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研究成果の概要： 

哺乳類中枢神経系内シナプスの機能と形態の性質およびそれらの相関を単一シナプスレベ
ルで解明することをめざし、海馬錐体細胞と小脳プルキンエ細胞上に形成されるグルタミ
ン酸作動性興奮性シナプスを比較研究した。海馬のシナプスにおいては、シナプス応答の
強さとシナプス後部スパインの大きさが相関し、小脳シナプスにおいてはシナプス前膨大
とシナプス後スパインの大きさが相関するなど、両シナプスの違いが明らかになった。 
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２００６年度 16,500,000 4,950,000 21,450,000 

２００７年度 6,700,000 2,010,000 8,710,000 

２００８年度 6,700,000 2,010,000 8,710,000 
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総 計 29,900,000 8,970,000 38,870,000 
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１．研究開始当初の背景 

中枢神経系内のシナプスを介した神経細胞
間の情報伝達により、脳の機能は実現される。
これらシナプスの多くは、グルタミン酸を伝
達物質として興奮性の情報伝達を行うが、シ
ナプス種により、その形態と機能特性に多様
性が認められる。そうした多様性が、哺乳類
の脳における複雑で高度な情報処理に貢献
すると考えられる。しかしながら、各種のシ
ナプスにおける諸性質間の相関についての

情報は限られており、特に単一シナプスレベ
ルでのシナプス前・後部構造と機能の関係の
詳細は不明であった。 

 

 

２．研究の目的 

哺乳類中枢神経系の単一シナプスの機能と
形態の性質とそれらの相関を、個々のシナプ
ス構造とそのはたらきを定量化することに
より、明らかにすることをめざした。また、
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それらが、シナプスの使用状況等によりどの
ように変化するかについての研究も試みた。
なお、研究対象は、哺乳類中枢神経系内の代
表的シナプスである海馬錐体細胞上および
小脳プルキンエ細胞上に形成されるグルタ
ミン酸作動性興奮性シナプスとした。 

 

 

３．研究の方法 

（１）ラットの海馬または小脳から神経細胞
を単離して分散培養した。シナプス前神経細
胞となる海馬神経細胞または小脳顆粒神経
細胞に電気穿孔法を用いて蛍光タンパク質
である EGFP の cDNAを導入し、タンパク質を
発現させた。その上で蛍光色素である
Alexa568 を含んだ細胞内液を使用して、シナ
プス後海馬錐体細胞または小脳プルキンエ
細胞からホールセルパッチクランプ記録を
行った。この手法により、シナプス前・後両
神経細胞を異なる色の蛍光色素で染め分け、
シナプス前膨大とシナプス後スパイン構造
両者を可視化し、共焦点顕微鏡を用いてそれ
らの形態を記録した。 
 
（２）単一のシナプス前膨大を選択的に活性
化するために、フグ毒のテトロドトキシンを
用いて活動電位の発生を抑制した状態で、ガ
ラス電極により一つのシナプス前膨大を電
気刺激した。刺激強度は EPSC が誘発される
閾値とした。そして、シナプス後神経細胞か
ら興奮性シナプス後電流（EPSC）を記録した。
EPSCの大きさのバラツキ等から EPSCの最小
単位である qEPSCを求めた。また、電気刺激
が単一シナプス前膨大に限局されているこ
とを確認するために、FM蛍光色素をシナプス
前膨大内のシナプス小胞に取り込ませ、その
放出が起こるシナプス前膨大と刺激電極間
の距離の関係を検討した。 
 
（３）シナプス前膨大およびシナプス後スパ
インの大きさ・qEPSCの大きさ・qEPSC の時
間経過等を計測し、それらの間の相関も求め、
海馬と小脳のシナプスで比較検討した。 
 
（４）シナプス伝達効率の変化を引き起こす
高頻度刺激を加え、シナプスに変化が起こる
か否か検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１）シナプス前・後部の可視化 
海馬および小脳の分散培養系において、シナ
プス前膨大とシナプス後スパイン構造を異
なる蛍光色素で染め分け、その形態を記録し
（図１）、両者の大きさを計測した。海馬で
は錐体神経細胞上に形成される興奮性シナ
プス、また小脳については顆粒細胞・プルキ

