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研究成果の概要（和文）：本研究では、中枢神経系における新規細胞内カルシウム動因機構、一
酸化窒素(NO)依存的カルシウム(Ca2+)上昇のメカニズムと生理的役割の解明を目指した。マウ
ス小脳プルキンエ細胞において、NO 投与により細胞内 Ca2+濃度上昇が見られるが、これは細
胞内ストアからの Ca2+放出に依存する。さらに、この Ca2+上昇はシナプス可塑性を誘導する
神経活動によっておこり、Ca2+上昇の阻害によりシナプス可塑性も阻害された。したがって、
NO 依存的 Ca2+上昇のシナプス可塑性への関与が明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to examine the mechanism and functional 
role of nitric oxide-induce Ca2+ elevation in central neurons.  In mouse cerebellar Purkinje 
cells, application of nitric oxide (NO) induced intracellular Ca2+ levels, and the elevation 
was revealed to be dependent on Ca2+ release from intracellular store.  NO-induced Ca2+ 
increase was induced also by physiological patterns of neuronal activity which induces 
synaptic plasticity.  Furthermore, the condition which blocks NO-induced Ca2+ increase 
also impaired the synaptic plasticity.  There results indicate that NO-induced Ca2+ release 
is essential for the induction of synaptic plasticity in the cerebellum. 
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１．研究開始当初の背景 
Ca2+シグナルは極めて幅広い生命現象に関
与する細胞内シグナル因子であるが、中枢神
経系における生理的役割は多くの点が未だ
に不明である。申請者らが近年行った研究等
により、マウス小脳平行線維-プルキンエ細胞
シナプスにおいて、一酸化窒素(NO)シグナル

依 存 的 な シ ナ プ ス 可 塑 性 、 長 期 増 強
(NO-LTP)が見つかっている。さらにその後
の申請者自身の研究により、この平行線維シ
ナプス LTP がプルキンエ細胞内の Ca2+濃度
上昇に依存することが示唆され、NO シグナ
ルと Ca2+シグナルとのクロストークに着目
するに至った。過去に脂質二重膜を用いた実
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験系により、NO が或る種の Ca2+放出チャネ
ルの開口確率を上昇させることが示されて
おり、NO シグナルによるプルキンエ細胞内
の Ca2+放出チャネルの活性化が、ストアから
の Ca2+放出を介して LTP を誘導するという
仮説が考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) NO 依存的な Ca2+上昇への細胞内ストア
の関与 細胞内 Ca2+濃度は、細胞外からの流
入と細胞内ストアからの放出により上昇す
る。もしもプルキンエ細胞において、NO 依
存的な Ca2+放出チャネルの活性化が起こる
なら、細胞内ストアの機能が関与するはずで
ある。 
 
(2) Ca2+放出チャネルの同定 細胞内ストア
からの Ca2+放出を介するチャネルは２種類
に大別される。上述の脂質二重膜を用いた実
験の結果を参考に、この中で興奮性細胞で発
現するタイプのチャネル、特に骨格筋型サブ
タイプに着目し、薬理学的手法及び遺伝子改
変動物を用いて、チャネルのタイプを同定す
る。 
 
(3) 生理的役割の解明 NO 依存的な細胞内
Ca2+濃度上昇による NO-LTP の誘導は、本研
究計画の根幹となる仮説である。そこで、先
ず、LTP 誘導刺激により NO 依存的な Ca2+

上昇が生じることを示し、さらに、この Ca2+

上昇が阻害される条件では、NO-LTP も阻害
されることを示す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、マウス小脳急性スライス標本上
で、NO 供与体投与あるいは電気刺激により、
NO 依存的 Ca2+上昇およびNO-LTP を誘導し、
目的に応じて阻害薬もしくは遺伝子改変動
物を用いて、NO依存的 Ca2+上昇のメカニズム
と機能的役割の解明を目指した。 
 
