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研究成果の概要（和文）：哺乳類中枢シナプスの伝達、可塑性メカニズムを明らかにするため、海馬苔状線維
-CA3シナプスの前後部記録を中心技術として研究をおこなった。①伝達物質放出のCa依存性を調べたところ、ほ
かの中枢シナプスと差がなかった。伝達物質放出確率の低さはCaチャネルクラスターと伝達物質放出部位の緩い
カップリングによるものであることがわかった。②短期・長期シナプス可塑性と関連するcAMP依存性伝達物質放
出量の増大は、Caチャネルが集積することによってCaチャネルクラスターが拡大し、伝達物質放出部位付近の局
所Ca濃度が増大するためであることがわかった。

研究成果の概要（英文）：In order to understand the cellular mechanisms of transmission and 
plasticity at mammalian central synapses, we have applied simultaneous pre- and postsynaptic patch 
clamp to hippocampal mossy fiber synapses. We found that the intra-cellular Ca sensitivity for 
transmitter release was similar to the one at other synapse types, but the local Ca concentration at
 the transmitter release site was much lower, explaining low release probability of release at mossy
 fiber synapses. In addition, we found that cAMP-induced potentiation of transmitter release, 
important for short- and long-term plasticity, was mediated by accumulation of Ca channels near 
release sites, thereby increasing the local Ca concentration at the release site. 

研究分野：神経科学

キーワード： シナプス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、哺乳類中枢シナプスのシナプス前後部記録によって、厳密に伝達特性を測定し、それによって、伝
達、可塑性の分子細胞メカニズムを明らかにした。海馬苔状線維シナプスではCa-伝達物質放出連関が特殊であ
り、それが伝達効率の低さの主要因となっていること、また可塑性因子であるcAMPによってCaチャネルクラスタ
ーが拡大し、それによって伝達物質放出量増大によってシナプス増強などの可塑性がおこることが明らかになっ
た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
シナプスは神経細胞間の伝達を担う。シナプスはシナプス前細胞から後細胞へ情報をすばや
く伝達するだけでなく、伝達強度が可塑的な変化を示すことで、神経回路の情報処理容量を飛躍
的に増大させる役割を担う。また、シナプス伝達強度の可塑性は素子レベルの記憶痕跡であると
考えられている。哺乳類中枢シナプス伝達・可塑性メカニズムのうち、シナプス前終末からの神
経伝達物質放出メカニズムに関しては未だ理解が進んでいない。異なるシナプス種間ではシナ
プス伝達や可塑性が顕著に異なる（シナプス間機能多様性）。また、同一シナプスでも活動パタ
ーンによって異なる時間経過で様々な可塑性が起こる（シナプス内機能多様性）。本研究はこれ
らの多様性のシナプス前性の細胞分子メカニズムを統一的に理解することを目指した。 
申請者はげっ歯類聴覚伝導路にある大型シナプスである calyx of Heldシナプスにおいてシナ
プス前後部記録をおこない、シナプス前終末の伝達物質放出、短期可塑性メカニズムを定量的に
調べてきた（Neher and Sakaba, 2008）。また最近、シナプス前終末が比較的大きい海馬苔状線
維―CA3 シナプスを新たなモデルシナプスとして研究を進めている（Midorikawa and Sakaba, 
2017）。Calyx of Held シナプスはシナプス強度が大きく、連発刺激で強度が弱まっていく
（synaptic depression）。一方で、苔状線維シナプスはシナプス強度が小さく、連発刺激で促通
現象を示す（synaptic facilitation）。また、苔状線維は連発刺激で終末内 cAMP 濃度が上昇する
と、短期、長期のシナプス可塑性を示すことが知られており、可塑性のモデルシナプスとして有
効である。一方で、苔状線維シナプス前後部からの記録を用いた定量的な研究は限られている。
本研究では、この２つのシナプスを比較しながら定量的な電気記録法に依拠した伝達・可塑性メ
カニズムの理解をおこなうことにした。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、海馬苔状線維シナプスの伝達メカニズムと cAMP 依存性の可塑性メカニズムを
明らかにし、calyx of Heldシナプスとを比較することで、中枢シナプス共通の伝達物質放出メカ
ニズムと、それぞれのシナプス種の伝達特性を決定するメカニズムを理解することを主たる研
究目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 電気生理学：ラット海馬急性スライス標本（3-4 週齢）を作製し、シナプス前終末とシナプ
ス後細胞（CA3 錐体細胞）から正立顕微鏡下でパッチクランプ記録をおこなった。膜電位固定
をおこない、シナプス前終末への脱分極パルスに対するシナプス応答（EPSCs）を測定した。ま
た、シナプス前終末に膜容量測定法を適用し、脱分極に対する開口放出量を測定した。一部の実
験ではシナプス前終末に caged Ca（DM-Nitrophen）と Ca指示薬 Fura2FFを導入し、UVフラ
ッシュ光を与えて caged Caから Caを解離させ、シナプス前終末の Ca濃度を一様に上昇させ
たときの伝達物質放出をシナプス応答（EPSCs）ないし、膜容量変化として検出した。 
一部の実験では、スライス標本から苔状線維シナプス前終末を急性単離し、顕微鏡下でシナプ
ス前終末からのパッチクランプ記録をおこなった。シナプス前終末におけるシナプス小胞開口
放出に伴う形質膜面積の変化量を膜容量測定法を用いて検出した。また、伝達物質放出部位付近
の局所 Ca濃度について、全反射蛍光顕微鏡を用い、単離シナプス前終末において Ca蛍光指示
薬で測定した。 
(2) STED顕微鏡：ベルリン自由大学 Stephan Sigrist研究室との共同研究で、苔状線維シナプス
前終末における Ca チャネル（P/Q 型）、Munc13（伝達物質放出部位のマーカー, Sakamoto et 
al., 2018）の分布を、STED顕微鏡を用いて解像した。 
すべての実験は同志社大学の動物実験委員会、DNA実験委員会の審査を経て行った。 

