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研究成果の概要（和文）：シナプス前終末の細胞内小器官に存在するカルシウム動態を調節する複数の機能分子の役割
を明らかにするために、それらの分子の遺伝子改変マウスを用いて興奮性シナプス伝達を解析したところ、シナプス前
性のシナプス可塑性に異常があることを見出した。また、神経伝達物質放出を制御する蛋白複合体と相互作用するシナ
プス前分子の機能解析を行ったところ、神経伝達物質の放出の制御とシナプス前終末内のシナプス小胞の動態に関与す
ることが明らかとなった。さらに、シナプス前終末に存在する蛋白リン酸化酵素によるリン酸化により、シナプス前性
の短期シナプス可塑性が修飾されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the roles of functional molecules localized in the organelle in the 
presynaptic terminal, we examined synaptic transmission of gene-targeted mice lacking the molecules, and 
found that the mutant mice exhibited impaired presynaptic plasticity of excitatory synaptic transmission. 
We also examined the roles of presynaptic molecules interacting with the protein complex that regulated 
neurotransmitter release, and found that they are associated with the regulation of neurotransmitter 
release and the dynamics of synaptic vesicles in the presynaptic terminal. Furthermore, we found that 
some of the protein kinases present in the presynaptic terminal modified presynaptic short-term 
plasticity.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
 シナプス可塑性に関する研究動向：記憶な
どの高次脳機能は、シナプスにおける伝達効
率の長期的変化によりもたらされると考え
られおり、一部の例外を除いて、シナプス後
細胞で発現するとされている。私たちの研究
室も含め、世界中の多くの研究室でシナプス
後細胞での可塑性誘導・発現機構が明らかに
されてきているが、可塑性が誘導されるため
には、神経伝達物質の放出や放出機構自体の
可塑的変化が決定的に重要であるが、これま
でこの領域については、研究が十分に進んで
いるとは言えない。 
 シナプス前性のシナプス伝達修飾機構の
重要性：シナプス前終末における神経伝達物
質の放出機構そのものについては明らかに
なりつつあるが、放出過程の可塑的変化につ
いては、きわめて限られた知見しか得られて
いない。シナプス後細胞での可塑性に関する
知見は多いが、それにも影響を与えるシナプ
ス前終末での放出過程の可塑性を明らかに
しなければ、シナプス機能のごく一面しかみ
ていないことになる。ある種の神経疾患では、
神経伝達物質の放出機構の異常が関与して
おり、放出装置の効率や単位放出量（シナプ
ス前性量子サイズ）の短期的・長期的修飾機
構を明らかにすることは、基礎神経科学だけ
でなく、臨床的にもきわめて大きな意義を有
する。 
 研究対象とする分子と細胞内小器官に関
する学術的背景：これまで、当研究室では、
シナプス前終末からの神経伝達物質放出機
構やその可塑性に関する研究で多くの世界
的な研究成果をあげてきた。例えば、海馬 CA3
領域苔状線維シナプスにおけるシナプス前
性の長期抑圧（LTD）現象を世界に先駆け発
見し、Science 誌に連報で発表しているし、
これら以外にも数多くの論文を発表してい
る。本研究計画では、このようなこれまでの
経験や技術を生かし、神経伝達物質放出過程
の修飾機構の全貌を明らかにすることを究
極的な目標とし、具体的には、以下の２項目
について研究を進める。 
(1)シナプス前終末内でのカルシウムイオン
（Ca2+）動態による神経伝達物質放出の修飾
機構の解明： 
①細胞内小器官の Ca2+動態調節分子：細胞内
小器官は、細胞内の Ca2+動態の調節に関与す
ることが知られているが、その神経系、特に、
シナプス前終末機能における役割はほとん
ど検討されていない。例えば、中枢神経系に
おいては、小胞体は、その内部に Ca2＋を貯蔵
したり放出したりすることにより細胞内の
Ca2+動態を調節しているが、その分子機構に
ついては不明の点が多い。 
②シナプス前終末に局在する蛋白リン酸化
酵素：これまでもっぱらシナプス後細胞での
シナプス可塑性の誘導・発現に関連した研究
が進められてきたが、シナプス前終末にも、
多くの種類の酵素がかなり豊富に発現して

いることが知られている。しかし、それらの
酵素活性による神経伝達物質放出の調節機
構については、まだまったく不明であるとい
っても過言ではない。 
(2)ひとつのシナプス小胞に含まれるグルタ
ミン酸の含有量を決定する機構の解明： 
①アクティブゾーン（AZ）蛋白 cytomatrix at 
the active zone (CAZ)-associated protein
（CAST）：CAST は脳にのみ発現する AZ 蛋白の
ひとつで、Bassoon、RIM1、Piccolo などの他
の AZ 蛋白と直接結合することにより、巨大
な複合体を形成していると考えられている。
BassoonやRIM1などは神経伝達物質放出に関
与しているとされるが、中枢神経系における
CAST の機能は、ほとんど不明である。予備実
験で、シナプス小胞のグルタミン酸充填に関
与する可能性を見出している。 
 
