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研究成果の概要（和文）：単一細胞レベルでのペプチド放出とその神経回路修飾機構について終神経GnRH3神経系をモ
デルとして以下の研究を行った。①キンギョ嗅球を分散培養し、終神経GnRH3ニューロンとその神経修飾対象である嗅
球構成ニューロンを含んだ共培養系を作出した。②培養終神経GnRH3ニューロンに開口放出センサータンパク質を発現
させて分泌小胞移動と開口放出を解析した。③GnRH3による魚類中枢視覚神経回路の修飾を解析するため覚醒・不動化
状態のメダカから単一視蓋ニューロン活動を記録して局所光・運動刺激に対する受容野構造を解析すると共に、視蓋脳
室周囲ニューロンの興奮性がCa2+依存性K+電流により抑制されることを示した。

研究成果の概要（英文）：To understand peptide release from single peptidergic neuron and their 
neuromodulatory actions on their target neuronal circuit, we performed following studies using fish 
terminal nerve-GnRH3 peptidergic neurons as a model: (i) establishment of the co-culture system of 
terminal nerve GnRH3 neurons and olfactory bulbar neurons that receive neuromodulatory actions of GnRH3 
peptide by dissociating goldfish olfactory bulb. (ii) live-cell imaging of secretory vesicles transfer 
and their exocytosis from single cultured TN-GnRH3 neuron by exogenous expression of the fluorescent 
exocytotic sensor proteins, (iii) recording of visual stimuli (static/moving small objects)-induced 
single neuronal activity in in vivo from the optic tectum of immobilized medaka, and (iv) whole-cell 
patch-clamp recording of the enhancement of Ca2+-induced K+ current by GnRH3 peptide that will inhibit 
subventricular neuronal activities of the optic tectum.

研究分野： 神経生物学

キーワード： ペプチド放出　神経修飾　GnRH　細胞培養　live cell imaging　嗅球　視蓋
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１．研究開始当初の背景	 
生体内外の変化に動物が適応するため

には神経系の柔軟な制御が極めて重要で
ある。神経伝達効率やニューロンの電気的
興奮性を調節する神経修飾は、神経系の緩
徐かつ持続的制御に重要な役割を果たし
ていると考えられ、その多くには脳内のペ
プチド産生ニューロンが関わっている。代
表者は、 
①	 ペプチドニューロンはどのような発
火活動により何時何処からペプチドを放
出するのか？ 
②	 放出されたペプチドは感覚や行動を
司る神経回路をどのように修飾するか？ 
③	 ペプチドニューロンはどのような 
個体状況に応じて活動し、動物行動を調節
するのか？ 
を調べることで、ペプチドニューロンによ
る神経修飾が個体活動を柔軟に調節する
アルゴリズムの全貌を解明することを目
指して研究を展開している。 
これらに関する国内外の研究ではトッ

プダウン的にペプチド投与やペプチド遺
伝子のノックアウトが個体行動に及ぼす
影響を調べる研究がこれまで盛んに行わ
れてきたが、単一ニューロンにおけるペプ
チドの興奮分泌連関から放出されたペプ
チドが神経回路情報処理において果たす
役割までを実験生理学的に検証した研究
は殆ど存在しない。代表者は、魚類性行動
の動機付け等に関与すると考えられてい
る終神経（TN）-GnRH3 ペプチドニュー
ロンが脳内で容易に同定可能な細胞塊を
形成していることに着目し、単一ペプチド
ニューロンが示す自発発火活動生成機構
とその自己/傍分泌性調節機構を解明した
(Abe&Oka,  1999,2000,2002)。そして「単
一ペプチドニューロンの発火頻度やパタ
ーンの変化は、細胞体や神経突起など細胞
局所によって異なるペプチド放出を誘起
し て 投 射 す る 脳 領 域 の 興 奮 性 を
differential に調節する」という作業仮説
を 立 て 、 こ れ を 検 証 す る た め に
TN-GnRH3 ニューロンの形態・発火特性
を生体外で平面上に再構成した単離培養
系を作出し（Abe&Oka, 2009）、更に各種
開口放出関連分子と蛍光タンパク質の融
合遺伝子を導入・発現させライブセルイメ
ージングを行う等、独自の実験系を開発・
使用してペプチド開口放出の解析を進め
てきた。一方で放出されたペプチドによる
神経回路修飾について、嗅覚の一次中枢で
ある嗅球におけるシナプス伝達が
GnRH3・ドーパミンにより修飾され、幅
広い匂い刺激に対する応答感度が調節さ
れ る 可 能 性 を 示 し た (Abe,Kawai
ら,2010,2012)。そして共同研究の結果と併
せて嗅覚・視覚等、中枢感覚神経回路に対
してGnRH3が如何なる神経修飾作用を示
すのか、その細胞〜神経回路レベルでの制

