシンの結合を詳細に検討
した。トモシンをN末WD40リピート領域とC末
のTail領域とVAMP様領域を含むフラグメント
のmaltose binding protein（MBP）融合タン
パク質を作製した。Ca2+のその結合に与える影
響を調べた。 
(3)トモシンがシナプトタグミン−１の活性に
与える影響をliposome fusion assayを用いて
検討した。トモシンによるシナプトタグミン−
１の膜変形効果への影響をそれぞれのリコン
ビナントタンパク質とリポソームを用いて再
構成した。シナプトタグミン−１はtarget 
membraneを変形することで、膜融合反応を促
進することが知られている。そこで、トモシ
ンによるシナプトタグミン−１の膜変形効果
を電子顕微鏡により観察した。 
(4)シナプトタグミン−１のトモシン複合体形
成に与える効果を調べた。固相化したMBP-ト
モシンを様々な濃度のシナプトタグミン−１
と反応させ、その後シンタキシン−１と
SNAP-25を加えた。 
(5)培養ラット上頸交感神経節ニューロンを
用いて、トモシン―シナプトタグミン−１複合
体のアセチルコリン放出に与える効果を電気
生理学的に検討した。①MBP-トモシンのN末
WD40リピート領域、②シナプトタグミン−１の
細胞内領域、③N末WD40リピート領域とシナプ
トタグミン−１の細胞内領域をそれぞれ培養
ラット上頸交感神経節ニューロンにマイクロ
インジェクションし、アセチルコリンの放出
に与える効果を興奮性シナプス後電位として
測定した。 
 
４．研究成果 
トモシンのCa2+依存的な抑制効果について解
析した。また、トモシン-シナプトタグミン−
１複合体の神経伝達物質放出機構における作
用点を解析し、以下の結果を得た。 



 

 

(1)Ca2+結合タンパク質であるシナプトタグミ
ン−１が優位に共沈した。 
(2) シナプトタグミン−１はトモシンのN末
WD40リピート領域に結合した。次にCa2+の影響
を調べたところ、Ca2+は結合を増強した。これ
らの結果から、シナプトタグミン−１はCa2+依
存的にトモシンのN末WD40リピート領域に結
合することが明らかとなった。 
(3)t-SNARE を 組 み 込 ん だ liposome と
vesicular SNARE（v-SNARE）を組み込んだ
liposomeを混合するとliposome間でSNARE複
合体が形成され、liposomeが反応時間依存的
に融合した。Ca2+存在下で、シナプトタグミン
−１の細胞内領域はSNARE複合体による膜融合
反応を加速したトモシンのN末WD40リピート
領域は融合反応に影響を与えなかった。これ
に対し、トモシンのN末WD40リピート領域存在
下では、シナプトタグミン−１は膜融合反応を
促進しなかった。Ca2+存在下で，liposomeにシ
ナプトタグミン−１の細胞内領域を加えると、
liposomeをチューブ状に変形した。トモシン
のN末WD40リピート領域はliposomeを変形さ
せなかった。N末WD40リピート領域存在下では、
シナプトタグミン−１はliposomeを変形しな
かった。これらの結果から、トモシンのシナ
プトタグミン−１への結合は、シナプトタグミ
ン−１の膜変形活性を阻害することで、膜融合
反応の促進を阻害することが明らかとなった。 
(4) 固相化したMBP-トモシンを様々な濃度の
シナプトタグミン−１と反応させ、その後シン
タキシン−１とSNAP-25を加えたところ、シナ
プトタグミン−１の量依存的にシンタキシン−
１、SNAP-25の結合量が増加した。以上の結果
から、シナプトタグミン−１のトモシンへの結
合は、トモシンのC末VAMP様領域によるトモシ
ン複合体形成を促進することが明らかとなっ
た。 
(5) 培養ラット上頸交感神経節ニューロンに
おいて、①MBP-トモシンのN末WD40リピート領
域、②シナプトタグミン−１の細胞内領域がア
セチルコリンの放出を抑制した。③N末WD40
リピート領域とシナプトタグミン−１の細胞
内領域は、アセチルコリンの放出に影響を与
えなかった。これらのことから、トモシンが
シナプトタグミン−１を介してアセチルコリ
ンの放出を抑制することが明らかとなった。 
 トモシン−シナプトタグミン−１複合体がシ
ナプス小胞の融合効率を決定していると考え
ている。Primed vesiclesの融合が終了した
Ca2+流入後応答後期に融合する小胞では、すで
にCa2+が結合して活性化状態にあるシナプト
タグミン−１が膜を変形し、同時にSNARE複合
体形成と協調することで迅速な膜融合をひき
起こし、神経伝達物質を放出する。一方融合
しない小胞では、活性化状態にあるシナプト
タグミン−１はトモシンのN末WD40リピート領
域と結合し、自身の膜融合促進活性を阻害す

る。この結合はさらにトモシンのC末VAMP様領
域によるトモシン複合体形成を促進し、
t-SNAREの機能を阻害する。シナプトタグミン
−１がトモシンと結合することにより、小胞融
合を抑制するCa2+センサーとして機能し、シナ
プス小胞の融合効率を決定する。その結果、
シナプス終末に適切な数の小胞が絶えずプー
ルされ、繰り返し刺激に対する迅速な応答を
調節していると考えられる。 
 シナプスへのCa2+の流入によりプライミン
グされたシナプス小胞が融合する。その後、
トモシンがシナプトタグミン−１と結合する
ことにより，残ったシナプス小胞の融合を抑
制した。新規素過程クロージングの存在が明
らかになった。 
 以上の結果から、トモシン―シナプトタグ
ミン−１複合体が新規素過程クロージングを
形成した。この新規素過程クロージングによ
りシナプス終末に適切な数の小胞が絶えずプ
ールされ、神経活動に依存した神経伝達物質
の連続した放出を可能にした。 
 このように２年間の研究で、トモシンの
Ca2+依存的な作用機構について、当初の計画
以上の成果をあげることが出来た。            
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