２．研究の目的 
(1)シナプス前終末内での Ca2+動態による神
経伝達物質放出の修飾機構の解明 
①細胞内小器官の Ca2+動態調節分子：シナプ
ス前終末内の細胞内小器官による Ca2+動態調
節が神経伝達物質の放出をどのように修飾
するかを明らかにし、放出過程の可塑性誘導
機構を解明する。また、長期増強（LTP）や
LTD などのシナプス可塑性への関与の可能性
を検討する。さらに、これらの機構の異常に
より引き起こされる神経疾患のモデルマウ
スとなるような遺伝子改変マウスを作製し、
その原因解明を目指す。 
②シナプス前終末の蛋白リン酸化酵素によ
る放出過程の短期可塑性の誘導・発現機構を
明らかにする。また、LTP や LTD などのシナ
プス可塑性への関与の可能性を検討する。 
(2)ひとつのシナプス小胞に含まれるグルタ
ミン酸の含有量を決定する機構の解明 
①CAST：シナプス小胞内のグルタミン酸充填
量を制御していることを電気生理学的に確
定させるとともに、その分子・細胞機構を解
明する。また、個体レベルでの役割も明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
マウスの海馬スライス標本を用いて電気生
理学的に神経伝達物質放出の修飾機構を解
析する。対象とする分子は上記の機能分子で、
細胞内小器官そのものにも焦点を当てる。細
胞内小器官と Ca2+動態制御分子については、
CA3 錐体細胞特異的に遺伝子改変することで、
CA1 領域のシナプス前終末でのみ遺伝子操作
の効果が出るマウスを用いてシナプス伝達
の解析を行う。シナプス前終末内蛋白リン酸
化酵素については、シナプス後細胞の可塑性
を阻害した条件でシナプス前可塑性の検討
を進める。CAST については、mEPSC や低親和
性 AMPA 受容体阻害薬などを用いて、量子サ
イズの評価を行う。研究の後半以降では、こ
れらの遺伝子改変マウスの個体レベルでの
行動実験を進める。行動実験バッテリーを行



い、異常がみられた項目については、さらに
詳細に検討する。具体的には、以下のような
内容の研究を進めた。 
(1) 細胞内小器官の神経伝達物質放出機構
における役割に関する検討 
(2)Ca2+動態制御分子の役割に関する検討 
(3)シナプス前終末内蛋白リン酸化酵素の役
割に関する検討 
(4)ひとつのシナプス小胞に含まれるグルタ
ミン酸の含有量を決定する機構の検討 
 
４．研究成果 
(1)シナプス前終末内での Ca2+動態による神
経伝達物質放出の修飾機構の解明： 
①細胞内小器官からの Ca2+放出機構に関与す
る機能分子が海馬CA1シナプスの前終末での
み欠損するコンディショナル遺伝子改変マ
ウスの作製に成功し、この変異マウスの海馬
スライスで、まだ例数は十分ではないが、シ
ナプス活動依存性のシナプス抑制に異常が
あることを見出した。 
②海馬特異的に Ca2+動態調節分子が欠損する
変異マウスの作製に成功した。この変異マウ
スを用いて、海馬における役割を電気生理学
的、および、行動学的に解析した。海馬特異
的コンディショナルノックアウトマウスに
おいて、短期的、および、長期的可塑性に異
常のある可能性が示唆されるデータを得た。
また、行動バッテリーテストを行い、いくつ
かの項目で異常を見出した。 
③シナプス前終末に存在する蛋白リン酸化
酵素の機能阻害遺伝子改変マウスにおいて、
シナプス前性の短期可塑性が、特殊な条件下
では野生型に比べて大きく亢進しているこ
とを見出した。 
④神経伝達物質放出を制御する蛋白複合体
を構成する分子のリン酸化欠損ノックイン
マウスの海馬 CA1 領域において、入出力関係
が大きく減少していることを見出した。それ
と合致し、２発刺激促通が大きく増大し、神
経伝達物質の放出確率の低下が示唆された。
論文の作成が終了し、投稿の最終準備を行っ
ている。 
(2)ひとつのシナプス小胞に含まれるグルタ
ミン酸の含有量を決定する機構の解明： 
神経伝達物質放出に関与するアクティブゾ
ーン蛋白である CAST を欠損するノックアウ
トマウスを用いて神経伝達物質放出機構を
検討し論文を投稿した（Kobayashi et al. The 
active zone protein CAST regulates 
synaptic vesicle recycling and quantal 
size in the mouse hippocampus）。以下にそ
の要約を記載する。 
①海馬CA1領域における興奮性シナプス伝達
の入出力関係において伝達効率が野生型よ
り高かった。 
②微小興奮性シナプス後電流の振幅が野生
型より増大していた。 
③神経伝達物質の放出確率が低下していた。
④シナプス間隙におけるグルタミン酸濃度

が高いことがわかった。 
⑤５ヘルツの持続低頻度刺激後にみられる
シナプス抑制が有意に大きかった。 
 以上のように、いくつかのプロジェクトに
ついては、現在、論文投稿中であり、論文作
成中のものも数編ある。現時点では、直接的
に本研究計画に関連する雑誌論文は多くは
ないが、2016 年度中には、関連論文は少なく
とも数編は発表できるものと思われる。 
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