 
４．研究成果 
 
(1) 海馬苔状線維シナプス前終末からの伝達物質放出の時間経過（Miyano et al., 2019, J. 
Physiol.）：苔状線維シナプス前終末の膜容量測定法を適用し、脱分極に対する開口放出の時間
経過を測定した。伝達物質放出の時間経過を指数関数でフィットすると時定数が数十ms程度で
あり、500個のシナプス小胞が直ちに伝達物質放出可能であった（放出可能小胞プール、readily-
releasable pool）。時定数は calyx of Heldに比べると 10倍程度遅く、活動電位に対する伝達物
質放出確率は 1 ％以下であることがわかった。また、Ca バッファーに対する感受性が高く、5 
mM EGTAを終末内に導入すると開口放出が顕著に抑制された。BAPTAに対しては短い脱分極
パルスに対しては EGTA よりも強い抑制効果があったが、長い脱分極パルスで抑制効果が解除



された。Ca チャネルと伝達物質放出部位のカップリングが緩いと Ca に対する結合速度の速い
BAPTAは局所的な飽和を起こすことが予想されている(Neher, 1998)。よって、海馬苔状線維シ
ナプス前終末はカップリングが緩いと推測された。 
 放出可能なシナプス小胞が枯渇した後、秒単位の時定数で放出可能小胞プールは回復する。
Calyx of Held シナプスの場合、回復過程は Ca/calmodulin 依存性である。海馬苔状線維シナプ
スにおいて回復が Ca 依存性かを調べるため、高濃度の Ca バッファ（EGTA）を導入して小胞
プールの回復への影響を調べたところ、EGTAによる効果は見出されなかった。よって、Ca依
存性である可能性は低いと考えられた。また、シナプス小胞エンドサイトーシスは calyx of Held
の場合 Ca依存性であるが (Hosoi et al., 2009)、海馬苔状線維で検討したところ、Ca非依存性
である可能性が示唆された。 
 以上の結果から、海馬苔状線維では、開口放出の時間経過が遅いこと、これが Caチャネルと
伝達物質放出部位とのカップリングが緩いためであることが示唆された。また、シナプス小胞の
動員やエンドサイトーシス過程が calyx of Heldと異なる可能性が示唆された。これらの分子メ
カニズムを明らかにすることが次の課題である。 
 
(2) 海馬苔状線維シナプス前終末からの伝達物質放出の終末内 Ca依存性（Fukaya et al., 2021, 
PNAS）：海馬苔状線維の低い伝達物質放出確率は Ca チャネルと伝達物質放出部位との緩いカ
ップリングだけでなく、放出の Ca濃度感受性が低いためである可能性がある。これを直接的に
調べるため、caged Ca をシナプス前終末に直接パッチ電極を介して導入し、caged Ca を光解
離して終末内 Ca 濃度を一様に上昇させた。Ca 濃度を蛍光指示薬でモニターし、伝達物質放出
はシナプス前終末膜容量測定法ないしシナプス電流から測定した。Ca濃度と伝達物質放出との
関係を調べると、calyx of Heldの場合（Schneggenburger and Neher, 2000）とあまり変わらな
かった。これらは小脳抑制性シナプス前終末（Sakaba, 2008; Kawaguchi and Sakaba,2015）
の場合と同様の結果であり、放出の Ca感受性のメカニズムはシナプスの種類に関わらず共通し
ている可能性が高いと考えられた。 
 活動電位時の伝達物質放出部位付近の局所 Ca 濃度を caged Ca によって得られた Ca―伝達
物質放出の関数から（逆）推定すると、5 μM 程度であることが推定された。これは、calyx of 
Held の半分以下であり、また Ca チャネルと伝達物質放出部位のカップリングが緩いことを支
持する実験結果でもある。つまり、カップリングが放出確率の決定要因であることを示す。また
ここで推定された局所 Ca 濃度のレンジでは、Ca 濃度と放出の関係がべき乗の関係になる。こ
れは、わずかな終末内 Ca濃度変化が大きな伝達物質放出量の変化をもたらすことを示唆してお
り、可塑性メカニズムを理解するうえで重要である。 
 