御メカニズムを総合的に解析することを考
えた。 

２．研究の目的	 
本申請では代表者が H24 年より独立した

研究グループを率いる立場になったのに伴
い、従来別個に進めてきた上述の①・②に対
する研究を統合しペプチドニューロンから
放出された修飾ペプチド(GnRH3)が中枢神
経系の情報処理に及ぼすメカニズムを、①新
たに培養 TN-GnRH3 ニューロンと神経修飾
対象である嗅球神経回路の共培養系を作製
して、単一ペプチドニューロンからの開口放
出そのものとペプチド放出が局所神経回路
におよぼす修飾の様子とを同時記録・解析す
ること、②メダカを用いて TN-GnRH3 ニュ
ーロンから放出された GnRH3ペプチドによ
る視覚神経回路（視蓋）の修飾作用を解析す
ることで、単一ニューロンから個体に至る
様々なレベルにおける GnRH3ペプチドによ
る神経修飾機構の解明を目指した。 

３．研究の方法	 
①	 キンギョ嗅球・TN-GnRH3 ニューロン	 
共培養系の樹立	 
従来 TN-GnRH3 ニューロンの単離培養系を
作製するために用いてきたドワーフグラミ
ーに比べて圧倒的に細胞数が多い（50 個以
上）､キンギョの嗅球を取り出して分散培養
を作製した。これによって GnRH3 ペプチドに
よる神経修飾の対象である嗅球神経回路の
ネットワーク中に TN-GnRH3 ニューロンが点
在する、ペプチドニューロンとその修飾対象
である嗅球構成ニューロンによる神経回路
を生体外で再構成した共培養系の作製を試
みた。	 

②	 培養 TN-GnRH3 ニューロン活動変化による
ペプチド分泌小胞移動・開口放出のライブ
イメージング	 
①で開発したキンギョ嗅球・TN-GnRH3 ニュ
ーロン共培養系中の TN-GnRH3 ニューロンに、
単一細胞エレクトロポレーション法を用い
て培養開口放出に応じて蛍光強度が変化す
るシナプトフルオリンなど様々な蛍光蛋白
質を導入・発現させた。そして培養 TN-GnRH3
ニューロンの活動変化に応じた、細胞体から
開口放出部位への分泌小胞移動と開口放出
の様子を蛍光ライブセルイメージングによ
り記録し、その動態を解析した。	 
また TN-GnRH3 ニューロンから放出された
GnRH3 ペプチドが神経修作用を及ぼす対象で
ある嗅球神経回路（僧帽細胞・顆粒細胞）に
及ぼす影響を､Ca2+イメージングによる複数
ニューロン活動の同時記録や僧帽細胞のパ
ッチクランプ記録によって明らかにするこ
とを試みた。	 

③	 メダカ視覚系ニューロンの応答特性	 
に対する GnRH3 ペプチドの修飾作用	 

魚類視覚一次中枢である視蓋には嗅球と



 

 

