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研究成果の概要（和文）：シナプス伝達における個々の伝達物質部位（アクティブゾーン）の役

割については不明な点が多く残されている。本研究では、従来不可能であった単一アクティブ

ゾーンレベルでのシナプス小胞動態の解析を可能とし、個々のアクティブゾーンの構造・機能

を明らかにすることを目指した。当初の計画では、２光子励起顕微鏡を用いた光学的手法を取

り入れる予定だったが、実験上困難であったため、薬理学的にアクティブゾーン周辺とそれ以

外とを分離して解析する手法を用いた。その結果、アクティブゾーンの中心部に位置すると考

えられる Ca チャネルの近傍において、伝達物質放出とその維持が精緻にコントロールされるこ

とを初めて明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Role of active zone, the site from which transmitter is released, 
in synaptic transmission is poorly understood. In this study, I attempted to investigate 
the structure and function of each active zone which had never been explored. Although 
I planned at the beginning to apply an optical method using two-photon microscopy, it 
was found not to be feasible experimentally. Therefore, I used a pharmacological approach 
to distinguish between active zones and other areas in a presynaptic terminal. Our novel 
findings indicated that transmitter release and its maintenance are finely controlled 
in the vicinity of each Ca channel which is thought to locate in the center of active 
zone. 
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）中枢神経系シナプス前末端は一般に極
めて微小で、ガラス電極などを用いた電気生

理学的アプローチが困難である。一方、延髄
台形核に存在する calyx of Heldシナプスは、
例外的に大きなシナプス前末端を持ち、脳幹
スライス上にて直接パッチクランプ記録が
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可能である。その長所を利用して、これまで
に、伝達物質放出に関する重要命題が次々と
解かれてきた。しかしながら、calyx of Held
シナプス前末端が持つ約 600個のアクティブ
ゾーン（伝達物質放出部位）の各々における
シナプス小胞動態を捉えた研究は前例がな
かった。そのため、個々のアクティブゾーン
の伝達物質放出における役割については不
明な点が多く残されていた。 
 
（２）単一アクティブゾーンからの伝達物質
放出は後シナプス細胞からの電気記録によ
りとらえられる。しかしながら、伝達物質放
出に伴い後シナプス受容体が飽和してしま
うと、放出量を正しく定量化することができ
ない。しかしながら、calyx of Held シナプ
スにおいては、特に、実験上よく使われる未
成熟な発達段階において、この問題が未解決
であった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、中枢神経系シナプス前末端に
おける単一アクティブゾーンの構造・機能を
解析する新手法の開発と、その新手法により
伝達物質放出機構に関する新知見を得るこ
とを目的とした。また、それに先立ち、単一
アクティブゾーンからの伝達物質放出を後
シナプス反応の振幅より定量できるか否か
を検討するため、伝達物質による後シナプス
反応の飽和メカニズムを調べることとした。 
 
３．研究の方法 
 
 生後 7－15日のラット脳幹スライス標本を
微分干渉顕微鏡下にて観察し、calyx of Held
シナプスを同定の上、前後シナプスよりパッ
チクランプ記録を行った。パッチ電極より 2
光子励起刺激が可能なケージド Ca 試薬
（NDBF-EGTA）および Ca蛍光指示薬（Oregon 
Green BAPTA2 など）をシナプス前末端に注入
し、Ca 濃度を経時的に測定しながら 2光子励
起刺激を行った。その他の実験にも同様の標
本を用い、パッチ電極からシナプス前末端へ
の薬剤および阻害ペプチドの投与、シナプス
前末端膜容量測定、前後シナプスからの同時
パッチクランプ記録を随時組み合わせた。 
 
４．研究成果 
 
（１）伝達物質による後シナプス受容体の飽
和メカニズム（J. Physiol. 2009） 
 生後７－８日目の calyx of Held シナプス
前末端に高濃度の伝達物質グルタミン酸を
注入することにより、小胞内伝達物質量を増
加させたところ、単一小胞のエキソサイトー
シスに伴う後シナプス反応が増大した。しか

しながら、活動電位誘発性の後シナプス反応
は増大せず、複数小胞が同時にエキソサイト
ーシスすることにより伝達物質が後シナプ
ス受容体を飽和することが示された。 
また、後シナプス受容体の脱感作を阻害剤

