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研究成果の概要（和文）：神経終末のHRP酵素などは小胞に含まれないことから、従来の小胞性輸送とは全く異なった
輸送と考えられる。これら未知の非小胞性シナプス輸送を解明するため、ラットの迷走神経にWGA-HRPを注入し孤束核
領域を観察した。正常動物ではシナプスの変化は全くみられなかったが、Rab3A-siRNAとの混合注入やアルコール依存
症動物では、HRP反応産物を含んだ神経終末が次の神経細胞に陥凹し離断されていくのがみられた。このような形態は
下垂体後葉の神経終末でも観察され、離出様分泌と名付けられた。機能的には神経細胞障害によるシナプスの脆弱性が
あるとき、このようなたんぱくのシナプス輸送が働くものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Neuronal tracer of HRP is considered to be transported independently at synapse. T
o investigate this transport, the solitary nucleus was observed at the electron microscopic level after WG
A-HRP injection into the rat vagus nerve. Animals receiving injection of WGA-HRP with Rab3A-siRNA or alcoh
ol treatment revealed apocrine-like structures of terminals which contained HRP reaction product and inden
ted into secondary neurons. Finally, these structures were observed to be separated completely from axon t
erminals. Quite similar structures were found in the posterior pituitary in animals receiving same injecti
ons into the hypothalamus or alcohol treatment. The apocrine-like structures of hypothalamic terminals sho
wed to contain HRP reaction product and large dense core vesicles, and be frequently separated into the va
scular space. The present study apparently confirmed the existence of synaptic transport of proteins which
 was quite different from previous vesicular synaptic transport.
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１．研究開始当初の背景 
  神経機能はシナプスに基づく神経回路網
形成によりはたらきをもつ。さらに、神経終
末に存在するたんぱくを含む物質のシナプ
ス輸送は、従来の小胞性輸送に従うという絶
対的定説がある。しかしながら、アミノ酸や
蛍光物質、酵素などでは、とくに中枢の視覚
系において、シナプス輸送が容易になされる
との報告があるが、その形態的証明は全くな
されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 神経終末では HRP のような酵素たんぱく
は非常に大きな反応産物として認められる。
このような物質は小胞の数十倍もの大きさ
を示すにもかかわらず、経シナプス的に二次
ニューロンに移動する。この輸送メカニズム
は明らかに小胞非依存性であり、特に視覚系
の領域で頻繁にみられる。いいかえれば、従
来の小胞性シナプス輸送とは全く異なる輸
送経路がシナプスに存在すると考えられる。
その未知の経路と、脳の神経機能に強い影響
を与えるアルコール疾患との関連性につい
て明らかにすることを研究の目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 神経トレーサー（WGA-HRP）を 10μl 
Hamilton microsyringe により雄ラット頚部
迷走神経に注入し、孤束核領域で HRP 反応産
物を含む神経終末を電子顕微鏡にて観察し
た。実験では、神経機能障害を作成するため、
WGA-HRP と Rab3A-siRNA を混合注入した。一
方、アルコール依存症実験動物を作成し、同
様の WGA-HRP 注入実験を行った。さらに、二
次ニューロンと対峙しない神経終末を観察
するため、下垂体後葉を研究対象とし、視床
下部に１μlの syringe を用いて、上記と同
様のWGA-HRP注入実験を行い視床下部―下垂
体系の観察を行った。本実験において、
Rab3A-siRNA を混合注入した場合、Rab3A 発
現を迷走神経の下神経節および孤束核で PCR
により明らかにした。HRP 反応には DAB 法を
使用し、電子顕微鏡観察に付した。TMB 法は
電子顕微鏡的観察には用いず光学顕微鏡的
組織観察にのみ行った。これは神経終末およ
びシナプス周辺の膜の保持および反応産物
の形態をより正常に保つためである。TMB 法
の特徴としては、HRP 反応液をｐH3.3 まで低
くするため、組織破壊とくに膜破壊が起き、
電子顕微鏡観察において膜を含む物質の構
造解析には不適であるからである。 
 
 
４．研究成果 
 本研究では神経トレーサーとして単体の
HRP を使用せずに、レクチンと結合した
WGA-HRPを使用した。これはレクチン結合HRP
の軸索輸送が非常に促進されることによる

のと、細胞膜とくに神経終末のシナプス前膜
との affinity が高まるとの報告によるもの
である。結果として HRP 単体より、シナプス
輸送が促進されるとのことであるが、本研究
においても軸索内あるいは神経終末内にお
いて多数の HRP 反応産物が認められた。 
正常動物における神経終末ではシナプス

の変化はなかった。しかしながら、WGA-HRP
と Rab3A-siRNA を混合注入した場合や、アル
コール依存症動物では神経終末から二次ニ
ューロンのほうへ突出する特殊な形態が観
察された。すなわち、シナプス前膜と後膜が
ともに二次ニューロン側に陥入している形
態を示し、この神経終末部の突出部には HRP

