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研究成果の概要（和文）：本研究は樹状突起スパインの形態変化による機械的刺激が、シナプス後部から前部へ
と可塑性情報を伝達する可能性について検討した。まず、シナプス前部機能をFRET法により定量化する蛍光プロ
ーブを開発し評価を行った。このプローブ(iSLIM)によってシナプス前部機能の指標であるSNARE複合体形成を検
出し、シナプス前部機能を評価できることを海馬培養スライス標本において我々は示した。
次にsucrose高浸透圧刺激などの機械的刺激がプレシナプスに加わった際のシナプス前部機能の変化をこの機能
プローブを用いて評価した。その結果、機械的刺激によりシナプス前部機能の変化が生じるという結果を得た。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether the synaptic plasticity information can be 
transmitted from post-synaptic to pre-synaptic sites by mechanistic stimulation of presynaptic 
membrane. First, we developed a fluorescent probe (iSLIM) which can quantitate presynaptic function 
using FRET method. Then we examined it in rat hippocampal slice CA1 area. We could detect 
accumulations of SNARE complexes which are the indicator of the presynaptic function in Schaffer 
collateral synaptic boutons using this probe. 
    Next, we evaluated the difference of presynaptic function after mechanistic stimulations such as
 high-osmotic pressure, using this functional probe. The results showed that the mechanistic 
stimulations for the presynaptic site cause an increase of presynaptic function.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞の軸索終末をプレシナプス、これに
相対する樹状突起側をポストシナプスと呼
ぶ。このプレシナプスに TRPV4 や TREK1
などの機械的な刺激によって活性化するイ
オンチャネル(mechanosensitive channel)が
存在することが知られている。中枢神経の海
馬 や 大 脳 皮 質 軸 索 終 末 に 存 在 す る
mechanosensitive channel の意義は十分に
明らかになっていない。 
  一方研究代表者の所属するグループでは、
海馬培養スライスにおいて、ポストシナプス
（樹状突起スパイン）にケイジドグルタミン
酸の２光子アンケイジングでグルタミン酸
を局所投与する方法を開発した。刺激後樹状
突起スパインは～200%にも達する非常に大
きな体積増加を示し（一過性相）、その後 5-10
分程度で 50～100%程度の体積増加に戻り安
定する（長期相）（ Matsuzaki, M  et 
al.,(2004) Nature.）。このような体積増加の
onset は刺激開始後 10 秒以内と極めて速く、
シナプス可塑性（長期増強）の際生じるこの
ような急速な体積増加がもたらす機械的刺
激による作用については、これまでほとんど
研究がなされていない。 
今回我々は、樹状突起スパインの体積増加

がプレシナプス機能に機械的刺激により影
響を与えうるか否かを検討することを試み
た。電子顕微鏡を用いたシナプス形態に基づ
く研究によるとプレシナプスとポストシナ
プスの機能は相関しているとされる (Harris, 
KM, (1989) J. Neurosci.)。従って、シナプス
可塑性が生じた場合、いずれかの時点でポス
トシナプスからプレシナプスへシナプス可
塑性の情報が伝達される。ポストシナプスか
らプレシナプスのコミュニケーションがど
のようにして達成されているかは現在残さ
れた課題である。我々はシナプスの機械的刺
激を介した逆行性シナプス情報伝達の可能
性について今回検討した。 
 
２．研究の目的 
（１）プレシナプス機能を定量する新規プロ
ーブの開発と評価 
プレシナプス機能を評価するためには、実際
に軸索線維を活動させ、シナプス後部におい
て神経伝達物質放出を検出することによっ
て行うことができる。しかしながら、この方
法では放出確率を計算するために十分な回
数の刺激を繰り返す必要がある。我々のグル
ープではプレシナプスの神経伝達物質放出
確率と相関するSNARE複合体形成を定量化
するイメージングプローブを開発すること
によって、リアルタイムにプレシナプス機能
を評価することを試みた。 
 
（２）機械的刺激を加えたときのプレシナプ
ス機能の変化の検討 
ラット海馬培養スライス錐体細胞樹状突起
において、高浸透圧刺激、光依存的にスパイ

ン形態可塑性を誘導する融合タンパク質で
ある PA-rac によるスパイン体積増加、シナ
プス可塑性刺激によるスパイン体積増加な
どの方法を用いてプレシナプスに機械的刺
激を加え、プレシナプス機能の変化を調べる。
これにより機械的刺激による逆行性情報伝
達が存在するか否か、またその特性を明らか
にできると我々は考えた。 
 
３．研究の方法 
（１）カルシウム測定実験系の確立 
標本としてラット海馬培養スライスを用い、
カルシウム検出タンパク質 G-CaMP6s を CA1
錐体細胞に Gene gun を用いて発現させ、
Schaffer プレシナプス線維をガラス電極で
刺 激 し た 。 も し く は CA3 領 域 に AAV 
(adeno-associated virus) ベクターを用い
て ChR2 (チャネルロドプシンタンパク質)を
発現させ光刺激によってプレシナプス線維
を活動させた。スパインの 2光子カルシウム
イメージングによって反応のあるスパイン
の可塑性刺激による放出確率(Pr)変化を定
量した。 
 
