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研究成果の概要（和文）：　哺乳類中枢シナプスでは、30から50 nm程度の大きさしかないシナプス小胞1個の動
態、たとえば開口放出、エンドサイトーシスを実測した試みが少ない。このため、神経伝達物質放出メカニズム
に関しては多くの謎が残されている。シナプス前終末を単離し、全反射蛍光顕微鏡を適用することで、シナプス
小胞1個の動態を観察することを試みた。本研究課題期間中に、脳幹聴覚伝導路calyx of Heldシナプス、海馬苔
状線維シナプスのシナプス前終末において、シナプス小胞動態を観察することに成功した。シナプス小胞は形質
膜付近に係留されただけでは伝達物質放出可能になるのではなく、分子的な準備段階を経ることがわかった。

研究成果の概要（英文）：In mammalian CNS synapses, transmitter is released by fusion of synaptic 
vesicles to the plasma membrane. Because diameter of synaptic vesicles is small, it is difficult to 
look at dynamics of single synaptic vesicles. In this program, we have applied total internal 
reflection fluorescent microscopy to acutely-dissociated presynaptic terminals. By sparsely staining
 synaptic vesicles with FM1-43, we could monitor dynamics of synaptic vesicles such as fusion and 
tethering to the release sites at the calyx of Held synapse in the auditory brainstem as well as 
hippocampal mossy fiber synapse. Moreover, we found that tethering of synaptic vesicles to the 
release sites was not sufficient for vesicle fusion. In addition to tethering, molecular priming of 
synaptic vesicles was required for fusion events.  

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 シナプス伝達においては、細胞体からシナ
プス前終末に活動電位が伝播すると、シナプ
ス小胞が形質膜に融合し、小胞内の神経伝達
物質が細胞外に放出される。伝達物質がシナ
プス後部の受容体に作用することで伝達が
おこる。学習、記憶の分子細胞基盤であると
想定されているシナプス伝達の可塑性は、シ
ナプス後部のみならず、シナプス前終末でも
おこると考えられており、伝達物質放出機構
の解明は重要である。これまでの中枢シナプ
スの研究では、シナプス後部で測定できるシ
ナプス応答から Katz らが考案した統計学的
手法などを用いて伝達物質放出機構を間接
的に推定してきた。対して、本研究課題では、
当初、伝達物質放出のプロセスを直接測定す
るため、中枢シナプスにおいて、シナプス小
胞の動態を単一レベルで信頼性高く観察す
るための方法の開発を提案した。 
 分泌細胞の分泌顆粒や、キンギョ網膜のリ
ボンシナプスの神経終末の１シナプス小胞
では、単一小胞レベルの解析が全反射蛍光顕
微鏡を用いて行われていたが、哺乳類中枢シ
ナプスではおこなわれてこなかった。いまま
で生理学、生化学によって推定されてきた哺
乳類中枢シナプスにおける伝達物質放出の
素過程を直接見ることができるようになれ
ば、可塑性、発達の際にシナプス小胞の動態
がどのように変化するか、あるいは病態時に
どのような障害をうけるかといった方向に
将来的には研究を発展させることができる。 
 
２．研究の目的 
 哺乳類中枢シナプスでは、30 から 50 nm
程度の大きさしかないシナプス小胞 1個の動
態、開口放出、あるいはエンドサイトーシス
を実測した試みが少ない。このため、神経伝
達物質放出メカニズムに関しては多くの謎
が残されている。脳幹聴覚伝導路のカリック
ス型シナプス前終末を単離し、全反射蛍光顕
微鏡を適用することで、シナプス小胞 1 個の
動態を観察できるようになってきた。本申請
課題では、シナプス小胞の動態を信頼性高く
測定できるようにすることを目指す。これに
よって、神経伝達物質放出の過程を実測し、
その基礎的な分子細胞メカニズムを明らか
にすることを主要な目的とする。将来的には
疾患に関連する分子や薬物の作用機序を調
べることを目標とする。 
 
３．研究の方法 
 P8-11 ラットから聴覚脳幹スライスを作製
した。スライス標本を高濃度 K溶液に FM1-43
を加えた溶液中で 1分前後処理し、脱分極に
伴う開口放出、エンドサイトーシスに伴って
FM1-43 をシナプス小胞膜に取り込ませた。そ
の後、システインを付加したパパイン溶液で
スライスを 10 分－30 分程度処理し、標本の
ガラスピペットへの出し入りによって、
calyx of Held シナプス前終末を機械的に単

離した。 
 単離標本を concanavalian A をコートした
ガラスディッシュの上にばらまき、ガラス面
に張り付けた。倒立顕微鏡で可視化した中で、
パッチクランプ法を適用し、シナプス前終末
からのパッチクランプをおこなった。パッチ
クランプで膜電位固定を行い、Ca 流入を制御
するとともに、膜容量測定法を適用すること
で、シナプス小胞の形質膜融合を測定した。
また、電気生理学記録と平行して、全反射蛍
光照明をおこなった。レーザー光をガラス面
下部から全反射照明をおこない、形質膜近傍
（100 nm 程度）にエバネッセント場を形成さ
せ、膜直下の蛍光色素を励起させた。FM1-43
による小胞動態の測定をおこなうとともに、
必要に応じて Ca 感受性色素をパッチ電極か
ら導入し、終末内の Ca 濃度を測定した。 
 海馬苔状線維シナプス前終末は、calyx of 
Held シナプス前終末と同様の方法を用いて
実験した。3 週齢程度のラットから海馬スラ
イスを作製した。スライス標本を高濃度 K溶
液に FM1-43 を加えた溶液中で 1 分前後処理
し、FM1-43 をシナプス小胞膜に取り込ませた。
その後、システインを付加したパパイン溶液
でスライスを 10 分－30 分程度処理し、ガラ
スピペットへの出し入りによって、シナプス
前終末を単離した。 
 
