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研究成果の概要（和文）：本研究は精神神経疾患と密接な関わりのあるドーパミン、アセチルコリン、ノルアド
レナリンなどの神経修飾因子が放出されるシナプスの構成分子を免疫組織化学的手法を用いて調べた。これらの
シナプスでは、GABAを放出するための形態基盤に乏しいにも関わらず、GABAシナプスと共通のポストシナプス分
子の発現を認めた。この結果はGABAシナプスのポストシナプス分子が神経修飾因子の放出部位を標的構造へと括
り付ける普遍的な分子機構を担っていることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：We examined by immunohistochemistry the molecular composition of synaptic 
structures which release neuromodulators including dopamine, acetylcholine, and noradrenaline in the
 brain. We revealed that these synapses were composed of non-GABAergic presynaptic structures and 
GABAergic postsynaptic membranes. This mismatch between presynaptic and postsynaptic structures at 
distinct neuromodulator synapses suggests GABAergic postsynaptic molecules commonly anchor the 
molecular machinery to release neuromodulators to target structures.  

研究分野：神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経系は多種類の神経伝達物質を介し
て情報伝達を行っている。グルタミン酸や
GABA は主にポストシナプスに集積したイ
オンチャネル型受容体を介したシナプス局
所での時空間的に限定された神経伝達を担
うのに対し、ドーパミン、アセチルコリン、
ノルアドレナリン、セロトニン、神経ペプチ
ドなどの多くは G タンパク共役型受容体を
介した時空間的に選択性の低い神経伝達を
担うと考えられている。このような両者の性
質の違いから、特に後者は神経修飾因子と呼
ばれている。神経修飾因子はニューロンの興
奮性やシナプス可塑性の調節に必須である
が、その伝達の理解に分子形態学的知見を欠
くことはできない。過去の電子顕微鏡を用い
た研究から、神経修飾因子を産生、放出する
ニューロンの終末はグルタミン酸あるいは
GABA ニューロンと非常に類似したシナプ
ス構造を形成することが知られている
（Wilson, The Synaptic Organization of the 
Brain, 2000）。研究代表者は、中脳黒質ドー
パミンニューロンにより形成されるドーパ
ミンシナプスが、ドーパミン放出性のプレシ
ナプスと GABA シナプス分子で構成される
ポストシナプスによって作られ、GABAシナ
プス分子がドーパミン放出部位を標的構造
に結びつけるための係留接着装置としての
新たな役割を果たしていることをこれまで
に明らかにしてきた（Uchigashima et al., 
PNAS, 2016）。興味深いことに、アセチルコ
リンまたはノルアドレナリン作動性ニュー
ロンの神経終末も中脳ドーパミンニューロ
ンと同様に GABA シナプスとよく似たシナ
プス構造を形成することが報告されている
（Wainer et al., Brain Res, 1984; Seguela 
et al., Neuroscience, 1990）。さらに最近では
ドーパミンシナプスと同様にアセチルコリ
ンシナプスでもシナプス接着分子 Nlgn2 の
発現が報告されている（Takacs et al., PLoS 
One, 2013）。そこで、本研究課題ではドーパ
ミンシナプスで見られたような GABA シナ
プス分子を介した係留接着が他の神経修飾
因子シナプスにおいても認められるような
普遍的な分子機構ではないかという仮説を
立てた。 
 
２．研究の目的 
 神経修飾因子ニューロンが形成するドー
パミンシナプス、アセチルコリンシナプス、
ノルアドレナリンシナプスの形態学的相同
性を分子の視点から検討することにより、神
経修飾因子シナプスにおけるシナプス分子
の係留装置としての役割の普遍性を検証す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究は線条体ドーパミンシナプスの比
較対象として、線条体介在ニューロンが形成
するアセチルコリンシナプスと、脳内で最も

密なノルアドレナリン投射が作る弧束核→
分界条床核ノルアドレナリンシナプスに対
して以下の分子解剖学的検討を行った。 
(1) 神経修飾因子ニューロンの神経化学的
特性解析：蛍光 in situ ハイブリダーゼーシ
ョン法と蛍光多重染色法により、異なる神経
修飾因子ニューロンにてそれぞれに特有の
神経修飾因子に加え、速いシナプス伝達に関
わるグルタミン酸または GABA を共放出す
るための神経化学的特性を検討した。 
(2) 神経修飾因子シナプスにおける分子発
現解析：小胞膜アセチルコリン輸送体
（VAChT）とノルアドレナリン合成酵素であ
るドーパミン脱炭酸酵素（DH）をそれぞ
れアセチルコリンまたはノルアドレナリン
作動性神経終末のマーカーとして用いるこ
とにより、線条体アセチルコリンシナプス及
び分界条床核ノルアドレナリンシナプスに
お け る GABA ポ ス ト シ ナ プ ス 分 子
（Gephyrin、Nlgn2、GABAA受容体1）及
びグルタミン酸ポストシナプス分子
（Shank2、AMPA 型グルタミン酸受容体）
の発現を中心に蛍光多重免疫染色法及び包
埋後二重免疫電子顕微鏡法を用いて調べた。 
(3) 神経修飾因子シナプスの分布解析： 
GFP 発現ウイルスベクターを用いた少数ニ
ューロン標識と免疫染色を組み合わせるこ
とにより、ポストシナプス分子をマーカーと
して神経修飾因子シナプスの分布する構造
を同定した。 
 