並んで TN-GnRH3 ニューロンからの神経線

維が密に投射している。メダカでは視覚依

存的な配偶者選択行動に TN-GnRH3 ニュ
ーロンが関与することが近年分子行動学

的研究から示唆され、また他の魚種や両生

類において視蓋シナプス伝達が多様な脳

内ペプチドにより修飾され、外界の知覚〜

認知〜行動に影響を与えることが示唆さ

れている。ところがメダカでは眼への視覚

刺激に対する網膜及び視蓋レベルでの単

一ニューロンの応答特性（受容野特性など）

が in	 vivo状態で解析された例がなかった。

そこで覚醒・不動化状態のメダカに様々な

視覚刺激を提示し、その際に得られる神経

応答を電気生理学（網膜電図、細胞外ユニ

ット電位記録等）的に記録・解析する実験

系の開発を行った。さらにマルチバレル電

極によって記録ニューロン近傍に電気泳

動的にGnRH3ペプチド注入を行う事によっ

て、in	 vitroで明らかとなっている GnRH3

ペプチドによる視蓋ニューロンの神経修

飾作用が単一視蓋ニューロンの視覚応答

特性に如何なる影響を及ぼすのか明らか

にすることを試みた。	 

	 
４．研究成果	 
①	 キンギョ嗅球ニューロン・	 
TN-GnRH3 ニューロン共培養系の樹立	 
キンギョ嗅球を生体外に取り出して酵素
および機械的処理によって構成細胞を分
散させた後、poly-L-lysine コートしたカ
バーガラス上に撒いて位相差顕微鏡下で
観察すると、多数の小型細胞(直径 3〜
15µm)の中に少数の大型細胞(直径 20〜
45µm)が散在していた。これらの細胞は培
養開始から 3〜4 日後にはカバーガラス面
上で互いに神経突起を伸ばして神経回路
を形成し、神経細胞マーカーである
MAP2a+b 抗体に対して免疫陽性反応を示し
た。また MAP2a+b 陽性の小型細胞の多くは
GABA ニューロンマーカーである GAD64/65
抗体に対して免疫陽性を示したことから、
これらの小型細胞の大半は GABA 産生ニュ
ーロンである顆粒細胞で、一部が僧帽細胞
であることが示唆された。	 
一方で大型細胞は MAP2a+b 抗体陽性かつ
TN-GnRH3ニューロンが産生するGnRH3ペプ
チドに対する抗体で免疫陽性反応を示し
た。さらに大型細胞は in	 vivoの TN-GnRH3
ニューロンと同様に周囲の神経細胞に対
し複雑に分枝した神経突起を広範囲に伸
長させると共に、規則的自発発火活動を示
した。以上から神経修飾作用を示す
TN-GnRH3 ペプチドニューロンを生体内と
類似した特性を維持したまま、その神経修
飾作用を及ぼす対象となる神経回路の中
に散在させた初代共培養系を樹立するこ
とができた。	 

②	 培養TN-GnRHニューロン活動変化によるペ
プチド分泌小胞移動・開口放出の	 
ライブイメージング	 
①で樹立したキンギョ嗅球ニューロン・
TN-GnRH3 ニューロン共培養系を使用して、共
培養中に散在する TN-GnRH3 ニューロンに分
泌小胞膜構成タンパク質SynaptobrevinとpH
感受性 GFP の融合タンパク質である Super	 
Ecliptic	 SynaptopHluorin(SpH)遺伝子を組
み込んだ発現プラスミドを単一細胞エレク
トロポレーション法により遺伝子導入・発現
させた。これにより開口放出を小胞内の pH
変化に伴う SpH 蛍光強度変化として検出する
ことを試みた。当初CMVプロモータ下流にSpH
遺伝子配列を組み込んだプラスミドを導入
しても全く SpH 遺伝子発現がえられなかった
が、メダカβアクチンプロモータ制御下で
SpH を発現するように変更したところ、遺伝
子導入から 1〜3 日後に SpH 遺伝子発現によ
る斑点状の緑色蛍光が培養 TN-GnRH3 ニュー
ロン細胞体・神経突起全体にわたって観察さ
れた。SpH を発現した TN-GnRH3 ニューロンは
他の小型ニューロンの細胞塊に向かって神
経突起を伸長させており、逆に他の小型ニュ
ーロンが SpH を発現した TN-GnRH3 ニューロ
ンの神経突起周辺に凝集する様子も観察さ
れた。	 
これらSpHを発現した培養TN-GnRH3ニュー
ロンを用いて蛍光タイムラプスイメージン
グを行った結果、薬理的な脱分極刺激に伴っ
て細胞体および神経突起で蛍光強度が一過
性に増大した。細胞体と神経突起における脱
分極刺激に伴う SpH 蛍光強度変化を比較した
ところ、細胞体に比べ神経突起の方が蛍光強
度の減衰時間が長くなる傾向にあり、開口放
出が単一ニューロン内で異なる推移を示す
可能性が示された。また細胞外液の Ca2+濃度
をゼロにした Ca2+-free 条件で同様の実験を
行ったところ、細胞体・神経突起における脱
分極刺激による SpH 蛍光強度の増大が消失し
た。これらの結果から SpH 蛍光強度変化が培
養 TN-GnRH3 ニューロンの開口放出を反映し
ており、さらに細胞外 Ca2+流入が細胞体から
の開口放出に重要であることが示唆された。
ここまでの結果をまとめて論文を投稿して
いる。	 
さらに(i)TN-GnRH3 ニューロンの神経突起
において SpH によって標識された分泌小胞が
神経突起内を間歇的に移動している様子が
観察され、その移動スピード・拡散係数が活
動依存的に増大すること、神経突起途中の特
定の領域で開口放出が活動依存的に増大す
ることを示唆するデータが得られた。この結
果は今回樹立した実験系が神経ペプチドの
開口放出現象そのものを検出するだけでな
く、ペプチドを含んだ小胞が開口放出部位に
輸送されるメカニズム等の解析にも有用で
あることを示唆すると思われる。また、(ii)
共培養中の嗅球ニューロンネットワーク活
動を蛍光Ca2+指示薬QuestFluo8を用いたCa2+



