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研究成果の概要（和文）：聴覚系の神経細胞間の情報伝達を行うシナプス領域では、伝達物質の

放出を制御するタンパク分子と受け側の伝達物質受容体が、協調しながら劇的に形態変化する

ことで、音が聞こえる時期に合わせて、それぞれの分子の配置が空間的に完成される様子を電

子顕微鏡法によって可視化した。 

 
研究成果の概要（英文）：Synaptic membrane molecules, glutamate receptors and calcium 

channels were ultrastructurally visualized in the calyx of Held synapse using 

freeze-fracture replica immunogold labeling methods. Presynaptic and postsynaptic 

components were synchronously localized to the synapses at the timing of the onset of 

hearing.   
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１．研究開始当初の背景 

シナプス後部の受容体分子はシナプス部

位で約 10～100倍の密度に凝縮されて存在し、

放出される伝達物質を効率よく受け取るこ

とができるように配置されている。また、神

経伝達物質の放出・受容・回収に関与する複

数の膜タンパク分子相互の位置関係は、シナ

プス伝達の過程において、どの分子がどのよ

うに活性化されるかという効率を大きく左

右すると考えられる。このような膜タンパク

分子の会合様式や相互の位置関係は、蛍光顕

微鏡法や超薄切片法による電子顕微鏡法で

は解析できない課題であり、凍結割断レプリ

カ標識法によって膜タンパク分子の空間的

配置について解析を行う必要があると考え

た。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ラット、マウスの脳組織につ

いて、レプリカ免疫標識法を用いてシナプス

の伝達効率を左右する膜タンパク分子を標

識し、それぞれの膜タンパクがシナプス前・
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後の膜上でどのような位置関係で配置して

いるのかを明らかにすることを目的とし、グ

ルタミン酸作動性シナプスにおける、シナプ

スの伝達効率を制御する膜タンパク分子の

空間的配置を電子顕微鏡レベルで可視化し

た。 

 

３．研究の方法 

動物はホルムアルデヒドで還流固定後、脳

切片を加圧凍結法で凍結した。凍結試料を割

断、金属蒸着によってレプリカ膜を作製し、

SDS 溶液中でレプリカ下の生物試料を溶解し

た。その後、レプリカに抗原抗体反応を施し

た。グルタミン酸受容体の検出は抗 GluA 抗

体、抗 GluN 抗体を用い、シナプス前膜のア

クティブゾーンに存在するタンパクに関し

ては、レプリカ標識法で利用可能な抗体を探

索した。抗体の特異性はノックアウト動物を

利用して適宜行った。 

 

４．研究成果 

（１）Calyx of Held シナプスにおける

グルタミン酸受容体の形態形成 

聴覚系のシナプスでは、数百ヘルツ以上の

周波数で送られてくる信号を正確に伝達す

る必要があるため、伝達効率に優れたシナプ

スが形成されていると考えられる。本研究で

は、台形体核に存在する calyx of Held シナ

プスに着目し、生後 1-3 週間の発育段階にお

ける受容体タンパクの凝集形態の変化と、そ

れらの受容体クラスター内での AMPA 型、NMDA

型の各グルタミン酸受容体の局在、分布の変

化を詳細に解析した。 

その結果、生後 1週目では膜タンパク分子

がゆるく凝集したクラスター（図 1、黄色）

が数多く存在し、かつ、シナプス前終末と

MNTB 主要細胞が接着している部分では、受容

体に対する標識がクラスターの外側にも多

く観察された（図１、P7）。聴覚系がほぼ完

成する生後 2週目では、膜タンパク分子がク

ラスター内でより凝縮し、それらには AMPA

型グルタミン酸受容体の標識が集中した。

NMDA型に対する標識は1週目に比べて減少し

た(図 1、P14)。生後 3週目では膜タンパクの

クラスター数は減少し、膜タンパク分子は非

常に高密度に凝集した。これらのクラスター

には NMDA 型受容体に対する標識はほぼ消失

し、AMPA 型受容体に対する標識のみが集中し

た（図１、P24）（学会発表⑦、⑨）。 

さらに、双面レプリカ標識法でグルタミン

酸受容体の挙動を解析した。凍結割断時には

脂質二重膜の中央で物理的な割断が生じる

ことが知られているが、グルタミン酸受容体

は、他の多くの膜タンパクと異なり、通常は

そのほとんどが細胞外側（E-face 側）に移行

する。しかし、生後3週間までのcalyx of Held

シナプスでは、グルタミン酸受容体の割断時

の膜内移行の様子が異なっており、相当数の

受容体分子が細胞質側（P-face 側）に存在し

ていることが確認できた。同じ生育段階の動

物で電気生理学の結果から推定されたグル

タミン受容体の数は、割断面の両側に振り分

けられた受容体数にほぼ等しいことが推測

された。また、これらの形態学的な結果は、

シミュレーションを介することで、電気生理

で得られた結果と比較できることを提案し

た（学会発表④‐⑥）。 

 

