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研究成果の概要（和文）：刺激によって細胞が興奮すると、軸索終末部に存在するCa2+チャネルからCa2+が流入するこ
とによってシナプス小胞が細胞膜と融合し、神経伝達物質が細胞外へと放出され（開口放出）、これによって神経細胞
間の情報伝達が行われる。開口放出やその後のエンドサイトーシスに重要な役割を持つCa2+チャネルのサブタイプを同
定したり、開口放出前後の関連タンパク質の動態を明らかにすることによって、シナプス前部におけるシナプス小胞サ
イクルについて新たな知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：When the neuron is activated, Ca2+ flows into the presynaptic terminal through 
Ca2+ channels, and neurotransmitter is released by the fusion of synaptic vesicles with the plasma 
membrane (exocytosis), and the information is transmitted from cell to cell. We identified the subtypes 
of Ca2+ channels mediating exocytosis and the following endocytosis. The kinetics of the vesicular 
proteins that mediate exocytosis was also examined. These studies provides new insights to the synaptic 
vesicle cycle at the presynaptic terminal.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 
申請者の所属する研究室は、主に電気生理
学的手法を用い、ラットやマウスの脳幹聴覚
伝導路に存在する脳幹聴覚系カリックス型
シナプスを標本として伝達物質放出機構の
解明を進めてきた(Sakaba and Neher, 2001; 
Sakaba et al., 2005; Wadel et al., 2007; 
Hosoi et al., 2009)。シナプス前終末である軸
索終末部において、シナプス小胞は伝達物質
放出部位への動員、伝達物質放出への分子的
準備（プライミング）、形質膜への融合と伝
達物質の細胞外への放出、エンドサイトーシ
スによる小胞の再回収、伝達物質再充填と小
胞再利用への準備、といった一連のサイクル
を経て再利用されると考えられる（図 1）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ シナプス小胞サイクルの模式図 
 
この一連のサイクルにおける関連タンパ
ク質の動態は、神経シナプスにおいては電気
生理学的な手法によって間接的に証明され
ている段階であり、申請者の研究室もそれに
寄与している（Sakaba et al., 2005）が、そ
の時空間的分布、動態を直接可視化する研究
は、まだ行われていない。 
一方で、神経伝達物質放出部位は Ca2+チャ
ネルが集積しており、そこへのシナプス小胞
の接着が素早い神経伝達を行うカギを握る
可能性がある(Midorikawa et al., 2007)。幼
若期(生後 10 日以前)の脳幹聴覚系カリック
ス型シナプスには複数のタイプの Ca2+チャ
ネルが存在しており、それぞれの Ca2+チャネ
ルの開口放出に対する寄与は証明されては
いる（Wu et al., 1999）が、開口放出後のエ
ンドサイトーシスに対する寄与は分かって
いない。 

 
２．研究の目的 
 本研究は①開口放出関連タンパク質の神
経シナプス前終末における動態、②複数の異
なるタイプの Ca2+チャネルの開口放出サイ
クルに対する役割、を検証することを目的と
すした。ラットやマウスの脳幹聴覚系カリッ
クス型シナプスを主たる標本とし、神経伝達
物質放出メカニズムに関して、関与する Ca2+

チャネルのサブタイプの同定と、開口放出タ
ンパク質の可視化によって明らかにするこ
とを目的とした。 
 

３．研究の方法 
 標本としてラット、マウスの脳幹聴覚系カ
リックス型シナプスのシナプス前終末のス
ライス標本を使用する。カリックス型シナプ
ス前終末に存在するシナプス小胞タンパク
質であるシナプスタグミンを pH 感受性蛍光
物質の cypHer によって蛍光標識する。シナ
プス小胞内は細胞外に比べて酸性状態であ
るので、シナプトタグミンの動態をシナプス
小胞内外の pH の差を利用することによって
測定し、開口放出関連タンパク質が開口放出
後にどのように再取り込みされるのかを明
らかにする。 
また、カリックス型シナプスには複数の異
なるタイプの Ca2+チャネルが存在するが、そ
れぞれの Ca2+チャネルが個々の Ca2+チャネル
を阻害した際にシナプス小胞サイクルのど
の段階に変化が生じるのかを調べる。カリッ
クス型シナプスのシナプス前終末は膜容量
測定法によって開口放出に伴う細胞形質膜
の面積変化を測定することが可能な標本で
ある（Sun & Wu, 2001; Sakaba, 2005）。カ
リックス型シナプスのシナプス前終末にホ
ールセルパッチクランプ法を適用し、異なる
種類の Ca2+チャネルを阻害した状態で脱分極
刺激を与え、開口放出にともなう膜容量の増
加、エンドサイトーシスに伴う膜容量の減少
の時間経過に対してどのような作用がある
のかを調べる。 
 
