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研究成果の概要（和文）：ペプチドニューロンが多様な環境変化に対応して柔軟に個体活動を調

節する機構の基盤である単一ペプチドニューロンが示す入出力関係を明らかにすることを目的

として、魚類終神経 GnRH ニューロン単離培養系と、同ニューロンへの外来遺伝子導入法を

活用し、単一ペプチドニューロンにおける有芯小胞からのペプチド分泌動態に神経活動が及ぼ

す影響の解析を試みた。その結果、単一ペプチドニューロン細胞局所での分泌小胞移動、開口

放出イベントの計測が可能となり、また開口放出の成因となる発火パターン制御に重要なイオ

ン機構を解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To understand fine tuning mechanisms of the central nervous system by peptidergic neurons, we 
investigated the excitation-secretion relationship of single peptidergic neuron using a primary culture 
system of isolated fish terminal nerve (TN)-gonadotropin releasing hormone (GnRH) neuron and gene 
transfer of exogenous genes by single cell electroporation. As a result, we enabled measurement of the 
movement of secretory vesicles and their exocytotic events from the subcellular region of single 
peptidergic neuron. We also analyzed the ionic mechanisms of the firing pattern control of TN-GnRH 
neurons that are the origin of exocytosis of GnRH peptide. 
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１． 研究開始当初の背景 

GnRH を初めとする神経修飾作用に関わる
ペプチドを産生するニューロンは、少数の散
在した細胞集団が脳内広範囲に分枝した軸
索を伸長するという共通した形態学的特徴
を持っている。それらのニューロンから放出
されるペプチドは、明瞭なシナプス構造から
は放出されずに軸索終末ばかりでなく軸索
途中のバリコシティや細胞体からも“en 
passant”に放出され、標的ニューロンに存

在する代謝型受容体の活性化→イオンチャ
ネル等の修飾を介して膜興奮性を調節する
と考えられている。 

GnRH ペプチド神経系には向下垂体ホルモ
ンとして働く視床下部 GnRH 系以外に神経
修飾に関わる中脳 GnRH 系と終神経
(TN)-GnRH 系が存在する。代表者は、大型
の GnRH ニューロンが明瞭な細胞塊を脳表
面で形成しており、顕微鏡下で同定可能であ
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るという他の脊椎動物にはない利点を持つ
小型熱帯魚ドワーフグラミーを材料にして
TN-GnRH系の性質について電気生理学的特
性を中心に研究し、1)TN-GnRH ニューロン
が内在性イオンチャネルの性質により規則
的自発発火活動を示すこと、2)その規則的自
発発火活動が、自身が産生する GnRH による
代謝型受容体の活性化を介して二相性に修
飾されること、3)同現象に複数の電位依存性
Ca2+、K+電流の修飾が関与していること 
などを明らかにしてきた。 

代表者は、単一ペプチドニューロンの自発
発火活動パターンにより何時何処からペプ
チドが放出され、放出されたペプチドが中枢
神経回路をどのように修飾した結果、ペプチ
ドニューロンが多様な環境の変化に対応し
て柔軟に個体活動を調節するのか、その全貌
を神経生物学的に明らかにすることを研究
の目標として研究を展開している。国内外に
おける上記設問に対する研究を俯瞰すると、
シナプス小胞からの神経伝達物質の（所謂、
早い）開口放出の素過程に関する研究は盛ん
に行われているものの、ペプチドを含む有芯
小胞からの開口放出について、単一ニューロ
ンレベル、特に開口放出過程と細胞形態の関
係に着目した研究は全く行われていない。 

一般に神経細胞体の脱分極は活動電位とし
て神経突起末端やバリコシティへ伝播し、
Ca2+チャネルからの Ca2+流入を介して開口
放出を引き起こす。これら細胞局所では、
Ca2+チャネル・細胞内 Ca2+ストア・細胞質
Ca2+結合タンパク質局在、そして局所細胞質
体積、等を反映して細胞内 Ca2+濃度が場所に
よって異なる動態を示すことが予測される。
代表者はペプチドニューロンの発火活動は、
発火頻度やパターンを変えることで細胞局
所（神経突起末端やバリコシティ、そして細
胞体）からのペプチド開口放出動態を
differential に調節しているという作業仮説
を立てている。ところがペプチドニューロン
は一般に脳内広範囲に立体的に神経突起を
投射し、神経突起周囲が他の細胞に取り囲ま
れているため、神経終末やバリコシティの位
置を同定した状態で、細胞体から電気活動を
記録・刺激しながら、神経突起における[Ca2+]i

