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研究成果の概要（和文）：中枢神経系の神経細胞の軸索およびその終末は、サイズが小さいために直接的な機能
解析が難しく、不明な点が多く残されている。本研究では、微小な軸索終末からの直接パッチクランプ記録技術
と、神経伝達物質の局所光活性化技術を組み合わせることで、軸索や軸索終末で情報伝達がいかに動的に調節さ
れるかを明らかにした。特に、運動の調節をになう小脳のプルキンエ細胞や顆粒細胞の軸索終末からの伝達物質
放出の動的制御メカニズムを同定した。

研究成果の概要（英文）：Physiology of an axon and its terminals in the central nervous system 
remains elusive because of the difficulty to analyze the small size of structures. In this project, 
we clarified the dynamic regulation mechanism of information processing in the axon and terminals by
 using the direct patch-clamp recording technique together with local activation of transmitter by a
 spot laser illumination method. Specifically, we analyzed dynamic regulation mechanisms to control 
transmitter release from terminals of Purkinje cells and granule cells which mediate fine motor 
control. 
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞は樹状突起・細胞体で他の細胞か

らシナプス入力を受けて統合し、その結果を
活動電位に変換して軸索を介して終末まで
伝播させ、そこで別の神経細胞へシナプス出
力する。この神経細胞における情報伝達様式
のうち、情報を受容する細胞体-樹状突起での
入力統合メカニズムについては近年かなり
研究が進み、その非線形的な情報処理メカニ
ズムと機能的意義が明らかにされてきた。一
方、軸索はその起始部で発生した活動電位を
忠実かつ高速に伝達する単純な導線である
と一般に考えられているが、実際には技術的
限界によりその正誤は定かではない。それは、
軸索・終末が、通常１マイクロメートル程度
の大きさで、1 ミリ秒以下で活動電位を発
生・伝播する高速機能・微細構造部位である
ことに起因する。 
軸索終末部は一般に小さいためパッチク

ランプ法適用は困難だが、例外的に比較的大
きなげっ歯類聴覚系のカリックス型シナプ
ス前部や海馬の苔状線維の末端などを用い
て、興奮性ニューロンの軸索終末の電気的な
興奮性やシナプス小胞放出の制御メカニズ
ムなどが明らかにされてきた。一方、抑制性
ニューロンの軸索終末に関しては、直接パッ
チクランプを適用できる系が無かったため、
その性質はほとんど分かっていなかった。そ
こで、私たちは初代分散培養した小脳プルキ
ンエ細胞の軸索およびその終末から、直接パ
ッチクランプ記録することに挑戦し、そこで
の伝達物質放出の制御メカニズムを解析す
ることに成功した（Kawaguchi and Sakaba, 
2015）。プルキンエ細胞は小脳皮質における
情報処理を集約して小脳核などへ出力する
唯一の細胞であり、その GABA による抑制性
出力は動物の運動を精妙に調節する重要な
役割を担う(Ito, 2006)。その終末からの直接
記録により、軸索終末部位では電気的興奮性
が低いことに起因して、軸索を忠実に伝播す
る活動電位が終末付近で活動頻度依存的に
減弱することが分かった。その結果、軸索終
末からの伝達物質放出が弱まり、それが短期
シナプス抑圧を引き起こすと考えられる。し
たがって、軸索から終末へ至る経路は単なる
忠実な電気信号の導線ではなく、状況に応じ
て動的に情報を処理しながら伝達する素子
であることが分かりつつある。一本の軸索が
複雑に分岐して多数のニューロンへシナプ
ス出力することと考え合わせると、神経回路
は従来考えられていたより遥かに高い情報
処理能力を有する可能性がある。実際、プル

キンエ細胞はシナプス出力する相手細胞に
応じて短期シナプス可塑性が異なっており、
それは軸索部位に応じた独自の情報処理に
起因する可能性が考えられる。この軸索での
情報処理を理解するためには、小ささ、高速、
複雑な形態、という軸索・終末の 3 つの特徴
に伴う困難を乗り越え、高い時空間解像度で
軸索活動を記録する研究をすすめることが
必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、これまでの研究から示唆された

軸索での動的情報処理の実体を明らかにし、
神経回路の情報処理の柔軟性の基盤となる
新たな仕組みを明示することを目指す。この
目的を達成するには、微細構造である軸索・
終末からの直接パッチクランプ記録が強力
なツールとなる。また、複雑に分岐する軸索
での情報伝達の変化を同時に多点で解析す
ることが可能になれば、その理解は飛躍する。
そこで、活動電位を検出する膜電位感受性蛍
光タンパク質を開発し、軸索における活動電
位の伝播を高い時空間解像度で計測できる
ようにすることも目指す。そして、軸索から
の直接パッチクランプ記録と蛍光イメージ
ングを組み合わせることにより、軸索におけ
る動的な情報処理機構を分子・細胞レベルで
明らかにすることが最終的な目標である。 
 