４．研究成果 
 ラットカリックス型シナプスにおける異
なるサブタイプのカルシウムチャネルがエ
ンドサイトーシスに果たす役割について、膜
容量測定法を用いて調べた。実験の結果、幼
若期においては３種類のカルシウムチャネ
ル（P/Q 型、N型、R型）のうち主に R型がエ
ンドサイトーシスを制御しており、非常に強
い刺激を与えた場合にのみP/Q型によって制
御されるエンドサイトーシスが顕著に表れ
ることが明らかになった。また、成熟期にな
るとエンドサイトーシスの制御機構が変化
し、P/Q 型カルシウムチャネルによって制御
されるエンドサイトーシスが支配的になっ
た。この成果は論文として発表した 
(Midorikawa et al., 2014、図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図２ Ca2+チャネルと開口放出部位、エンド
サイトーシス部位との位置関係の模式図。
Midorikawa et al., 2014 より。 
 
 また、シナプス小胞タンパク質の一種であ
るシナプトタグミンを蛍光標識した抗体
(syt2-cypHer)で蛍光標識（図３）し、膜容
量測定法と光学的測定法を組み合わせるこ
とによって、開口放出後にシナプス小胞膜と
シナプス小胞タンパク質がそれぞれどのよ
うに細胞内へと取り込まれるのかを測定す
ることを試みた。実験の結果、刺激強度が弱
い場合にはシナプス小胞膜とsyt2-cypHerの
細胞内への取り込みの時間経過はよく一致
するが、カルシウム結合タンパク質であるカ
ルモジュリンの働きを阻害すると、
syt2-cypHer の取り込みの時間経過のみが遅
くなることが分かった。一方、刺激強度が強
い場合にはsyt2-cypHerが取り込まれた細胞
内構造体の酸性化が遅いことが示唆された。
刺激の強度に応じてエンドサイトーシスさ
れて取り込まれる膜構造の大きさやその分
子構成が異なる可能性が考えられ、これらの
実態について今後さらに詳細な実験を行う
ことで小胞膜、および小胞膜タンパクのサイ
クルの実態について、新たな知見が得られる
ことが期待できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ syt2-cypHer によって蛍光標識したス
ライス標本内におけるカリックス型シナプ
ス前終末 
 
 光学的測定法に関しては、細胞膜直下のみ
を観察できる全反射蛍光顕微鏡(図４)をカ
リックス型シナプス前終末の単離標本に適
用し、単一シナプス小胞の開口放出、および
開口放出前のシナプス小胞動態の可視化に
成功した（図５）。単一シナプス小胞の開口
放出部位、および開口放出前のシナプス小胞
の動態を可視化することによって、これまで
明らかになっていないドッキングやプライ
ミングといった開口放出の前段階の動態を
調べることが可能になると期待できる。 
 
 

 
 
図４ 全反射蛍光顕微鏡 
細胞膜直下（約 100nm 以内）のシナプス小胞
（緑）のみに励起光を照射することができる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ シナプス小胞を FM1-43 で蛍光標識し
たカリックス型シナプス前終末の全反射蛍
光顕微鏡像 
 
 これらの研究によって、シナプス小胞の開
口放出、その後のエンドサイトーシスによる
細胞内への再取り込み、その後の再利用に至
るまでの実態を明らかにすることに貢献で
きると考える。 
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