変化や引き続き生じるペプチド開口放出等、
各種シグナルの時空間変化を記録すること
は事実上不可能であった。 

そこで代表者は初めに述べたペプチドニュ
ーロンにおける膜興奮性と細胞局所からの
ペプチド開口放出の動態を、神経突起伸長を
培養平面上に再構成したニューロンを用い
て電気生理・イメージングなどの技術を駆使
した多角的研究によって解明することを構
想して本研究課題を行った。 

２．研究の目的 

ペプチドニューロンが多様な環境変化に対
応して柔軟に個体活動を調節するアルゴリ
ズムの全貌を解明する一環として、単一ペプ
チドニューロンの入出力関係を明らかにす
ることを目的とした。そのために代表者が確
立したペプチドニューロンの形態的生理学
的 特 徴 を in vitro で 再 構 成 し た 魚 類
TN-GnRH ニューロン単離培養系と、同ニュ
ーロンへの単一細胞 electroporation による
各種蛍光遺伝子導入法を活用し、単一ペプチ
ドニューロンにおける有芯小胞からのペプ
チド分泌の動態、特に、単一ペプチドニュー
ロンにおける細胞体での膜興奮が、細胞局所
における[Ca2+]i変化、ペプチド分泌過程（分
泌小胞の放出部位への移動～開口放出）に及
ぼす影響の多角的解析を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)ペプチドニューロンにおける分泌小胞移動・
蓄積過程のリアルタイムイメージング 

魚類 TN-GnRH ニューロン単離培養系と、同
ニューロンへの単一細胞 electroporationに
よる各種蛍光遺伝子導入法を用いて、蛍光タ
ンパク質を発現させることで標識した分泌
小胞の（バリコシティ・神経突起等への）移
動・蓄積過程を落射蛍光顕微鏡によりタイム
ラプス観察・解析する。これによって定常状
態で培養 TN-GnRHニューロンにおける分泌小
胞の小胞の移動・蓄積動態を検討し、また、
K+刺激等の薬理刺激により膜興奮性・細胞内
Ca2+濃度を細胞全体的に変化させ、生じた小
胞移動変化を解析した。 

(2)培養 TN-GnRH ニューロンにおける[Ca2+]i

変化・ペプチド開口放出の蛍光タンパク質による
イメージング 

培養 TN-GnRH ニューロンにおける局所
[Ca2+]i変化を Inverse Pericam や G-CaMP2 等
の蛍光[Ca2+]iセンサータンパク質を遺伝子
導入・発現させることで可視化・解析するこ
とを試みた。またペプチド分泌の最終過程で
ある開口放出現象の時空間分布・変化を、特
異的レポータータンパク、シナプトフルオリ
ンを導入・発現させ薬理的に刺激し、開口放
出に伴う蛍光強度変化を検出することを試
みた。 

(3)単一ペプチドニューロンにおける細胞興奮制
御～ペプチド開口放出の同時記録 

パッチ電極から細胞内通電刺激や電場刺激
を行うことで細胞興奮を促し、シナプトフル
オリン蛍光によって開口放出を検出する。特
に活動電位クランプ法を使用して TN-GnRHニ
ューロンが示す様々な発火パターンを人為



的に再現して、発火頻度や活動電位の持続時
間・振幅等を系統的に変化させることによっ
て発火パターンと開口放出の関係を直接的
に明らかにすることを試みた。 

４．研究成果 
(1)ペプチドニューロンにおける分泌小胞移動・
蓄積過程のリアルタイムイメージング 

前採択課題期間に確立したドワーフグラミ
ー終神経 GnRH ニューロンの単離培養細胞と
同培養細胞への単一細胞 electroporationを
用いた遺伝子導入法を利用して、シナプトフ
ィジンと EGFP、およびニューロペプチド Yと
Venus（改変型 YFP）の融合遺伝子を導入・発
現させることで、分泌小胞の細胞体から軸
索・樹状突起への移動の様子についてタイム
ラプスイメージングを行った。その結果、シ
ナプトフィジンと EGFP の融合タンパク質を
発現させた場合、同蛍光タンパクは GnRH ペ
プチドを含む有芯小胞と共局在していない
が、ニューロペプチド Yと Venus の融合タン
パク質は GnRH と共局在を示しており、
TN-GnRH ニューロン内にペプチドを含む有芯
小胞とシナプス小胞の両者が存在すること
が示唆された。またこれらの発現させた蛍光
蛋白質の両者について神経突起途中に存在
するバリコシティ様構造へ集積される様子
と、同箇所への小胞の出入りを反映した蛍光
輝点の移動・蛍光量の増減、細胞体と神経突
起での異なる蛍光動態の可視化に成功した。
現在、以上の結果を取りまとめて論文投稿を
準備中である。 
 