反応産物のみならず、シナプス小胞・大有芯
顆粒・lamellar body・扁平 cisternae など
が含まれた。また、autophagosome 様の構造
物もみられ、細胞ダメージに対する神経細胞
保護作用の存在あるいはオートファジーを
伴う細胞死があることを示唆した（図１．矢
印のHRP反応産物によりこの神経終末は迷走
神経由来であることがわかる。アルコール依
存症実験動物。Scale bar=0.5μｍ）。さらに、
この突出した構造物は離断される像を示し、
二次ニューロンに移動していくのがみられ
た。これは明らかに従来のシナプス輸送と異
なる経路の存在を示すものである。これらの
構造物は離断される像を示しためこれを、離
出様分泌構造（apocrine-like structure）
と名付けた。この分泌構造はシナプスにおけ
るバンドの部位では絶対見られず、必ずその
結合部位の周辺あるいはバンドとバンドの
間で起こった。出現頻度については非常に低
く、400 メッシュの１hole 当たり 0-１程度で
あった。WGA-HRP と Rab3A-siRNA を混合注入
した場合、迷走神経下神経節と孤束核におけ
るRab3Aたんぱくの発現は著明に減少してい
たため、siRNA の影響があったと結論付ける
ことができた。 

さらに、上記の構造はシナプス前膜と後膜
が存在する条件下での出現であるため、神経
終末そのものの形態学的変化を詳細に観察
するのは困難である可能性が考えられる。そ
こで、この現象をより頻出させるため、二次
ニューロンと対峙しない神経終末が存在す
る領域を観察する必要があった。観察には、
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下垂体後葉を用い、そこに存在する血管周囲
腔に対峙する視床下部からの神経終末を用
いた。神経終末は、従来の報告と同様、HRP
反応産物や大有芯顆粒および小胞を含んだ。

多くの有芯顆粒は electron dense であった
が、その特徴は開口分泌像が全くみられなか
ったことであった。これらの像とは対照的に、
有芯顆粒やHRP反応産物を含む神経終末の一
部が血管周囲腔に突出するものであった（図
２．electron dense な有芯顆粒を含む視床下
部からの神経終末。開口分泌はなく、血管周
囲腔に突出する構造を示した。WGA-HRP と
Rab3A-siRNA の混合液の視床下部への注入。 
Scale bar=0.2 μｍ）。これは、前述の
apocrine-like structure と同様の構造を示
すものであった。また、この構造物は離断さ
れるのも同様であり、それにより血管周囲腔
には有芯顆粒やHRP反応産物が浮遊している
のがしばしば観察された。これらは時間と共
に血中に溶解するものと推測される。つまり、
下垂体後葉におけるホルモン分泌も、開口分
泌以外に離出様分泌があり、従来全く報告が
ない新しい分泌様式と考えられる。この分泌
様式は正常動物の下垂体後葉でも見られた
のが特徴であったが、Rab3A-siRNA との混合
注入あるいはアルコール依存症実験動物の
ほうがはるかに出現頻度は高かった（400 メ
ッシュの１hole 当たり１-４程度）。また、非
常に稀なものとして、従来、有芯顆粒および
小胞輸送の開口分泌以外の輸送経路の存在
が 指 摘 さ れ て き た 透 出 様 分 泌 構 造
（diacrine-like structure）もみられた。
この構造物においては、神経終末から、融合
した顆粒あるいはHRP反応産物の漏出が認め
られた。離出様分泌構造の存在はその他、ア
ルコール依存実験動物において、海馬の CA1
領域にも存在することが明らかとなったた
め、脳全体に見られる可能性が高いと考えら
れる。 
離出様分泌構造を示す神経細胞体および

その周辺のグリア細胞の変化については、ア
ルコール依存実験動物の迷走神経下神経節
細胞で観察が行われた。神経節細胞の細胞内

小器官には顕著な変化はなかったものの、神
経節細胞周辺のいわゆる衛星グリア細胞、と
くにマイクログリア細胞の要素を持ったも
のとの関連性において fine foot process に
よる神経節細胞体へのマイクログリア細胞
の貪食作用という非常に特異的な微細構造
所見を得た。 

 今回の研究成果として特筆すべきは、シ
ナプスにおける情報伝達に関連するRab3Aの
発現を siRNA により抑制した場合や、アルコ
ール依存症による神経機能障害を発症させ
た場合は、シナプス部で従来の小胞性輸送と
全く異なった輸送経路が出現してくること
であった。これはシナプスの機能的脆弱性が
起こった時に、分子生物学的変化としてシナ
プスにどのような変化が発症するかという
ことを明らかにした最初の報告である。迷走
神経を用いた本研究では、アルコール誘因性
神経機能障害は神経節細胞の衛星グリア細
胞の活性化および神経細胞ダメージに対す
る保護作用またはプログラム細胞死の存在
の示唆、さらに神経終末におけるシナプス輸
送の変化の存在などを明らかにすることが
できた。従来、アルコール依存症の疾患にお
いては多彩な神経症状や身体症状が発症す
ることがしられている。しかしながら、どの
ようなシナプスの変化が伴っているのか、そ
の本質的なメカニズムは明らかにされてお
らず、本研究はシナプス輸送の面での新しい
解明に貢献するものと考えられる。 
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