
様式 C-19 

 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２２年 ６月 １日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
研究成果の概要（和文）：脳内に存在するマリファナ類似物質（内因性カンナビノイド）はニュ
ーロンのシナプス後部から放出され、逆行性にシナプス前終末のカンナビノイド CB1 受容体に
作用して、神経伝達物質放出の減少を引き起こす。本研究では、内因性カンナビノイドのシナ
プス伝達調節の機構とその脳機能における役割の解明を目指した。４年間の研究において、中
枢シナプスにおける内因性カンナビノイドの生合成、放出、分解の分子機構をほぼ解明し、ま
た、内因性カンナビノイド系の小脳運動学習への関与を証明するなど、当初の目的をほぼ達成
することができた。 

 
研究成果の概要（英文）：Endogenous cannabinoids (endocannabinoids) are released from 

neurons in the central nervous system in activity-dependent manners. The released 

endocannabinoids act retrogradely onto CB1 cannabinoid receptors on presynaptic 

terminals, and suppress neurotransmitter release. This study aimed at elucidating the 

molecular and cellular mechanisms of endocannabinoid release from central neurons and 

the roles of the endocannabinoid system in brain functions. We have found that the 

endocannbinoid release is triggered by strong depolarization of postsynaptic neurons and 

the resultant elevation of Ca2+ concentration (Ca2+-driven endocannabinoid release [ER]), 

strong activation of Gq/11-coupled receptors at basal intracellular Ca2+ level (basal 

receptor-driven endocannabinoid release [RER]), or simultaneous Ca2+ elevation and 

Gq/11-coupled receptor activation (Ca2+-assisted RER). We have also disclosed that 

endocannabinoid signaling is required for motor learning in the cerebellum. Through the 

four years’ research, we have achieved most of the original purposes. 
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１．研究開始当初の背景 

 
(1) マリファナの多様な精神神経作用は CB1

受容体を介する。 
 
(2) CB1 受容体の内因性のリガンド（内因性
カンナビノイド）の候補として、アナンダミ
ドと２−アラキドノイルグリセロ−ル(2-AG)
がある。 
 
(3) 2001 年に狩野らと米国の２グループが、
内因性カンナビノイドがシナプス後部から
シナプス前終末に向けて逆行性にシグナル
を伝達することを報告した。 
 
(4) 内因性カンナビノイドのシナプス伝達
調節の機構や高次脳機能における役割など
多くの重要な点が未解決であった。 
 

 

２．研究の目的 

 
（１）内因性カンナビノイドの生合成、放出、
分解の分子機構の解明 
① 生合成経路の解明 
② 生理的放出条件の解明 
③ 分解経路の解明 
 
（２）内因性カンナビノイド系のシナプス可
塑性と脳高次機能における役割の解明 
シナプス可塑性のメカニズムの解明と、行動
解析に基づく内因性カンナビノイドの生理
的役割の検討 
 

 

３．研究の方法 

 
(1)培養海馬ニューロンペアからの whole- 

cell recording。カンナビノイド高感受性の抑
制性シナプス後電流（IPSC）を記録し、シナ
プス後ニューロンからの内因性カンナビノ
イドの放出を検知した。 
 
(2) マウスから小脳スライスプルキンエ細
胞からの whole-cell recording。カンナビノイ
ド高感受性の興奮性シナプス後電流（EPSC）
を記録した。固体レーザと超高性能三次元空
気ばね式除振装置を既存の 2光子励起顕微鏡
に組み合わせ、細胞内カルシウム濃度をリア
ルタイム計測した。 
 
(3) マウス線条体スライスの中型有棘細胞
(Medium spiny neuron: MS neuron)から

whole-cell recording を行い、カンナビノイド
高感受性の IPSCをバイオアッセイに用いた。 
 
(4) 免疫蛍光法と免疫電顕法によって CB1, 

DAGL等の内因性カンナビノイドシグナル関
連分子の小脳、海馬、線条体における局在を
調べた。 
 
(5)内因性カンナビノイド系の遺伝子改変マ
ウスに対して、各種行動解析を行った。特に、
小脳依存性の運動学習パラダイムである瞬
目反射条件付けと海馬依存性のモリス水迷
路学習を重点的に調べた。 
 
