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研究成果の概要（和文）： 

本研究課題は、新生神経細胞が海馬歯状回で誕生・成熟して形成するシナプスの機能発達メ

カニズムと、カンナビノイドやアルコール等依存性薬物の新生シナプス発達に対する影響を解明

することが目的である。新生神経細胞が海馬CA3に作るシナプスの発達を電気生理学的に解析す

るために、神経幹細胞が分裂して新生神経細胞として成熟する間の、ある一定期間にのみ光刺激

で脱分極を誘発できるチャネルロドプシン2 (chr2)を発現するマウスを作成している途中であ

る。海馬新生神経細胞は未成熟の分裂後3週ほどGAD67等抑制性マーカーを発現しているので、抑

制性細胞マーカーにchr2を発現したマウスを使って、海馬CA3において、歯状回光刺激により興

奮性シナプス伝達が誘発されるか検討している。 

海馬歯状回における神経細胞新生は、抗うつ剤のターゲットであることが近年報告されており

、研究代表者はうつ状態の原因の一つ、ストレスが海馬歯状回顆粒細胞に与える影響を研究して

いる。数日間の強制水泳により顆粒細胞が、活動電位が発生しやすい状態になることを見いだし

た。膜の興奮性制御には様々なイオンチャネルが関与しているが、特に電位依存性、あるいはカ

ルシウム依存性カリウムチャネルがこの現象に関与しているか、現在検討中である。また、蛋白

キナーゼPKNについて、神戸大学バイオシグナルセンター・向井秀幸准教授と共同研究している

が、ストレスによる興奮性亢進におけるPKNの役割を詳細に調べている。 

                                  

研究成果の概要（英文）： 

We planned to develop a new genetically modified mice whose newborn neurons in the dentate 

gyrus in the hippocampus posess channelrhodopsin-2 (chr2) to analyze the mechanisms of 

synapse formation of newborn neurons.  We are still in the middle of generating the chr2 

mice we originally planned, instead we used another mice in which neurons with markers 

of inhibitory cells express channelrhodopsin-2, because newborn excitatory neurons in 

the dentate gyrus also have these markers until about three weeks after birth.  We now 

check whether light stimulation on the dentate gyrus evoked EPSCs in pyramidal neurons 

in the CA3 region and inhibitory neurons in the hilus. 

 Recent literature suggests that antidepressants improve depressed mood through 

increasing generation of newborn neurons in the dentate gyrus in the hippocampus, 

therefore we examined the effects of stress, which can cause depression, on the 

excitability of granule cells in the dentate gyrus.  We found that forced swimming made 
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granule neurons more excitable and now investigating the mechanisms that underlie the 

elevated excitability. 
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１．研究開始当初の背景 

動物が物をおぼえる、あるいは学習をする際

には、その情報ははじめ海馬で処理をされて、

記憶として短期間ストアーされる。このとき

海馬の神経回路内でシナプス伝達の可塑的

現象が生じて情報が蓄えられると考えられ

ており、長期増強や長期抑圧といったシナプ

ス可塑性の分子メカニズムは電気生理学お

よび分子生物学的手法で精力的に研究され

ている。これらはすでに存在するシナプスに

おいて、その活動量に応じて伝達効率が増減

するものである。一方で近年海馬歯状回には、

成熟した動物においても神経幹細胞が分裂

を繰り返して新生神経細胞に分化すること

が明らかになっている。この神経幹細胞は、

学習することによって増殖・分化が増加する

ことが報告されている。後に成熟して新生神

経細胞となり、やがて CA3 領域神経細胞とシ

ナプスを形成することによって機能的シナ

プス数を増加させ、その結果学習効率を上げ

ていることが想像されるが、新生細胞の出力

シナプスについてはこれまで詳細は不明で

ある。またけいれんや虚血といった脳の病的

状態でも増殖が増加するが、おそらく脳組織

の障害による機能低下を神経細胞新生によ

って代償する作用があると考えられる。よっ

て、新生神経細胞による新しいシナプス形成

メカニズムおよびその制御因子の探索は、神

経幹細胞による神経難病治療の可能性を追

求する上で重要である。 

これまで、新生細胞が形成するシナプスが機

能していることを電気生理学的に明らかに

した報告は、本年世界で初めて報告された一

報しかなく(Nature Neurosci. 2008)、シナ

プス形成を制御しているメカニズムに関し

ては、全く明らかになっていない。電気生理

学的報告がほとんどなされていない最大の

理由は、新生シナプス応答のみを記録する際

の技術的な困難によるものである。従来の細

胞外刺激法では、歯状回新生細胞のみならず

成熟顆粒細胞を活性化してしまうので、新生

シナプスのみの応答が得られない。新生細胞

-CA3 細胞同時ペアー記録は、通常の(蛍光マ

ーカーのない)マウス海馬スライス標本では

新生細胞の同定が難しく、かつシナプス結合

がおそらく少ないため、仮にペアー記録がで

きてもシナプス結合が検出できる確率が低

いので、極めて効率の悪い実験となる。2005

年に光によって脱分極を生じるチャンネル

ロドプシン 2(chr2)を培養神経細胞に発現さ

せて、シナプス応答を記録したという報告が

初めてなされた(Nature Neurosci. 2005)。

そこで申請者らは、はじめに新生神経細胞に

のみ発現しているタンパク質、doublecortin 

(dcx)のプロモーター下に GFP-chr2を発現さ

せた Dcx-chr2-GFP トランスジェニックマウ

スを作成することにした。Dcx-chr2-GFP マウ

スの海馬スライスでは、GFP シグナルによっ



て新生細胞が同定できる。さらに、チャネル

ロドプシンは新生神経細胞にのみ発現して

いると考えられるので、青色光によって新生

細胞のみ興奮させることができる。本研究課

題では、このマウスを用いて海馬歯状回・新

生神経細胞が CA3ポストシナプス細胞とシナ

プス形成・成熟する制御因子を明らかにする。 

 

