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研究成果の概要（和文）：哺乳動物中枢神経系での神経伝達物質のシナプス小胞内再充填時間を

ホールセル記録下で前末端内のグルタミン酸濃度を caged glutamate 光分解によって操作し、

一旦枯渇した小胞が充填されるために必要な時間を求めた。小胞へのグルタミン酸充填時定数

は 15 秒であり、１分以内に神経伝達物質が再充填され、再利用可能になることを明らかにし

た。 

 
研究成果の概要（英文）：At the excitatory presynaptic terminal, we measured the rate of 

vesicle refilling with glutamate by rapidly increasing cytosolic glutamate concentration 

using caged compound photolysis, after depleting vesicular glutamate by whole-cell dialysis. 
Vesicle refilling rate, assessed from postsynaptic currents, had a time constant of about 15s 

at room temperature, and filled within 1 min for next exocytosis. 
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１．研究開始当初の背景 

 神経伝達物質はシナプス前終末の微小細
胞内器官であるシナプス小胞に充填され、神
経細胞の興奮に伴って開口放出により放出
された後、形質膜から回収、再利用され、再
充填される。単離シナプス小胞へ放射ラベル
されたグルタミン酸の充填時間を観測した
先行研究では、シナプス小胞充填に数分かか
ることが報告されている。この速度は、生体
内での早い神経伝達を実現するには不十分
であると考えられる。このため、研究代表者

は単離されていない小胞の、神経前終末での
充填時間を明らかにする目的で研究を開始
した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、哺乳動物中枢神経系での神
経伝達物質のシナプス小胞内再充填時間と、
充填を修飾するメカニズムを明らかにする
ことである。哺乳動物脳幹のグルタミン酸作
動性シナプス前末端 calyx of Heldは、大型
なため、ホールセル記録下で前末端内のグル
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タミン酸濃度を操作することによって、小胞
内グルタミン酸濃度を変化させることが可
能である(Ishikawa et al 2002)。本研究はこ
のシナプス前末端に、ピペット急速灌流法お
よび caged glutamateを適用し、グルタミン
酸濃度測定法、Cl-濃度測定法を併用して、小
胞内と前末端細胞内のグルタミン酸濃度の
経時間変化を追跡する。更に前末端における
小胞充填時間の温度依存性と生後発達変化
を明らかにする。 

３．研究の方法 

哺乳動物の中枢神経細胞におけるシナプス
前末端とシナプス後細胞から直接記録を行
い、同時にシナプス前終末の細胞質組成を操
作することで、シナプス小胞充填機構の直接
的測定方法を確立する事が、本研究の最大の
目標であり、特徴である。 
具体的な方法としては、マウス脳幹の横断面
急性スライス標本から、シナプス後細胞と巨
大シナプス前末端 calyx of Held を直視下同
定し、シナプス後細胞と前末端からの同時ホ
ールセル記録を行うことで実現する。研究計
画の１年目ではシナプス小胞充填速度の測
定とその修飾機構を検討する。２年目には蛍
光プローブを用いた測光実験を行い、１年目
の実験結果と比較検討し、実験方法の妥当性
を検証する。巨大シナプス部位に限定されな
い、あらゆる脳標本でのシナプス小胞充填過
程の解析実験を可能にすることも視野に入
れ、研究を展開する。 
４．研究成果 
(1)シナプス小胞グルタミン酸充填速度の観
測：生理的前末端濃度のグルタミン酸
（3-5mM;Ishikawa et al, 2002）の下に、一
旦枯渇した小胞が充填されるために必要な
時間を求めた。小胞へのグルタミン酸充填時
定数は 15 秒であり、１分以内に神経伝達物
質が再充填され、再利用可能になることを明
らかにした。 
(2) 小胞充填機構の温度依存性：記録温度を
変えて、上記の実験を行った。生理的温度
（35°C）では充填時定数が約8秒に早まり、
小胞充填の温度依存係数 Q10は 1.8であった。 
(3) 小胞充填機構の生後発達変化：上記の実
験を生後 7 日、14 日、21 日のマウスを用い
て行った。充填時定数は、生後７日では約40
秒、生後 21日では13秒であり、生後発達に
伴う小胞充填速度の促進が観測された。 
(4) 小胞充填機構の Cl-濃度依存性：前末端
ホールセル内液の Cl-濃度を変えて、上記の
実験を行った。小胞充填速度は、前終末細胞
質内の Cl-濃度が 30mM の時最大となり、高
Cl-濃度および低 Cl-濃度条件下では小胞充
填速度と充填量の低下が観測された。 
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