(1) スライス標本の作製 マウス C57BL/6の
生後 24-45日齢の雄個体(ただし、Ca2+放出チ
ャネル欠損マウスは出生直後の個体)よりエ
ーテル麻酔化で小脳を摘出し、矢状断の急性
スライス標本(250 µm)を作製。 
 
(2) Ca2+イメージング パッチクランプ用ガ
ラスピペットより Ca2+蛍光指示薬として
Oregon Green 488 BAPTA-1(100 µM)を小脳プ
ルキンエ細胞に導入、成立型共焦点レーザー
顕微鏡を用いて、XYZ-T モードで１０秒ごと
に XYZ 画像を取得し、FluoView もしくは
Image-J によりシグナル強度の刺激前に対す
る変化率を解析。 
 
(3) 電気生理学的解析 ホールセルパッチ

クランプ法により小脳プルキンエ細胞より
電流を記録。平行線維を細胞外電極により刺
激し、興奮性後シナプス電流応答(EPSC)を記
録。10 分間安定した記録(変化率 2%/10 min
以下)が得られた後、LTP 誘導刺激を与え、
NO-LTP を誘導。 
 
４．研究成果 
NO シグナル依存的な細胞内ストアからの

Ca2+放出の分子機構と機能的役割の解明を目
標に、以下のような研究を行った。 
 
(1) 小脳プルキンエ細胞における NO シグナ
ル依存的な Ca2+上昇への細胞内ストアの関与  
脳神経系の細胞において実際に NO シグナル
により Ca2+放出が誘起されることを示すため、
マウス小脳急性スライス標本においてプル
キンエ細胞内の Ca2+イメージングを行い、NO
供与体投与が及ぼす影響を調べた。その結果、
NO シグナル依存的に顕著な Ca2+上昇が見ら
れた。この Ca2+上昇は細胞外からの Ca2+流入
に依存せず、その一方で、薬理学的処置によ
り細胞内 Ca2+ストアを枯渇させると消失する
ことから、Ca2+放出によるものであることが
示された。また、この Ca2+上昇は、可溶性グ
アニル酸シクラーゼには影響を受けず、還元
剤の細胞内投与により阻害されたことから、
タンパク質の S-ニトロシル化を介するもの
と考えられる。 
 
(2) NOシグナル依存的な Ca2+上昇を担う Ca2+

放出チャネルの同定 引き続き、この Ca2+放
出に関与するイオンチャネルの同定を試み
た。プルキンエ細胞での発現が知られている
Ca2+放出チャネルの特異的阻害薬の Ca2+放出
への影響を調べたところ、骨格筋型 Ca2+放出
チャネルの関与を示唆する結果が得られた。
さらに、この骨格筋型 Ca2+放出チャネル遺伝
子欠損マウス由来の小脳プルキンエ細胞で
は、NO 供与体投与による Ca2+上昇が完全に阻
害された。したがって、小脳プルキンエ細胞
における NO 依存的な Ca2+上昇は、骨格筋型
Ca2+放出チャネルを介した細胞内ストアから
の放出によるものであることが明らかにな
った。そこで私は、この NO シグナルによる
Ca2+放出現象を「一酸化窒素依存的 Ca2+放出」
(NO-induced calcium release; NICR)と名付
けた。 
 
(3) NICR の機能的役割の解明 NICR の小脳
NO-LTP への関与を調べるため、NICR を阻害
する薬物の NO- LTP への影響を調べたところ、
全ての薬物に対して阻害効果が認められた。
また、NICR は NO-LTP 誘導刺激により誘導さ
れる。さらに、神経型 NO 合成酵素欠損マウ
スにおいては、平行線維刺激による NICR と
ともに NO-LTP も阻害された。したがって、



NICR は神経活動依存的依存的に内因性の NO
合成酵素の作用を介して誘起される細胞内
Ca2+動因機構で、シナプス可塑性(NO-LTP)の
誘導に必要であることが明らかとなった。 
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