によって抑制すると、後シナプス反応の飽和
が解除されることから、受容体の飽和には脱
感作が必要であることが示唆された。 
このように、本研究により、伝達物質によ

る受容体飽和のメカニズムが詳細に明らか
になった。今後、幼若 calyx of Held シナプ
スを用いて単一アクティブゾーンの小胞動
態を後シナプス反応を指標として解析する
ためには、受容体脱感作を抑制しておく必要
がある。 
また、中枢神経系では、シナプス前末端か

らの伝達物質放出量が増加することによっ
て後シナプス反応がしない例がしばしば観
察されているが、本研究により、受容体脱感
作がその現象に関与しうることが初めて示
された。 
 
（２）２光子励起刺激法によるシナプス小胞
動態の解析 
 シナプス前末端内に注入したケージド Ca
試薬を 2 光子励起刺激すると、局所的な Ca
濃度上昇が誘発され、Ca濃度測定によってそ
れを捉えることができた。しかしながら、局
所的 Ca 濃度上昇は直径 2 マイクロメーター
以上に及び、単一アクティブゾーンのシナプ
ス小胞動態を追跡するには、Ca濃度上昇の空
間的範囲をより小さく限定する必要が生じ
た。Ca 指示薬の種類や濃度、ケージド Ca 試
薬の濃度を増減させるだけではこの問題は
解決しなかったため、以下に記述する薬理学
的な方法によって、単一アクティブゾーンレ
ベルの小胞動態の解析を目指すこととした。 
 
（３）膜容量測定によるシナプス小胞動態

の解析（Nat. Neurosci. 2010） 
 EGTA と BAPTA は両者とも選択性の高い Ca
キレーターとして知られているが、EGTA の
Ca結合速度は BAPTAのそれに比べて数百倍遅
い。そのため、シナプス前末端に注入した
BAPTAは Ca濃度上昇をほとんどすべて抑制で
きるのに対し、EGTAは Ca流入口である Caチ
ャネル近傍では効果が弱い。したがって、Ca
チャネル近傍で起きる Ca 依存性の現象は、
BAPTAで抑制されるが EGTAでは抑制されない。
この原理を利用して、膜容量測定法によって
追跡した小胞エンドサイトーシスの Ca 依存
性を調べたところ、生後発達によって、EGTA
の効果が劇的に減尐することが明らかにな
った（図）。 
 一方で、BAPTA は小胞エンドサイトーシス
を完全にブロックすることから、生後発達を
経たシナプス前末端では、Ca チャネル近傍の



Ca によって小胞エンドサイトーシスが誘発
されることが示唆された。Ca 依存性小胞エキ
ソサイトーシスによる伝達物質放出も Ca チ
ャネル近傍で起きることが明らかになって
いることから、Ca チャネル近傍での Ca 濃度
上昇が小胞のエキソサイトーシスとエンド
サイトーシスを同時に誘導し、小胞の再利用
を高効率化する働きがあると考えられる。 

 
図．小胞エンドサイトーシスの EGTA 感受性
の生後発達に伴う消失 
 
 また、これまでシナプス小胞エンドサイト
ーシスに関わる Ca2+に依存して活性化する一
連のタンパク質として、カルモジュリン・カ
ルシニューリンが重要と考えられていたが、
活性阻害剤をシナプス前末端に注入して膜
容量の記録を行ったところ、これらのタンパ
ク質の小胞エンドサイトーシスへの関与は
未成熟シナプスに限局しており、シナプスの
成熟に伴いその関与が失われることが明ら
かになった。 
これらの結果より、シナプス前末端では生

後発達により小胞エンドサイトーシス制御
機構が変化し、より Ca チャネル近傍（アク
ティブゾーン中心部）に局所化した効率的な
機構を持つに至ることが示唆された。今後は、
成熟シナプスの小胞エンドサイトーシスに
関わる Ca2+の下流にある分子を明らかにして、
それに連なる分子との相互作用について研
究を展開することが重要となる。Ca2+に依存
して活性化する一連のタンパク質による小
胞動態機構を解明することによって、認知症
やパーキンソン病などの難治性神経疾患の
分子基盤の一端が明らかになり、治療法の開
発が可能になることが期待される。今回の研
究成果はそのための第一歩と位置づけられ
る。 
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