３．研究の方法 
軸索で活動電位がどのように調節されな

がら伝導し、その結果シナプス伝達がどのよ
うに影響されるかについて、高度な電気生理
学的技術を駆使して明らかにする。具体的に
は、小脳プルキンエ細胞の軸索終末から直接
パッチクランプ記録を行い、標的細胞の種類
に応じて短期シナプス可塑性の方向性が変
化するメカニズムを明らかにする。また、軸
索に局在する伝達物質受容体が、軸索におけ
る情報伝達やシナプス出力にどのように影
響するかについて、紫外光の局所照射により
空間を限定して伝達物質を活性化する技術
を用いて検討する。さらに、軸索部位からの
直接パッチクランプ技術を他の神経細胞に
も適用し、中枢神経の一般的な大きさのシナ
プス前部の機能解析を試みる。一方、神経細
胞の膜電位変化の光計測技術の開発につい
て、予備実験で有望な候補と示唆された膜電
位感受性蛍光タンパク質をアミノ酸置換に
より改変することで、高機能化を図る。最終
的には軸索での活動電位伝播を高い時空間
解像度で可視化できるものを探索する。 



４．研究成果 
プルキンエ細胞が他のプルキンエ細胞に形

成する抑制性シナプスで起こる短期シナプ
ス促通のメカニズムを明らかにするため、初
代分散培養下のプルキンエ細胞に EGFP 蛍光
タンパク質を発現させ、軸索終末から直接パ
ッチクランプ記録を行った。活動電位に伴う
終末での Ca 電流が、連続刺激時に顕著に大
きくなることが分かり、その Ca 電流の増大
と、シナプス伝達の短期促通がほぼ完全に相
関することを見出した。そして、Ca 電流の増
大を阻害した場合には、シナプス伝達の短期
促通が起こらなくなることから、プルキンエ
細胞間シナプスで見られる短期促通は、連続
刺激による Ca 電流の一過的増大に起因する
と結論した。一方、プルキンエ細胞が深部小
脳核に形成するシナプスでは、連続刺激時に
シナプス伝達が減弱する短期抑圧が起こる。
ここでも、プルキンエ細胞同士で形成される
シナプスと同様、個々のシナプス前部で連続
刺激により Ca 電流が短期的に増大するメカ
ニズムがはたらく一方、興奮性が低い終末部
が高密度に標的細胞を取り囲む形態をとる
ために、終末へ到達する活動電位自体が連続
刺激時に減弱して、シナプス出力が短期抑圧
を呈すると考えられた。一連の知見について、
英国の The Journal of Physiology 誌に発表
した（Diaz-Rojas et al., 2015）。 
また、培養プルキンエ細胞の軸索終末から

のパッチクランプ記録を、微小な紫外光スポ
ット照射による局所的ケージド GABA 活性化
と組み合わせることにより、軸索における
GABAA 受容体の機能局在を培養およびスライ
ス標本で明確に示した。さらに軸索終末で
GABAA 受容体が膜電位を上昇させる興奮性作
用を及ぼしてシナプス伝達および可塑性を
調節するという機能的役割を明らかにした。
こうした知見は本課題で狙った目標そのも
のであり、The Journal of Physiology 誌に
発表した（Zorrilla de San Martin et al., 
2017）。 
さらに、一般的にみられる 1 ミクロン程の

微小な中枢神経系シナプス前部の機能解析
に挑戦し、小脳顆粒細胞の軸索終末からの直
接パッチクランプ記録に取り組んだ。顆粒細
胞軸索を EGFP 標識することにより、極小で
はあるものの表面が露出したシナプス前部
へ電極を狙い定めることが可能となり、シナ
プス前Ca2+電流や細胞膜容量変化とシナプス
後細胞の応答を同時測定することに成功し
た。こうした実験から、顆粒細胞軸索のシナ
プス前部には、Ca2＋チャネルと緩く機能結合
した約 20 個の即時放出可能なシナプス小胞
があり、それらはエキソサイトーシス後に高
速補充されること、また細胞内 Ca2+緩衝によ
り情報伝達強度やその可塑性が厳密に調節
されることが分かった。こうした特性は、リ
ソースが限られる微小シナプスの、高信頼性
かつ柔軟な情報伝達を実現する洗練された
つくりを反映すると考えられる（図）。この

知見は、Cell Reports 誌に論文として公刊した
（Kawaguchi and Sakaba, 2017）。  
細胞膜電位イメージングの技術開発に関

しては、当初構想通りに、膜電位蛍光プロー
ブの時間分解能を向上させた改良変異分子
を得ることに成功し、神経軸索での高頻度の
活動電位発火を捉えることが出来るように
なった。この新しい技術を用いて、軸索にお
ける動的な情報処理の時空間パターンを解
析する研究を、今後展開することを構想して
いる。 

 

図 小脳顆粒細胞の軸索終末部からの直接
記録により明らかになった機能設計 
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