(3) cAMP依存性可塑性メカニズムの解明（Fukaya et al., 2021, PNAS）: 海馬苔状線維シナプ
スでは連発刺激による終末内への Ca 流入に対して cAMP 濃度が上昇し、伝達物質放出亢進を
伴う短期・長期のシナプス増強をおこす。cAMP依存性の伝達物質放出増強メカニズムを調べる
ため、シナプス前後部からの同時記録をおこない、シナプス前終末に caged Caを導入してパッ
チ電極を介して cAMP濃度を上昇させたときの放出の Ca依存性の変化を調べた。cAMP濃度存
在下でもコントロール条件下でも Ca依存性に変化は見られなかった。よって、cAMPによる伝
達物質放出増強は放出の Ca感受性以外の要因であること、つまり、cAMPによって伝達物質放
出部位付近の局所 Ca 濃度上昇をともなう可能性が示唆された。Ca 濃度依存性から放出部位付
近の局所 Ca濃度を推定すると、コントロール条件が 5 μM程度、cAMP条件が 7-8 μM程度で
あると推定された。伝達物質放出はこのレンジでは終末内Ca濃度の 3-4乗に比例する。よって、
わずかな局所 Ca濃度の変化が伝達物質放出量の変化をもたらすことが示唆された。 
 局所 Ca 濃度の変化の原因として、Ca チャネルクラスターの大きさの変化が考えられる。伝
達物質放出部位付近には Ca チャネルが集積しており（チャネルクラスター）、ここを介した局
所的な Ca流入が伝達物質放出を制御する。クラスターの大きさが変化した可能性を検討するた
め、苔状線維シナプス前終末を単離し、ガラス面に貼り付けて、全反射蛍光顕微鏡を適用した。
シナプス前終末にパッチ電極を介して Ca蛍光指示薬を導入した。脱分極パルスを与えると、放
出部位付近の局所 Ca流入を蛍光指示薬を介してモニターすることができた。また、cAMP濃度
を上昇させた条件では、局所 Ca流入量が増大した。終末全体で観察できる Caチャネル電流の
振幅には変化がなかったので、単一 Caチャネル電流振幅の増大、あるいは終末全体の Caチャ
ネル数の増加ではなく、Ca チャネルの分布が変化して、放出部位付近の Ca チャネル集積が促
進されてチャネルクラスターが拡大した可能性が高いことは示唆された。また、伝達物質放出に
対する P/Q型、N型 Caチャネルの寄与をシナプス応答の Caチャネル阻害剤感受性を用いて調
べたところ、cAMP 濃度上昇条件下ではコントロール条件よりも P/Q 型チャネルの寄与が大き
くなっていた。このことは、P/Q 型 Ca チャネルクラスターが拡大している可能性を示唆する。 
 Caチャネルクラスター拡大を直接可視化するため、ベルリン自由大学 Sigrist研究室との共同
研究により、STED顕微鏡によるチャネルクラスター可視化をおこなった。P/Q型 Caチャネル
クラスターの大きさは cAMP 濃度上昇条件で拡大した。一方、伝達物質放出部位を標識する
Munc13のクラスターの大きさには変化がなかった。さらに、Caチャネルクラスターと Munc13
クラスターの距離には変化がなかった。 
 以上の結果をまとめると、海馬苔状線維シナプス前終末では cAMP濃度上昇に伴い、Caチャ



ネル集積によりCaチャネルクラスターが大き
くなり、伝達物質放出部位付近の局所的な Ca
流入量が増大する。これよって、伝達物質放出
量が増大することがわかった（図１）。Calyx of 
Heldシナプスでは cAMP濃度上昇に伴って、
Ca 感受性の高いシナプス小胞群（super-
primed vesicles）が産生され、伝達物質放出量
を増大させることがわかっている（Yao and 
Sakaba, 2010; Taschenberger et al., 2015）。よ
って、cAMP依存性の修飾メカニズムとはいっ
ても、calyx of Heldシナプスと海馬苔状線維シ
ナプスでは異なることがわかった。この分子メ
カニズムを調べることは今後の課題である。 
 
(4)その他の研究：研究期間中の研究として、
calyx of Heldシナプスにおいて、伝達物質放出後、
シナプス小胞タンパク質が伝達物質放出部位か
らどのように除去されるかに注目した研究をお
こなった（Japel et al., 2020, Cell Rep.）。この研究では、Intersectin1によってシナプス小胞タ
ンパク質 Synptobrevin がどのように除去されるかを検討し、持続的な伝達物質放出にこの過程
が重要であることを示した。また、小脳プルキンエ細胞―深部小脳核シナプスにおいてぺリニュ
ーラルネットを構成する Bral2 がシナプス伝達に重要な役割を示すことを KO マウスを用いて
明らかにした（Edamatsu et al., 2018, J. Neurochem.）。さらに、げっ歯類聴覚系の下丘への入
力シナプスの特性を電気生理学的に解析し、報告した（Kitagawa and Sakaba, 2019, Eur. J. 
Neurosci.）。 
 
以上のように、本研究課題では、cAMP によって、伝達物質放出機構を修飾するのではなく、

Caチャネルクラスターの制御という新たなメカニズムを提唱するに至った。 
 

図１：cAMPによる Caチャネル

クラスター制御 
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