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研究成果の概要（和文）： 
中枢神経系においてニューロン間の神経伝達や興奮性などを調節するペプチドを放出するペプ
チドニューロンにおける単一ニューロン発火活動とペプチド開口放出の関連をあきらかにする
ために、申請者が確立した魚類終神経 GnRH ニューロンの単離培養系を用いて、同培養ニュー
ロンに単一細胞エレクトロポレーション法を用いて開口放出関連分子と蛍光タンパク質の融合
遺伝子を導入し、それらの動態をタイムラプスイメージングする方法を確立した。 

研究成果の概要（英文）： 
To understand the excitation-secretion dynamics of peptidergic neuron from various cellular 
compartments, we recently established a primary culture system of isolated fish terminal nerve 
(TN)-gonadotropin releasing hormone (GnRH) neuron. In this study, we examined the 
electrophysiological properties of the cultured TN-GnRH neurons. They showed subthreshold 
spontaneous membrane potential oscillations and could be induced to fire in phasic or tonic patterns. 
Then, we applied a single cell electroporation method for introducing exogenous genes to visually 
identified TN-GnRH neurons. We successfully introduced plasmids encoding fusion proteins of GFP 
and exocytotic vesicle components to identified TN-GnRH neurons. Exogenous expression of those 
genes constructs showed distributions of punctate fluorescence in the soma and neurites. Time-lapse 
imaging of those fluorescence enabled visualization of movements and exocytosis of peptides in a 
peptidergic neuron.  
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１．研究開始当初の背景 

GnRH ペプチド神経系には向下垂体ホル

モンとして働く視床下部 GnRH 系以外に神

経修飾に関わる中脳 GnRH 系と終神経

(TN)-GnRH 系が存在している。申請者は、

GnRH ニューロンが明瞭な細胞塊を形成し

ており、顕微鏡下で同定可能であるという

他の脊椎動物にはない利点を持つ小型熱帯

魚ドワーフグラミーの全脳in vitro標本を
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用いて TN-GnRH ニューロンが示す電気生理

