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研究成果の概要（和文）：海馬苔状線維シナプスにおいて脳内で初めてみつかったシナプス前部での2つのギャップ結
合、すなわち、海馬苔状軸索間の「軸索間」ギャップ結合と、苔状線維神経終末とCA3野細胞間の「シナプス間」ギャ
ップ結合の様式と機能的意義を探求することを目的とした。このうち、「シナプス間」ギャップ結合の機能的意義を調
べる目的で苔状線維シナプス伝達に対するギャップ結合ブロッカー（MFA）の効果を調べた。苔状線維刺激によりCA3野
に生じるシナプス後電位は、MFA投与により可逆的に抑制された。苔状線維シナプスはグルタミン酸を介する化学的伝
達と、ギャップ結合を介する電気的伝達を行う混合型シナプスである可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed at elucidating the roles of two modes of presynaptic gap 
junction, i.e. axo-axonal gap junction coupling and axo-dendritic gap junction coupling at the 
hippocampal mossy fiber synapses, which have been suggested to exsist on the basis of morphological 
analysis using connexin 36 immunoreactivity. Application of a gap junction blocker, meclofenamic acid, 
reversibly suppressed the excitatory postsynaptic potentials at the mossy fiber-CA3 synapse, supporting 
the possibility that the hippocampal mossy fiber synapse might be a unique mixed synapse composed of both 
chemical and electrical components of synaptic transmission.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
ニューロンの同期的活動にはギャップ結
合を介した高速な細胞間情報伝達が重要な
役割を担うと考えられている。これまでに、
アストログリアや抑制ニューロン間の機能
的ネットワークにギャップ結合が寄与する
ことが明らかになったが、興奮性ニューロン
間のギャップ結合の役割については未だ不
明な点が多い。最近の形態学的研究から、海
馬 CA3 野苔状線維シナプスにおいて軸索間
および神経終末・樹状突起スパイン間にギャ
ップ結合が存在することが明らかになった。
しかしながら、脳内で初めて見つかった 2種
類のシナプス前部でのギャップ結合、すなわ
ち軸索および神経終末のギャップ結合のシ
ナプス伝達調節における機能的意義につい
ては不明な点が多い。 
ギャップ結合は細胞間の電気的カップリ
ングにより高速な細胞間情報伝達を可能に
する。脳内の細胞間情報伝達には神経伝達物
質やグリア伝達物質などの化学的伝達が重
要な役割を果たすが、ギャップ結合を介した
電気的伝達に比べて時間を要するなどの違
いがある。脳内におけるギャップ結合として、
これまでに（１）アストロサイト間および
（２）抑制性ニューロンの樹状突起間に形成
されるものが知られている。前者は広汎なカ
ルシウム波の伝播によるグリア・ニューロン
連関の調節に、後者は高速なニューロンの同
期的活動に寄与することが示されている。さ
らに近年になって、大脳皮質や海馬において
興奮性ニューロン間のギャップ結合が発見
され、その機能的意義が注目されている。脳
内では（１）アストロサイト間および（２）
抑制性ニューロンの樹状突起間のギャップ
結合が神経情報処理に重要な役割を果たす
ことが知られている。これに対し、興奮性ニ
ューロン間のギャップ結合の詳細な局在と
機能的意義についてはほとんどわかってい
ない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、最近の免疫組織や免疫電顕によ
る形態学的研究から存在が示唆されている
海馬 CA3 野苔状線維シナプスにおける二種
類のシナプス前部でのギャップ結合、すなわ
ち（１）軸索（苔状線維）間のギャップ結合
と、（２）神経終末（苔状線維終末）・樹状突
起スパイン間のギャップ結合の存在を機能
的に証明し、その生理的および病態生理的な
機能を明らかすることで、神経情報処理にお
けるギャップ結合の未知のメカニズムを解
明することを目的とした。申請者の開発した
単一神経終末エレクトロポレーション（電気
穿孔）法と、スライスパッチクランプ法によ
る電気生理学的解析を駆使して、興奮性ニュ
ーロンの軸索間ギャップ結合や神経終末ギ
ャップ結合の機能と局在について包括的に
理解することを目指した。 
 

３．研究の方法 
 マウス海馬スライス標本において、蛍光標
識による形態的解析と、パッチクランプ法に
よる機能的解析を行う。エレクトロポレーシ