 この研究と並行して、個々の同定したペプ
チドニューロンに異なる種類の荷電分子を
迅速に導入可能な単一細胞 electroporation
法の特徴を活かして、脳内で終神経 GnRH ペ
プチドニューロンが形成する細胞塊内での
個々のニューロン間連絡を、隣接するニュー
ロンへの異なる蛍光色素導入と共焦点顕微
鏡像の三次元立体解析によって調べ、ペプチ
ドニューロンにおける同期したペプチド放
出に寄与する傍分泌調節の元となると考え
られる形態構造の詳細な立体形態を明らか
にした。 

また、この形態学的解析の途中に前申請課
題中に明らかにした NPFF という TN-GnRH ニ
ューロン自身が産生するペプチド以外に、脳
内視床下部で産生される RFRP というペプチ
ドが TN-GnRHニューロンが示す自発発火活動
を抑制性に制御すること、そしてその際のイ
オンメカニズムが NPFF とは異なることが明
らかとなり、この結果を論文として公表した。 
 
(2）培養 TN-GnRH ニューロンにおける[Ca2+]i

変化・ペプチド開口放出の蛍光タンパク質による

イメージング 
 
開口放出による pH 環境の変化によって蛍

光強度が増大する蛍光蛋白質、シナプトフル
オリンを培養 TN-GnRHニューロンに遺伝子導
入・発現させたところ、同ニューロンの細胞
体と神経突起では細胞外K+刺激による脱分極
によって蛍光強度変化がそれぞれ異なる時
間経過をたどることを示した。また神経突起
上における単一開口放出イベントの時間推
移の可視化に成功した。これらの結果は電気
化学的 GnRH 開口放出測定法や、前申請課題
期間中に記録した培養 TN-GnRHニューロンに
おける FM1-43 蛍光増大の結果と一致してお
り、TN-GnRH ニューロン細胞体と神経突起に
おける異なる開口放出制御機構の存在が示
唆された。 

一方、蛍光[Ca2+]i センサータンパク質、
Inverse Pericam を発現させた培養 TN-GnRH
ニューロンでは蛍光強度が低く、代表者が有
するイメージングシステムでは充分な蛍光
強度変化を撮影することが困難であった。こ
のため現在、異なる蛍光[Ca2+]iセンサータン
パク質を用いること、また低分子量蛍光
[Ca2+]i 色素を用いることで実験系の再構築
を検討している。 
 
(3)単一ペプチドニューロンにおける細胞興奮制
御～ペプチド開口放出の同時記録 
 
実際に TN-GnRH ペプチドニューロンが示す

発火パターンによって膜電位を厳密にコン
トロール可能な action potential clamp 法
の適応を試み、まず同方法によって TN-GnRH
ニューロンが示す発火活動・パターン変化の
いずれが同ニューロンからの開口放出を誘
起するのに必要な細胞内 Ca2+濃度上昇に最も
寄与するかを解析した。そのために、実際に
TN-GnRH ニューロンから記録した、異なるベ
ースライン・振幅・持続時間をもつ活動電位
波形や異なる発火頻度・発火パターンの膜電
位変化を膜電位固定のコマンド電位として
与えたときの Ca2+電流応答を記録した。その
結果、単一活動電位波形を変化させた時には、
単一活動電位あたりの Ca2+電流の電荷量に顕
著な差は認められなかった。一方で発火頻度
よりも発火パターンの変化によって顕著に
Ca2+電流総電荷量が増大することが判明した。
これにより、終神経 GnRH ニューロンにおい
て細胞内に流入する Ca2+総電荷量，つまり
GnRH の放出量、は主に発火パターンに依存し
て変化する可能性が強く示唆された。また、
上記を支持する結果が同時並行して行なっ
ていたキンギョ TN-GnRHニューロンを用いた
電気生理実験により得られ（TN-GnRH ニュー
ロン細胞塊周囲のコリン作動性線維の賦活
化による TN-GnRHニューロンの過分極が一過



性バーストを生じさせる）、これらの結果を
現在公表準備中ならびに論文投稿している。 

本申請課題の研究計画当初は Action 
potential clamp 法によって得られた結果を
もとに、様々な TN-GnRH ニューロン発火活動
変化に応じた GnRH ペプチド放出をタイムラ
プスイメージングにより計測・解析する計画
であったが、代表者が研究機関を移動し、実
験システム・実験系自体の再構築を行わざる
を得なかったために到達できなかった。この
ため、単一 TN-GnRH ニューロンの発火活動を
制御した状態で GnRH 開口放出のイメージン
グによる検出を行うことは今後の研究課題
として継続して行うこととなった。 
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