学的特性を中心に研究を行ってきた。 

GnRH をはじめとする神経修飾作用に関

わるペプチドを産生するニューロンは、一

般に少数の散在した細胞集団が脳内広範囲

に分枝した軸索を伸長するという共通した

形態学的特徴を持っている。それらのニュ

ーロンから放出されるペプチドは、明瞭な

シナプス構造からは放出されずに軸索終末

ばかりでなく軸索途中のバリコシティや細

胞体からも“en passant”に放出され、 

標的ニューロンに存在する代謝型受容体の

活性化→イオンチャネル等の修飾を介して

膜興奮性を調節すると考えられている。 

申請者は「TN-GnRH ニューロン細胞体に

おける自発発火活動が広範囲に分枝したニ

ューロン各所での[Ca2+]i変化、ひいてはペ

プチド放出にいかなる影響を与えるのか、

すなわち、特徴的な形態とその電気生理学

的特性がペプチド放出にどう関わっている

か」を明らかにすることに興味を持った。 

国内外の神経生物学分野における上記設

問に対する研究を俯瞰すると、シナプス小胞

からの神経伝達物質の（所謂、早い）開口放

出の素過程に関する研究は盛んに行われて

いるが、有芯小胞からのペプチド開口放出に

ついて、特に開口放出過程と細胞形態の関係

に着目した研究は全く行われていない。一般

に神経細胞体における脱分極は、活動電位と

して神経突起末端やバリコシティなどへ伝

播し、電位依存性 Ca2+チャネルからの Ca2+流

入を介して開口放出を引き起こす。これら細

胞局所間では、電位依存性 Ca2+チャネル・細

胞内 Ca2+ストア・細胞質 Ca2+結合タンパクの

局在、そして局所細胞質体積の差、等を反映

して細胞内 Ca2+濃度が異なる動態を示すの

ではないかと予測されている。 

しかしながら TN-GnRH ニューロンをはじ

めとするペプチドニューロンは、脳内広範囲

にわたって立体的に神経突起を投射してお

り、神経突起周囲は他ニューロンの細胞体や

神経突起、そしてグリア細胞などに取り囲ま

れている。そのため、単一 TN-GnRH ニューロ

ンの分枝した神経終末やバリコシティの位

置を同定した状態で、細胞体から電気活動を

記録、または刺激を加えながら、神経突起に

おける[Ca2+]i 変化や引き続き生じるペプチ

ド開口放出等、各種シグナルの時空間的変化

を同時に記録することは不可能であった。そ

こで申請者は、ペプチドニューロン一般にお

ける膜興奮性と細胞局所からのペプチド開

口放出の動態を、TN-GnRH ニューロンの特徴

的形態を培養環境下で平面状に再現して電

気生理・イメージングなどの技術を駆使した

多角的研究を行うことで解明するという着

想に至った。 
 
２．研究の目的 

GnRH をはじめとする神経修飾作用に関わ
るペプチドを産生するニューロンは、一般に
少数の散在した細胞集団が脳内広範囲に分
枝した軸索を伸長するという共通した形態
学的特徴と規則的な自発発火活動を示すと
いう特徴を持っている。「ペプチドニューロ
ン細胞体における自発発火活動が広範囲に
分枝したニューロン各所での細胞内 Ca2+濃度
変化からペプチド放出にいかなる影響を与
えるのか」を明らかにするために、申請者は
ペプチドニューロンの一つ、TN-GnRH ニュー
ロンを単離して同ニューロンの特徴的形態
を生体外で平面状に再現した培養系を確立
した。 
 本研究では、(1) 単離培養 TN-GnRH ニュー
ロンの電気生理学的特性を解析し、ペプチド
放出に関わる電気活動に重要なイオンチャ
ネルを明らかにする。(2) シナプス小胞や有
芯小胞の構成タンパクと GFPとの融合タンパ
ク質や、開口放出に応じて蛍光強度が変化す
る GFPバリアントなどの外来性遺伝子を培養
TN-GnRH ニューロンに遺伝子導入する方法を
確立し、神経突起とバリコシティの伸長・形
成過程、ペプチド含有小胞の細胞内における
移動、開口放出の動態を可視化する。(3) 電
気生理・電気化学・イメージング手法を組み
合わせ、TN-GnRH ニューロンにおける興奮-
分泌連関の時空間的動態を実験的に解析す
る。(4) 培養 GnRH ニューロンにおける膜興
奮・細胞内 Ca2+濃度変化・（開口放出）の動態
についてマルチコンパートメントモデルに
よるシミュレーション実験系の構築を試み、
ペプチドニューロンにおける興奮－局所分
泌連関の実験的・理論的な解析基盤を構築す
ることを目指した。 
 