４．研究成果 
（１）calyx of Held シナプス前終末におけ
るシナプス小胞動態の可視化（Midorikawa 
and Sakaba, 2015） 
これまでの研究で、大型の分泌顆粒やキン

ギョ網膜リボン型シナプス前終末における
シナプス小胞の可視化は Almers グループな
どによって可能になっていたが（Zenisek et 
al., 2000 など）、哺乳類中枢シナプスにおい
てはなされていなかった。そこで、10 ミクロ
ン以上の大きさを持ち、実験的な操作が容易
である、聴覚伝導路にある calyx of Held シ
ナプスを急性単離し、シナプス小胞の可視化
を試みた。 
まず、単離細胞が機能的にスライス標本な

どと同じようなものであるかを確認した。パ
ッチクランプ下で測定する Ca 電流、膜容量
測定によって測定できる開口放出量はスラ
イス標本下よりも若干少な目であったが、開
口放出の時間経過は似たようなものであっ
た。急性単離によって、一部の伝達物質放出
部位が損なわれた可能性はあったが、大枠と
して、急性単離標本は機能的に問題ないと考
えられた。また、落射蛍光下で終末を高 Kで
刺激すると、取り込まれた FM1-43 の蛍光強
度が下がった。このことから、小胞の形質膜
融合（開口放出）がおこったことが確認でき
た。 

取り込ませる時間を調節して、全体の
1 ％程度のシナプス小胞のみを染色した条
件では、全反射蛍光照明下で個々のシナプス
小胞を可視化できた。この時、刺激に伴って



おこる開口放出現象だけでなく、小胞の形質
膜への動員（いわゆる tethering）も観察さ
れた。動員現象は刺激後に起こることから、
伝達物質放出部位が小胞の開口放出後に空
になった後に、新たな小胞が放出部位近傍に
動員されてくる可能性があることが示唆さ
れた。 
脱分極パルスを与えて、伝達物質放出可能

な小胞を使い切った後、数秒以内に再度脱分
極パルスを与えると、新たに動員された小胞
は膜融合できなかった。むしろすでに形質膜
付近に係留されていて、1 発目に膜融合しな
かった小胞が膜融合した。よって、動員され
た小胞はすぐに膜融合可能にはならず、数秒
程度の時定数で分子的に膜融合可能な状態
になることが示唆された（Hallermann, 2015
参照）。キンギョ網膜神経細胞では新たに動
員されたシナプス小胞が比較的短時間に膜
融合可能になることが知られており、シナプ
スによって、分子的な準備に必要な時間が異
なる可能性が示唆された。 
膜融合、動員以外にも形質膜に接近した後

に直ちに遠ざかる bounce と呼ばれる現象も
観察された。この現象は伝達物質放出とは直
接関係ないと考えられたことから、これ以上
の解析はおこなわなかった。 
 

（２）海馬苔状線維シナプス前終末における
シナプス小胞動態の可視化（Midorikawa and 
Sakaba, 2017） 
Calyx of Held シナプス前終末と同様に、

海馬苔状線維シナプス前終末を急性単離し、
全反射蛍光顕微鏡を用いてシナプス小胞動
態の可視化を試みた。技術的により困難であ
ったものの、機能が維持された形で苔状線維
シナプス前終末を単離できることが可能に
なった。 
脱分極パルス（Ca 流入）に伴って観察され

る膜融合の累積時間経過は calyx of Held よ
りもかなり遅かった。これは Ca 流入がおこ
る形質膜 Ca チャネルとシナプス小胞との距
離が比較的長いことによるものではないか
と考えられる。一方で、小胞の形質膜への動
員の速度は calyx of Held と大差なかったこ
とから、シナプス小胞動員機構はほぼ同様の
ものであることが推定された。また、calyx of 
Held と同様に、動員された小胞はすぐに膜融
合可能にはならず、数秒程度の時定数で分子
的に膜融合可能な状態になることが示唆さ
れた。 
長期シナプス増強に関係する Protein 

kinase A の活性化によって、脱分極に対する
平均膜融合速度が上昇したこと、また外来性
Ca バッファ（EGTA）に対する伝達物質放出の
感受性の減少から、苔状線維シナプス前終末
では Ca チャネルと小胞の距離を調節する形
で、開口放出速度がセカンドメッセンジャー
の標的となる可能性が示唆された。これが、
実際の長期シナプス増強のメカニズムにな
っているかどうかは、今後のさらなる実験が

必要である。 
 
（３）今後の研究への展望、課題 
 以上のように、哺乳類中枢シナプスで、全
反射蛍光顕微鏡を用いたシナプス小胞動態
観察が可能になった。よって、本課題での当
初目標は十分達成したものと結論できる。こ
れによって、今後、伝達物質放出の分子細胞
メカニズムの解明が可能になってくると思
われる。このためには小胞可視化だけでなく、
分子機構の可視化が重要である。 
 全反射蛍光顕微鏡は実時間イメージング
が可能で z軸の解像度に優れているが、x, 
Y 軸の解像度は通常の光学顕微鏡と変わらな
い。この点に関しては SIM, STORM など新た
な技術を組み合わせることで、今後より解像
度の高いイメージングが可能になってくる
と思われる。 
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