（２）シナプス小胞 SNARE 複合体を検出する
プローブによる Pr 変化の有無の検討。 
シナプス小胞においてSNARE複合体形成が促
進されることにより Pr が上昇する。プレシ
ナプスにおいて、SNARE 複合体を検出する
FRET (Foster resonance energy transfer)
効果を利用するプローブを我々のグループ
では開発することとした。具体的には形質膜
上に発現する Syntaxin1A 分子に蛍光タンパ
ク質 mTurquoise を融合し、シナプス小胞膜
上に発現する VAMP2 分子に蛍光タンパク質
venus を融合して同一神経細胞軸索において
発現させた。海馬培養スライスにおけるプレ
シナプス線維においてSNARE複合体が形成さ
れた場合、FRET によって蛍光寿命が短くなる
ため、リアルタイムで SNARE 複合体の形成を
評価することが可能であった。 
 
（３） 機械的刺激による Pr 変化の有無の
検討。 
機械的刺激の一例としてSucrose高張液吹き
かけによってプレシナプスに機械的刺激を
導入して Pr が変化するか否かを検討した。
吹きかけはスライス表面からマイクロガラ
スピペットを用いて実施した。 
 
（４）機能的なシナプス結合の有無の検討 
ポストシナプスとプレシナプスを異なる蛍
光色素で標識し、2 光子顕微鏡で観察するこ
とにより、両者がオーバーラップする部分に
プレシナプス機能の高い部分があるか否か
を検討した。 
 
 
 
 



４．研究成果 
（１）プレシナプスプローブの開発と評価 
我々はまず、プレシナプス機能を定量化する
蛍光プローブを開発し培養海馬スライス標
本において評価を行った（図１参照）。この
プローブ(iSLIM)は神経伝達物質放出確率に
相関するSNARE複合体形成を検出するために、
それぞれ蛍光分子に融合された syntaxin 分
子と VAMP2 分子で構成される。融合された蛍
光分子の FRET を検出することによりシナプ
ス前部機能が評価できるか否かを検討した。
海馬培養スライス標本 Schaffer 側枝軸索線
維においてシナプス前部機能をこのプロー
ブを用いて可視化してみると、シナプス前部
のふくらみ(synaptic bouton)の一部分に
SNARE 複合体形成の高い箇所が存在すること
がわかった。これは電子顕微鏡によるプレシ
ナプス構造を可視化した場合と類似の位置
であった。また、スパイン頭部体積とそのス
パインに対応するシナプス前部機能は比例
的な関係を有していた。さらに、シナプス後
部局在タンパク質 PSD95 と、シナプス前部機
能は、近接して局在することが観察された。
以上からこのプローブは神経細胞形態をよ
く保存する培養海馬スライス標本において
シナプス前部機能を表示していると考えら
れた。 
 海馬 CA1錐体細胞に結合するプレシナプス
の場合はシナプス小胞の開口放出刺激前か
ら SNARE 複合体形成が生じているが、インシ
ュリンを放出する膵臓ベータ細胞では複合
体形成は刺激前は生じていないことがこの
プローブを用いて明らかとなった。すなわち、
海馬シナプスにおいてシナプス小胞の開口
放出が刺激後非常に素早く行われる仕組み
が可視化された。 

 
（２）機械的刺激によるプレシナプス機能変
化の評価。 
300 mM sucrose を用いた高浸透圧溶液を吹き
かけることにより機械的な刺激を神経組織
に与えた。そのときの変化を継時的に観察し
たところ、刺激直後からの急激な SNARE 複合
体形成上昇が観察された。 
また、シナプス可塑性刺激等によるスパイ

ン体積増加などの機械的刺激が生じた際の
シナプス前部機能の変化をこの機能プロー
ブを用いて評価を行っている。予備的な結果

では、シナプス可塑性刺激によるスパイン体
積増大時、あるいは PA-rac によるスパイン
体積増大時にそれに伴うプレシナプス機能
の上昇が観察された。 
 
（３）スパイン細胞骨格制御タンパク質
cofilin によるシナプス可塑性制御の解明。
シナプス可塑性情報が、一つのスパインから
プレシナプスに伝達される可能性を上記で
は検討しているが、同時にスパインから他の
スパインに可塑性情報が広がる可能性を解
析することも同時に進めた。これは、スパイ
ンの体積増大に至る分子シグナル伝達の理
解がプレシナプスに機械的刺激を与える過
程の理解に不可欠だからである。解析の結果、
樹状突起上の、シナプス可塑性刺激による細
胞骨格制御タンパク質cofilinのリン酸化が
可塑性情報を制御していることが明らかに
なった。すなわち、脱リン酸化 cofilin を神
経細胞内に潅流することで、スパイン収縮が
惹起された。一方シナプス長期増大刺激によ
るスパイン体積増大の際にはリン酸化
cofilinが30分以上にわたって滞留すること
を示すことができた。これを取りまとめて論
文報告した(Noguchi, et al. (2016) Sci. 
Rep.)。 
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