 

 

イメージングによって同時記録したとこ
ろ、培養内の嗅球ニューロンが神経活動に
由来すると考えられる自発的な Ca2+オシレ
ーションを示すこと、そして多細胞間で
Ca2+オシレーションの同期が生じることを
計測することが出来た。同様の培養嗅球ニ
ューロンにおける自発的 Ca2+オシレーショ
ンとその同期はほ乳類副嗅球の初代培養
においても報告されており、また in	 vivo
実験においても匂い刺激に応じた嗅球誘
起脳波のオシレーションが報告されてい
る。そこでこの Ca2+オシレーションとその
同期を指標にGnRH3投与前後で活動変化を
解析することで神経回路レベルでの GnRH3
による神経修飾作用の解析を続けている。
残念ながら培養 TN-GnRH3 ニューロンのみ
を特異的に刺激した条件で周囲の嗅球ニ
ューロン活動に与える影響を解析するま
でには今回の研究では至らなかったが、培
養 TN-GnRH3 ニューロン細胞体の電気刺激
により発火活動を任意のタイミング・頻度
で誘起させることに成功しているため、今
後、共培養中の TN-GnRH3 ニューロンから
放出された GnRH ペプチドによる神経修飾
作用を直接計測する予定である。	 
以上の結果から今回の研究で樹立した実
験系を用いることで、神経ペプチドの開口
放出のみならずペプチドニューロン内で
の分泌小胞輸送〜開口放出〜放出後の神
経回路に対する神経修飾作用といった
様々な細胞神経生理学的現象を同一標本
を用いて解析することが期待でき、以降の
研究を発展させる基盤を構築することが
出来た。	 

③	 メダカ視覚系ニューロンの応答特性	 
に対する GnRH3 ペプチドの修飾作用	 
メダカ（dr-R 系統ならびに市販のヒ

メダカ）頭蓋骨の一部を切除して視蓋を
露出した状態で筋弛緩剤により不動化さ
せたメダカを、口から鰓にかけて絶えず
新鮮な水が供給されるようにした状態で
体右側面のみを透明で外部が見えるよう
にした記録用アクリル水槽内に固定した
（他三方向は遮光状態にした）。この状態
でメダカ右側面（水槽外）に位置するス
クリーン上に様々な視覚刺激を液晶プロ
ジェクターによって投影した。そして視
蓋表層よりガラス電極（直径 1μm前後）
を刺入し、スクリーン面上で透明アクリ
ル棒の先端についた小さな物体（５°四
方、単位：視角）を走査しながらマニピ
ュレータ操作によって電極刺入深度を微
調節することで視覚刺激応答を示す単一
神経活動を探索した。単一神経応答が得
られた後はプロジェクターを用いてスク
リーン全面の背景光（42°ｘ56°）の
ON/OFF や、視野局所（1.75°～7°）
における光の ON/OFF（局所“ON”刺激
/局所“OFF”刺激）を呈示し、それらに

対する応答を記録・解析した。その結果メ
ダカ視蓋ニューロンは、①背景光の
ON/OFF、局所“ON”刺激、局所“OFF”
刺激に対して応答し、②背景光および視野
局所における光の“OFF”よりも“ON”
に対して応答する傾向があること、③7〜
14°程度の同心円状受容野構造をもつこ
と、さらに④運動方向選択性を示すニュー
ロンも存在することが示唆された。この実
験系を用いることで、大きさ・運動方向・
速度・形を系統的に変化させた様々なプロ
グラム刺激に対する応答や、視蓋内で存在
している場所・受容野の大きさ等の違いに
よって視蓋ニューロンが分類し、メダカ単
一視蓋ニューロンの視覚生理学的特性の解
析を行うことが可能となった。しかしなが
ら、これらのどの特徴が GnRH3ニューロ
ンによって修飾されるのか解析するところ
までは研究を進めることが出来なかったた
め、引き続き研究を継続している。 
一方、連携研究者の研究室に所属する研

究協力者との共同研究により、GnRH3 投
与によって、視蓋脳室周囲ニューロンにお
いて Ca2+活性化 K+電流が賦活化すること
によって同ニューロンの興奮性が抑制され
ることが in vitro実験によって明らかとな
った（Umatani、Abeら、2015）。 
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