ンエ細胞間興奮性シナプスを対象とした。シ
ナプス前膨大・シナプス後部スパイン共に小
脳の方が海馬より大きいことが分かった。 

図１ 海馬錐体細胞（赤）上のシナプス（矢
印）。緑はシナプス前神経細胞の軸索。 
 
 
（２）単一シナプスにおける qEPSC 
単一シナプス前膨大の電気刺激により誘発
される EPSC を記録した。EPSC を多数回記録
し（図２）、各 EPSC の大きさと時間経過の類
似性および大きさの分布状況(図３)から、
EPSC の単位となる qEPSC を求め、その大き
さ・時間経過を計測した。海馬の方が小脳よ
り qEPSC の時間経過が速いことが分かった。
なお、qEPSC の大きさには有意な差は認めら
れなかった。また、FM色素を用いた実験によ
り、今回用いた電気刺激では、ガラス電極先
端の中心から 2m以内にあるシナプス前膨大
のみが活性化されることが分かった（図４）。 
 

図２ EPSCの例。複数回のトレースを重ねて
表示している。 
 
 



 
図３ EPSCの大きさのヒストグラム。 

 
図４ 電気刺激の有効範囲の計測。ガラス電
極先端を中心に半径 2, 5, 10 m の円を描い
た。上が刺激前・下は刺激後。最小円内の FM
色素(赤)のみが刺激により褪色し、刺激有効
範囲が 2m 以内であることがわかる。 

（３）シナプス構造と機能の相関 
海馬・小脳について、シナプス前膨大・シナ
プス後スパインの大きさ、qEPSC の大きさ、
qEPSC の立ち上がりの速さ、qEPSC の立下り
の速さの相関を調べた。海馬では、qEPSC の
大きさとシナプス後スパインの大きさに正
の相関（図５）が、また qEPSC の立下りの速
さとスパイン後スパインの大きさにも相 
関が認められたが、小脳ではこれらの性質間
に有意な相関は認められなかった。一方、小
脳ではシナプス前膨大の大きさとシナプス
後スパインの大きさに正の相関（図６）が認
められたが、海馬ではこの相関は認められな
かった。 
 

図５ qEPSC の大きさとシナプス後スパイン
の大きさの相関。海馬（赤）では正の相関が
認められる。 
 
 

図６ シナプス前膨大の大きさとシナプス
後スパインの大きさの相関。小脳(青)で正の
相関が認められる。 
 
 



（４）シナプス伝達調節 
小脳において、シナプス前膨大を高頻度刺激
（4 Hz, 30 秒）したところ、EPSC が増大す
る増強現象が起こった（図７）。この結果か
ら、今回開発した実験系で、シナプス伝達の
活動依存的変化を調べることが可能と考え
られる。 

図 7 条件刺激による EPSC の増強 
 
（５）結論と考察 
本研究では、単一の哺乳類中枢シナプスにお
けるシナプス応答を、シナプス前・後部の形
態と共に記録・解析する手法を開発した上で、
海馬錐体細胞と小脳プルキンエ細胞上に形
成されるグルタミン酸作動性興奮性シナプ
スを比較研究した。その結果、海馬のシナプ
スにおいては、シナプス応答の強さとシナプ
ス後部スパインの大きさが相関し、小脳シナ
プスにおいてはシナプス前膨大とシナプス
後スパインの大きさが相関するなど、両シナ
プスの違いを明らかにすることができた。海
馬におけるシナプス可塑性においては、シナ
プス応答の変化とシナプス後スパインの形
態変化が同時に起こるが、小脳においてはシ
ナプス応答の変化がシナプス後スパイン構
造の変化を伴わないことが報告されている。
具体的には、海馬におけるシナプス応答の長
期増強・長期抑圧は各々シナプス後部スパイ
ンの増大・縮小を伴うが、小脳の長期抑圧は
スパインの縮小を伴わない。今回、シナプス
での単位応答（qEPSC）の大きさとシナプス
後部スパイン構造の相関が海馬シナプスの
みで認められたことは、海馬で機能的シナプ
ス可塑性がスパイン構造変化と連関してお
り、培養下における自発的神経活動によりシ
ナプス可塑性が起こったことを反映してい
ると考えることができる。一方、小脳でのみ
シナプス前膨大とシナプス後スパイン構造
間で大きさの相関が認められたことは、両者
間でシナプス形成・維持に関わるシナプス前

後部の分子及び相互作用が異なることを反
映しているかもしれない。小脳顆粒細胞・プ
ルキンエ細胞間シナプスでは、グルタミン酸
受容体2 サブユニットが特異的に発現して
おり、この分子はこのシナプスの形成および
維持に関わることが明らかになった。2 サブ
ユニット等の分子により、小脳顆粒細胞・プ
ルキンエ細胞間シナプス特有の性質が生じ
た可能性が考えられる。 
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