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研究成果の概要（和文）：シナプス前終末からの神経伝達の放出においては、活動電位依存的な

細胞外からのカルシウムイオン（Ca2+）流入が不可欠であり、それを制御しているのが電位依

存性 Ca2+チャネルである。我々は、Rab3 結合タンパク質として同定された RIM1 が電位依存性

Ca2+チャネル β サブユニットに結合して Ca2+チャネル活性を持続させ、その結果として神経伝

達物質の放出が増大されることを報告した。RIM タンパク質には、4 種類のサブタイプ（RIM1-4）
が報告されている。そこで、RIM2-4 に着目し、その生理的意義の解明を行った。様々な実験結

果から、RIM2-4 も RIM1 と同様に Ca2+チャネル活性を制御することで神経伝達物質放出に関わ

っていることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：In presynapse, vesicles docking in close vicinity to voltage dependent Ca2+ 
channels (VDCCs) is essential for the control of neurotransmitter release triggered by 
depolarization-induced Ca2+ influx.  We have recently reported that VDCC β-subunits physically 
interact with the presynaptic active zone scaffolding protein RIM1.  This interaction cooperates with 
RIM1-Rab3 interaction to support neurotransmitter exocytosis by anchoring vesicles in the vicinity of 
VDCCs and by maintaining depolarization-triggered Ca2+ influx as a result of marked inhibition of 
voltage-dependent inactivation of VDCCs.  In this research, we demonstrate that other RIM proteins 
(RIM2-4) also exert prominent suppression on VDCC inactivation via direct binding to β-subunits to 
enhance neurotransmitter release. 
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１．研究開始当初の背景 
 プレシナプスからの神経伝達の放出にお
いては、活動電位依存的な細胞外からの Ca2+

流入が不可欠であり、それを制御しているの
が電位依存性 Ca2+チャネルである。神経伝達
物質放出の厳密な制御がシナプス伝達の効
率やシナプス可塑性に深く関わることから、
Ca2+チャネルのプレシナプス局在化の分子
メカニズム解明に対して精力的な研究が行
われてきた。しかしながら、「Ca2+チャネル
と小胞との間の距離」を決める分子実体およ
び分子メカニズムは未解明であった。 
 近年、我々は、アクティブゾーン足場タン
パク質 RIM1 と Ca2+チャネルβサブユニッ
トが相互作用することを見出した。電気生理
学的な手法により、この相互作用が Ca2+チャ
ネルの不活性化を抑制し、チャネル活性を劇
的に持続させることを確認した。また、全反
射顕微鏡を使った実験から、βサブユニット
と RIM1 が結合することで、PC12 細胞の形
質膜直下の小胞密度が増加することを確認
した。すなわち、βサブユニットと RIM1 と
の結合は、シナプス小胞を Ca2+チャネルの近
傍に配置し、その状態で Ca2+チャネルを活性
化させることで効率的な神経伝達物質放出
を引き起こすと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 私は、RIM1 とβサブユニットの相互作用
こそが、90 年代初頭からその解明が待ち望ま
れていた、Ca2+チャネルと小胞の距離を決め
る分子メカニズムではないかと考えている。
本研究計画においては、それを証明するため
に、RIM タンパク質とβサブユニットの結合
および機能を詳細に検討することを目的と
する。RIM タンパク質には、4 種類のサブタ
イプ（RIM1-4）が報告されている。そこで、
RIM2-4 に着目し、βサブユニットに対する
効果を詳細に検討する。 
 
３．研究の方法 
 RIM2-4 については、発現分布について詳
細に検討がなされていない。そこで、northern 
blotting、in situ ハイブリダイゼーション法等
により、その分布を詳細に明らかにする。 
 RIM2-4 とβサブユニットとの結合に関し
ては、生化学的手法を用いて、それぞれの親
和性を詳細に明らかにする。また、過剰発現
系だけではなく、native における相互作用に
ついても評価する。RIM2-4 とβサブユニッ
トとの結合がもたらす機能については、電気
生理学的手法および、蛍光イメージングによ
り明らかにし、その結果として神経伝達物質

放出にどのような影響が出てくるかを評価
する。 
 siRNA を用いて、RIM1-4 をノックダウン
させて、上記と同様の実験手法を用いてその
詳細を明らかにする。これによって、RIM1-4
それぞれのタンパク質の役割を明らかにな
ると期待される。 
 
４．研究成果 

RIM2-4 の発現分布についてウェスタンブ
ロッティングおよび in situ ハイブリダイゼ
ーション法を用いて評価したところ、RIM1
と同様に、RIM2-4 も脳に多く発現すること
がわかった。また、RIM1 とは異なり、RIM2-4
に関しては、他の臓器における発現も認めら
れた。 
βサブユニットに対する親和性について

は、それぞれの精製タンパク質を作製し、解
離定数を算出した。その結果、RIM2 は RIM1
と同様の親和性を持っていたが、RIM3 およ
びRIM4の親和性はRIM1に比べて低かった。
また、脳から調整した膜画分サンプルを用い
た実験からも、RIM2-4 と Ca2+チャネルとの
結合が確認できた。 

Ca2+チャネル活性に対する各RIMサブタイ
プの効果は、Ca2+イメージングおよび電気生
理学的手法を用いて評価した。BHK 細胞を用
いた組み換え発現系において、RIM1 と同様
に、RIM2-4 の過剰発現により Ca2+チャネル
活性が劇的に持続した。また、内在的に
RIM2-4 を発現する PC12 細胞においては、
siRNA を用いた RIM2-4 のノックダウンによ
り Ca2+チャネル活性が減弱し、またその遺伝
子レスキューによりCa2+チャネル活性が回復
したことから、native の細胞においても
RIM2-4 は Ca2+チャネル活性を制御している
ことが分かった。 

神経伝達物質の放出に関して PC12 細胞を
用いて評価したところ、RIM2-4 を過剰発現
することで上昇し、RIM2-4 をノックダウン
することで損なわれた。すわなち、RIM2-4
も RIM1 と同様に Ca2+チャネル活性を制御す
ることで神経伝達物質放出に関わっている
と言える。 

以上の結果から、RIM1 だけでなく、RIM2-4
もβサブユニットに結合し、神経伝達物質放
出を制御していることが明らかになった。特
に、RIM1-4 すべてをノックダウンすると神
経伝達物質放出がほぼ損なわれることから、
RIM1-4 とβサブユニットの結合は、神経伝
達物質放出に不可欠であると言える。 



 

図. 神経伝達物質放出における RIM1-4 ノッ
クダウンの効果 
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