３．研究の方法 

(1) 単離培養 TN-GnRH ニューロンが示す 

電気生理学的特性の解析 

単離培養したドワーフグラミーTN-GnRH

ニューロン（ペプチドニューロン）が示す

発火特性、そして発現している電位依存性

チャネルの種類と特性を、ホールセルパッ

チクランプ法の電流固定法・電位固定法に

より解析し、従来 TN-GnRH ニューロンの電

気生理学的研究に使用してきた全脳 in 
vitro標本中のintactな TN-GnRHニューロ

ンの電気生理学的特性と比較・検討した。 

(2) 単一ペプチドニューロンに対する外来



性遺伝子導入法の確立 

パッチ電極内に充填した電解質を特定の

単一細胞内に導入する単一細胞エレクト

ロポレーション法を利用して、培養

TN-GnRH ニューロンに対して外来性遺伝子

を導入・発現方法を検討した。 

(3) 培養 TN-GnRH ニューロンにおけるペプ

チド開口放出の蛍光タンパク質による

可視化とその動態の解析 

前項で述べた培養 TN-GnRH ニューロンに

対する遺伝子導入法を使用して、開口放出

のレポータータンパク、シナプトフルオリ

ンを導入・発現させ、培養 TN-GnRH ニュー

ロンにおけるペプチド放出の時空間的動態

を解析する。さらに、開口放出過程をより

高時間分解能で、かつ定量的に解析できる

GnRH の微小炭素繊維電極(CFE)による電気

化学的検出法（申請者が所属する研究室が

開発）や膜容量測定法等、特性の異なる最

新の検出方法を併用する。これら記録手法

の特性を生かして、細胞体における発火活

動が、複雑に分枝した TN-GnRH ニューロン

の細胞局所における[Ca2+]i 変化を起こし、

それが分泌小胞の移動・開口放出を誘起す

る動態を同時計測することを目指した。 

４．研究成果 

(1) 単離培養 TN-GnRH ニューロンが示す 

電気生理学的特性の解析 

前採択課題期間に確立に成功した終神経

GnRH ニューロンの単離初代培養細胞からホ

ールセルパッチクランプ記録を行い、同ニュ

ーロンの電気生理学的特性を解析したとこ

ろ、同ニューロンが脳内で示す自発発火活動

は平常時は消失するものの細胞を刺激する

ことにより規則的発火活動を誘発できるこ

とが明らかとなった。 

また(3)において述べるペプチドニューロ

ンの発火活動に応じたペプチド開口放出動

態を解析するために、単一終神経 GnRH ニュ

ーロンが示す自発発火活動波形のパターン

をいくつか記録し、その電位変化波形を元に

してホールセルパッチクランプの電位固定

法を行う action potential clamp 法を行っ

た。その結果、ペースメーカー活動における

一発の活動電位発生時の Ca2+電流を単離・計

測することが可能となった。 

またこれら研究の過程において TN-GnRH が

NPFF という別のペプチドを産生し、それらが

自己傍分泌的にペースメーカー頻度を抑制

性に調節することや、TN-GnRH ニューロンか

ら放出されると考えられる GnRH が嗅球神経

回路において僧帽細胞から顆粒細胞へのシ

ナプス伝達を前シナプス性に増強すること

が明らかとなり、これらを二編の論文として

公表した。 

(2) 単一ペプチドニューロンに対する外来

性遺伝子導入法の確立 

培養 TN-GnRH ニューロンにおける刺激依存

的な開口放出部位を蛍光色素 FM1-43 を用い

て検索した。その結果、高濃度(60mM) K+によ

る脱分極刺激により、細胞体と神経突起の両

者において開口放出後の分泌小胞の再取り

込みを反映した FM1-43 蛍光の上昇をリアル

タイムイメージングで観察することができ

た。ここまでで(1)の内容の一部と併せて単

離 TN-GnRHニューロン培養系の確立として論

文を一編公表した。しかしながら FM1-43 に

よる開口放出現象の解析は時間分解能が悪

く、またエンドサイトーシス・エクソサイト

ーシスをすべて反映してしまい特異性など

に限界があった。 

そこで単一 GnRH ニューロンの細胞各所に

おける GnRH 開口放出の調節メカニズムをリ

アルタイムかつ特異的に検出するために、

GFP改変蛍光タンパク質とGnRHとの融合タン

パク質などのプローブ遺伝子を特定の培養

GnRH ニューロンに単一細胞エレクトロポレ

ーション法を用いて導入することを試みた。

実験では標準的な GFP 発現ベクターである

pEGFP の単一細胞エレクトロポレーションに

よる培養TN-GnRHニューロンへの導入を試み、

培養ニューロン全体へのGFP蛍光の発現を指

標として遺伝子導入の成否を確認した。その

結果、約 60%の培養 GnRH ニューロンに目的と

する外来遺伝子を導入することに成功した。 

(3) 培養 TN-GnRH ニューロンにおけるペプ

チド開口放出の蛍光タンパク質による

可視化とその動態の解析 

培養GnRHニューロンに二種類の分泌小胞構

成タンパク質と蛍光タンパク質の融合遺伝子

を前述の方法により導入し、タイムラプスイ

メージングによりそれらの動態を解析した。 

その結果、シナプス小胞構成タンパク質の

一種、シナプトフィジンと EGFP の融合タン

パク質を導入した例では、細胞体とバリコシ

ティにおいてEGFP蛍光がGnRHを含む有芯小

胞とは共局在せずに点状に集中分布し、バリ

コシティ内外へ出入りする様子をタイムラ

プス観察することに成功した。一方、pH 感



受性の蛍光タンパク質（フルオリン）とシナ

プス小胞や有芯小胞に共通した小胞膜貫通

タンパク質、シナプトブレビンの融合タンパ

ク質で、開口放出による小胞内膜の pH 変化

（酸性→中性）を蛍光強度変化に変換するこ

とで開口放出を可視化・計測できるシナプト

フルオリンを導入したニューロンでは、細胞

興奮性の増大により、神経突起末端・途上で

は持続性に蛍光強度が増大したが、細胞体で

は一過性の蛍光強度増大が起こることが明

らかとなった。これらの成果を複数の学会に

おいて公表した。 

以上の実験により確立した蛍光タンパク質

による開口放出現象解析と、炭素繊維電極を

用いた電気化学的GnRH開口放出測定法、なら

びに活動電位波形による電位固定法を組み合

わせることで、単一ペプチドニューロンにお

ける興奮分泌連関を定量的に解析可能な実験

系の構築が完成し、次の段階の実験を継続し

ている。 
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