４．研究成果 
(1)線条体アセチルコリンシナプスに発現す
る分子の同定 
 まず線条体アセチルコリンニューロンが
アセチルコリン放出関連分子とグルタミン
酸放出に寄与する3型小胞膜グルタミン酸輸
送体を発現することを確認した。つまり、こ
のニューロンはアセチルコリンに加え、グル
タミン酸も共放出する形態基盤を有すると
考えられる。線条体アセチルコリンシナプス
は電子顕微鏡的に GABA シナプス型（対称性）
の構造を示し、既に報告のあるNlgn2に加え、
GABA シナプスに選択的な足場タンパクであ
る Gephyrin が選択的に検出されたがグルタ
ミン酸シナプスの足場タンパクである
Shank2 は検出されなかった。すなわち、線条
体アセチルコリンシナプスの分子発現は既
に報告したドーパミンシナプスと同様、プレ
シナプスとポストシナプスの神経化学的特
性がマッチせず、GABA シナプスのポストシナ
プス分子がプレシナプスの係留接着装置と
して機能していることが強く示唆された。 
 
(2) 弧束核→分界条床核ノルアドレナリン
シナプスに発現する分子の同定 
 孤束核ノルアドレナリンニューロンはノ
ルアドレナリン放出関連分子に加え、2 型小
胞膜グルタミン酸輸送体を発現していた。両
者の発現強度は弧束核の亜核に依存して相



違が認められた。この両者の軸索レベルにお
ける相違を検討するため、透明化試薬
ScaleA2 を用いることで軸索上の分子発現を
長い距離にわたって評価することができる
新たな手法を開発した（下図）。この手法を

用いて、弧束核→分界条床核ノルアドレナリ
ン軸索はグルタミン酸優位型神経終末とノ
ルアドレナリン優位型神経終末を形成し、同
一軸索上では神経化学的特性がよく似てい
ることを突き止めた。つまり、グルタミン酸
優位型のノルアドレナリン軸索ではグルタ
ミン酸優位な神経伝達が行われ、ノルアドレ
ナリン優位型の軸索ではノルアドレナリン
優位な神経伝達が行われると予想された。 
 分界条床核ノルアドレナリンシナプスは
電子顕微鏡的に 35%が GABA シナプス性（対称
性）、65%がグルタミン酸シナプス性(非対称
性)の構造を示した。GABA シナプス性のノル
アドレナリンシナプスは GABA シナプスのポ
ストシナプス分子(Gephyrin、Nlgn2、
GABAA受容体1)を発現し、グルタミン酸シ
ナプス性のノルアドレナリンシナプスはグ
ルタミン酸シナプスのポストシナプス分子
(Shank2、AMPA 型グルタミン酸受容体)を
発現していた。単一軸索上に形成されるノル
アドレナリンシナプスのポストシナプス分
子発現を検討した結果、グルタミン酸優位型
とノルアドレナリン優位型のいずれの弧束
核→分界条床核ノルアドレナリン軸索も
GABA シナプス性とグルタミン酸シナプス性
のノルアドレナリンシナプスをほぼ同じ比
率で形成していることが明らかとなった。つ
まり、単一弧束核→分界条床核ノルアドレナ
リン軸索が形成するノルアドレナリンシナ
プスは、一部がグルタミン酸シナプスとして
機能しているが、それ以外はプレシナプスと
ポストシナプスの神経化学的特性が一致し
ない係留接着装置として機能していると考
えられる（右図）。この結果は現在、投稿準
備中である。 
 本研究課題により、アセチルコリンシナプ
スやノルアドレナリンシナプスにおいても
ドーパミンシナプスと同様、GABA シナプスの

ポストシナプス分子が神経修飾因子を放出
するプレシナプスを標的構造に係留する分
子装置として機能していることを強く示唆
する結果が得られた。脳においてシナプス分
子を介した神経修飾因子シナプスの係留接
着機構が普遍的に備わっていると考えられ

る。一方、本研究課題を通じて、単一ノルア
ドレナリン軸索が GABA 性シナプスだけでな
く、グルタミン酸性シナプスも形成するとい
う予想外の結果を得た。単一軸索が両方のタ
イプのシナプスを同時に形成する例はほと
んどなく、その生理学的意義は不明である。
今後は弧束核→分界条床核ノルアドレナリ
ンシナプスのタイプと標的ニューロンの種
類の関係性について解析を進めることで、上
記構造の機能および生理学的意義に迫る予
定である。 
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