４．研究成果 
 
（１）内因性カンナビノイドの生合成、放出、

分解の分子機構の解明 
 
① 生合成経路の解明 
a) 脱分極後の細胞内 Ca

2+濃度上昇により放
出される内因性カンナビノイドは、アナンダ
ミドではなく 2-AG であることを明らかにし
た。 
b) Gq/11 結合型受容体活性化、および細胞内
Ca

2+濃度上昇とGq/11結合型受容体活性化の相
乗作用による内因性カンナビノイドの合
成・放出に、海馬では PLCβ1 が、小脳の前半
部のプルキンエ細胞では PLCβ4 
が必須であることを明らかにした。 
c) PLCβ1 及び PLCβ4 の活性が細胞内 Ca

2+濃
度に依存しており、Gq/11結合型受容体活性化
とCa

2+濃度上昇が同時に起こると相乗的に内
因性カンナビノイドの放出が起こることを
明らかにした。 
d) 小脳スライスにおいて、Gq/11 結合型の代謝
型グルタミン酸受容体 1型(mGluR1)の活性化
と脱分極の同時刺激によって放出される
2-AG を生化学的に定量した。 
e) 線条体スライスにおいて、大脳皮質から
MS neuron への興奮性シナプスでは、脱分極
に よ り 誘 発 さ れ る 興 奮 の 抑 圧
(Depolarization-induced suppression of 
excitation: DSE)は起こらない。一方、Gq/11結
合型の group I mGluR の活性化によって、内
因性カンナビノイドを介する逆行性抑圧は
起こり、また group I mGluR のアゴニスト存
在下では DSE が生じた。 
f) 線条体のMS neuronの抑制性シナプスでは、
脱 分 極 に よ り 誘 発 さ れ る 興 奮 の 抑 圧
(Depolarization-induced suppression of 
inhibition: DSI)が効率よく生じた。 
g) 海馬培養ニューロンにおいて NMDA 受容
体を通って流入した Ca

2+によって 2-AG が産
生され逆行性シナプス伝達抑制をおこすこ
とを明らかにした。 
 



② 生理的放出条件の解明 
a)小脳スライスにおいて、興奮性の平行線維
シナプス活動により、mGluR1 活性化と樹状
突起の局所脱分極によるCa

2+濃度上昇が起こ
り、内因性カンナビノイド放出がおこること
を電気生理学的に示した。 
b)線条体スライス標本において、コリン作動
性介在ニューロンが持続的に発火しており、
それによって供給されるアセチルコリンが
Gq/11 結合型の M1 ムスカリニック受容体を介
して、MS neuron からの内因性カンナビノイ
ド放出を持続的に増強していることを明ら
かにした。 
c) 小脳スライスのプルキンエ細胞を用いて、
CB1 の活性化が、微小シナプス後電流のうち、
Ca

2+に関係なく発生する成分には影響せず、
Ca

2+による増強成分のみを選択的に抑制する
ことを明らかにした。 
 
③ 分解経路の解明 
a) 海馬培養細胞において、2-AG の分解酵素
monoacylglycerol lipase（MGL）が、細胞外の
2-AG 濃度を低く保っており、またシナプス
後ニューロンから放出された 2-AG を分解し
て、逆行性シナプス抑制を終結させることを
明らかにした。 
b) MGL ノックアウトマウスを作成し、解析
を始めた。MGL ノックアウトマウスでは、
小脳において、脱分極後の細胞内 Ca

2+濃度上
昇により放出される内因性カンナビノイド
の効果が有意に遷延していた。 
 
（２）内因性カンナビノイド系のシナプス可
塑性と脳高次機能における役割の解明 
 
CB1 受容体ノックアウトマウスでは、小脳依
存性の運動学習パラダイムである瞬目反射
条件付けが著しく障害されていた。また、
MGL ノックアウトマウスでは、海馬依存性
のモリス水迷路学習の獲得は正常であった
が、消去が亢進していた。 
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