（２）シナプス前膜に存在する P/Q 型カルシ

ウムチャネルの局在変化 

シナプス小胞を放出する機構においては、

カルシウムチャネルが放出を直接制御する

分子として非常に重要な役割を持つ。しかし

これまで、組織化学で使用可能なカルシウム

チャネルに対する抗体が非常に限られてい

たことから、カルシウムチャネルの局在様式

に関しての形態学的な情報はほとんど明ら

かになっていない。 

本研究では、P/Q 型カルシウムチャネルに

対する入手可能な抗体の中から、レプリカ標

識法で使用できる抗体を発見し、calyx of 

Held シナプスにおけるカルシウムチャネル

の局在を電子顕微鏡レベルで可視化するこ

とに成功した。興味深いことに、本シナプス

においては生後 1-3 週間の発育段階で、シナ

プス後膜のグルタミン酸受容体のクラスタ

ー化に対応したように、シナプス前膜のカル

シウムチャネル、およびシナプス前タンパク

複合体に存在する CAST や Rim1 といったタン

図１ 生後 1-3 週間のグルタミン酸受容体クラスター
配置（黄色）とタンパク分子の凝集（右上） 



 

 

パクもアクティブゾーン領域内にクラスタ

ー化していく様子が明らかになった（図２）

(学会発表③)。 

 

本研究によって、シナプス形態形成におけ

るシナプス前後の協調した発達過程を可視

化することができたと考える。（１）（２）

に述べた成果については、現在報文を準備中

である。また、同様の抗体を用いて小脳でも

解析を開始し、プルキンエ細胞に形成される

シナプスにおいても P/Q型カルシウムチャネ

ルの局在様式を明らかにした（学会発表②）。 

 

（３） シナプス前終末に存在するグル

タミン酸受容体の存在 

シナプス前受容体の存在については

長年の議論が続いているが、本研究では

他の組織化学的手法に比べて検出の感

度が高い、凍結割断レプリカ標識法を用

いて検出を検討した。海馬 CA3 領域、線

条体核、台形体核を用いて、AMPA 型、NMDA

型のそれぞれのグルタミン酸受容体に

ついて実験を行った。その結果、シナプ

ス前膜上には、非常に低い密度で金粒子

の反応が認められ、その受容体数は電気

生理学の実験結果から計算される受容

体数とほぼ等しかった。しかし、シナプ

ス前膜では、後膜受容体のような膜タン

パク分子の凝集といった特徴的な構造

は観察されず、金粒子の反応が真の標識

であるという確証は得られなかった。 

 

（４） レプリカ標識法の発展と応用 

①双面レプリカ標識法 

本研究では、通常のレプリカ標識法の

応用である双面レプリカにおいて、試料

の割断、および金属蒸着条件について最

適化を行い、より詳細に膜タンパク分子

の局在様式を解析できるようになった。

そして、網膜における電気的シナプスの

構成タンパクについて、チャネルを形成

する二つの細胞が 2種類のタンパクを発

現し、同じタンパク種同士で結合してい

ることを初めて形態学的に明らかにし、

論文として報告した（学会発表⑧、雑誌

論文②）。 

膜タンパク分子が形成する構造は、百

ナノメートルの場合が多く、その構造内

での分子の局在を可視化することは、光

学顕微鏡では非常に困難である。レプリ

カ標識法は、2 次元の面として生体膜を

観察し、分子の会合様式を直接可視化し

ながら、抗原抗体反応によって分子の同

定が可能であるという利点がある。本結

果は、ギャップ結合内で異なる分子種が

セグメントを形成し、かつ、接着する 2

つの細胞でそのセグメント同士が空間

的に完全に一致した事実を双面レプリ

カ法の応用により明らかにできた成果で
あると考える。 

 
②レプリカ標識法における新技術の開発

として、これまでの金に代わって、種々のナ

ノ粒子を標識物質として用い、粒子の元素の

違いを検出して抗原部位を同定する可視化

技術を開発し報告した。本法はさらに、ナノ

粒子によって目的の抗原を従来法よりも高

密度に標識する方法として実現できる可能

性を示した（雑誌論文①）。さらに、通常は

銀増感等により大きさを増さなければ、透過

型電子顕微鏡での観察が不可能なナノ金粒

子を、直接可視化する技術として、ＳＴＥＭ

暗視野観察法を確立した。ナノ金粒子でグル

タミン酸受容体を標識したところ、通常法の

5nm 金粒子で標識した場合の約 3 倍の標識効

図２ 生後 2 週間の calyx of Held シナプスにおけ
る P/Q 型カルシウムチャネルの分布（赤） 

図３ 網膜神経細胞間のギャップ結合双面レプリカ標
識像 
2 つの細胞がそれぞれ 2 種類のコネキシン（Cx36 と
Cx45）を発現し、かつ、同じコネキシン同士がセグメ
ントを形成してチャネルとして機能する bi-homotypic
結合(b)であることが明らかになった。 

( Li, Kamasawa et al. 2008) 



 

 

率が得られることが判明した。本件について

は引き続き観察条件の検討および詳細な解

析が必要である。 
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