ョン（電気穿孔）法を用いて単一軸索および
神経終末にギャップ結合を通過する小分子
の蛍光色素を効率よく導入し、近傍の軸索に
拡散するか、あるいはシナプス後部（樹状突
起スパイン）に拡散するか、を指標として、
軸索および神経終末ギャップ結合の分布や
細胞間カップリングの頻度（分布密度）を明
らかにする。また、電気生理学的な解析では、
シナプス伝達や可塑性、律動的同期活動に及
ぼすギャップ結合ブロッカーの影響を調べ、
これらのシナプス前部でのギャップ結合の
機能的意義について直接的に検討する。 
 海馬 CA3 野苔状線維シナプスは、脳内では
例外的に大型の神経終末を有し、近赤外線微
分干渉（IR-DIC）顕微鏡で視認し、パッチ電
極を直接押しあてることで、エレクトロポレ
ーション（電気穿孔）法により容易に単一苔
状線維終末と単一苔状線維軸索を蛍光標識
することが可能である（単一神経終末エレク
トロポレーション法；神谷温之,第 34 回日本
神経科学学会,2011,横浜）。ギャップ結合を
通過する Lucifer Yellow などの小分子の蛍
光色素を用いることで、（１）苔状線維軸索
間で色素カップリングがみられるか、（２）
CA3 野錐体細胞樹状突起スパインと神経終末
との色素カップリングがみられるかを検討
し、新たな神経細胞の構成因子としてのこれ
らのギャップ結合の存在を証明することを
試みる。また、これらのギャップ結合による
細胞間カップリングの頻度や、海馬内での部
位差（海馬内領域や中隔側頭軸における差
異）などについても調べる。また、発達に伴
うギャップ結合の頻度の変化があるかなど
について検討を行い、新たに見つかった興奮
性ニューロン間の軸索および神経終末ギャ
ップ結合の詳細な局在や分布についての体
系的な理解を目指した。 
 マウス海馬スライス標本において、CA3 野
苔状線維シナプス伝達の調節におけるギャ
ップ結合の役割を検討する。まず、代表的な
ギ ャ ッ プ 結 合 ブ ロ ッ カ ー で あ る
carbenoxolone（CBX）が EPSP（興奮性シナプ
ス後電位）および fiber volley（軸索の集合
活動電位）に及ぼす効果を調べる。また CBX
は特異性が低いことが指摘されていること
から、もう一つのブロッカーである
meclofenamic acid（MFA）についても同様の
検討を行う。MFAはCBXよりも特異性が高く、
また即効性で作用が可逆的なため（Nature, 
486:113-118, 2012）、ギャップ結合ブロッカ
ーとして優れていることが指摘されている。
CBX の効果のうち、MFA でも同様の効果がみ
られるかについて注意深く比較検討するこ
とで、シナプス前ギャップ結合が神経伝達の
調節に果たす役割を明らかにする。 
 



４．研究成果 
 まず、「シナプス間」ギャップ結合の機能
的意義について探求した。苔状線維シナプス
はこれまでグルタミン酸を介する情報伝達
を行う通常の化学的シナプスと考えられて
きたが、免疫組織化学的検索によりギャップ
結合構成タンパクであるコネクシン 36 の発
現がみられることから、電気的・化学的シナ
プスの混合型シナプスである可能性が指摘
されている。この「シナプス間」ギャップ結
合の機能的意義を調べる目的で、苔状線維シ
ナプス伝達に対するギャップ結合ブロッカ
ー（MFA）の効果を調べた。苔状線維刺激に
より CA3 野に生じるシナプス後電位は、MFA
投与により可逆的に抑制された。また、軸索
遠位部の興奮性を反映する逆行性集合活動
電位の可逆的増大もみとめられたことから、
苔状線維シナプスはグルタミン酸を介する
化学的伝達と、ギャップ結合を介する電気的
伝達を行う混合型シナプスである可能性が
示唆された。 
 また、軸索間ギャップ結合の存在を証明す
るために単一神経終末に蛍光色素を導入し、
複数の軸索間でギャップ結合が存在する可
能性について形態学的に検討を行った。近赤
外線微分干渉法により海馬スライス標本の
苔状線維線維終末を視認し、エレクトロポレ
ーション（電気穿孔）法により単一苔状線維
に蛍光色素を導入し、軸索間の色素カップリ
ングが見られるか否かについて検討を進め
ている。この実験を進める中で、視認した苔
状線維終末からガラス電極を通じて、極めて
分離のよい単一軸索終末の活動電位（軸索終
末ユニット記録）が可能であることが判明し
た。苔状線維は中枢軸索に典型的な通過型軸
索を構成することから、通過型軸索における
活動電位伝播の制御機構を検討する有用な
実験系となると考えられた。単一軸索終末か
らユニット活動電位を記録し、通過型軸索に
おける興奮伝播の安全率や興奮伝播の制御
機構に関する解析を進めた。単一軸索終末の
ユニット活動電位は、全か無かの法則に従い、
また電位依存性ナトリウムチャンネルブロ
ッカーのテトロドトキシンにより抑制され
たことから苔状線維軸索の多くは安全率の
高い高信頼性の神経情報伝達を行なってい
ることが確認された。通過型軸索終末である
海馬苔状線維軸索終末は高密度に電位依存
性ナトリウムチャンネルを発現し、伝導ブロ
ックのリスクを減らしていると考えられた。
軸索間ギャップ結合の存在する可能性を示
唆するスパイクレットが軸索終末から記録
されるかについても検証を進めていく。 
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