２．研究の目的 

前述の Dcx-chr2-GFP マウスマウスを用い

て、(1)新生神経細胞-CA3 神経細胞間シナプ

ス間の基本的性質(ポストシナプスのグルタ

ミン酸受容体サブタイプ、シナプス可塑性余

地の計測)、(2)新生シナプス形成メカニズム、

特にプロテインキナーゼA (PKA) 依存性長期

増強の関与、および制御因子の探索、(3)幹

細胞数に影響を及ぼすことが報告されてい

るカンナビノイドやアルコールといった外

因性の依存性薬物の新生シナプス形成に対

する作用を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

[①Dcx-chr2-GFP マウスの作成] 

本研究課題では、幹細胞由来の海馬歯状

回・新生神経細胞が CA3 神経細胞との間に形

成するシナプスの機能発現メカニズムを解

析するので、新生細胞のみ活性化できるモデ

ル動物(マウス)が必要である。2005 年に、青

色光によりチャネルが開いて細胞膜を脱分

極させる「チャネルロドプシン 2 (Chr2)」を

培養神経細胞に発現させて脱分極を起こす

ことができることが報告された(Nature 

Neurosci. 2005)。この著者らは、Chr2 発現

細胞を青色光で脱分極させると、シナプスを

形成している隣の神経細胞からシナプス応

答を記録できたと報告している。そこで申請

者らは、Chr2 を新生神経細胞にのみ発現した

トランスジェニックマウスを作成すれば、こ

のマウスから得られた海馬スライス標本の

歯状回を青色光で刺激すると、CA3 領域より

新生神経細胞にのみ由来したシナプス応答

を記録できると考えた。神経幹細胞由来の未

熟な新生神経細胞には doublecortin (dcx)

が発現しており、成熟すると消失するので、

chr2-GFP を doublecortin プロモーター下に

発現させたトランスジェニックマウス

(Dcx-chr2-GFP マウス)を作成することを計

画している。dcx プロモーター- chr2-GFP 遺

伝子は研究協力者のアドバイスのもとで連

携研究者が作成し、トランスジェニックマウ

ス作成は、業者に外注する。 

[②Dcx-chr2-GFP マウスの海馬新生細胞にお

ける GFP および chr2 発現チェック] 

 Dcx-chr2-GFP マウスの海馬において、GFP

を発現している細胞が果たして新生神経細

胞か否か、確認する。GFP 陽性細胞が POMC な

ど新生細胞特異的マーカーを発現している

か、免疫組織染色でチェックする。GFP 陽性

細胞が新生細胞マーカーも発現しているこ

とが確認できれば、次に GFP 陽性細胞におけ

るチャネルロドプシンの発現を確認する。

Dcx-chr2-GFP マウスより海馬スライス標本

を作製して電気生理学的手法を用いる。GFP

陽性細胞から電気記録を行いながら、青色光

で光刺激する。このとき脱分極が観察できれ

ば、チャネルロドプシン 2を発現しているこ

とがわかる。 

 

４．研究成果 

 

神経幹細胞が分裂して新生神経細胞として

成熟する間の、ある一定期間にのみ光刺激で

脱分極を誘発できるチャネルロドプシン2 

(chr2)を発現するマウスを作成している途中

である。海馬新生神経細胞は未成熟の分裂後3

週ほどGAD67等抑制性マーカーを発現してい

るので、現在は抑制性細胞マーカーにchr2を

発現したマウスを使って、海馬CA3において、

歯状回光刺激により興奮性シナプス伝達が誘

発されるか検討している。 

海馬歯状回における神経細胞新生は、抗う

つ剤のターゲットであることが近年報告され

ており、研究代表者はうつ状態の原因の一つ

、ストレスが海馬歯状回顆粒細胞に与える影

響を研究している。数日間の強制水泳により

顆粒細胞が、活動電位が発生しやすい状態に

なることを見いだした。膜の興奮性制御には

様々なイオンチャネルが関与しているが、特

に電位依存性、あるいはカルシウム依存性カ

リウムチャネルがこの現象に関与しているか

、現在検討中である。また、蛋白キナーゼPKN

について、神戸大学バイオシグナルセンター



・向井秀幸准教授と共同研究しているが、ス

トレスによる興奮性亢進におけるPKNの役割

を詳細に調べている。 

上記のシナプス発達のメカニズムとして、

シナプス可塑性の関与が想定されており、予

備実験として長期抑圧のメカニズムを電気生

理学的に解析している。本研究課題でも取り

扱うカンナビノイドについて、海馬や大脳皮

質シナプスに、シナプス前性異シナプス性長

期抑圧を誘発することを報告した(Yasuda et 

al., PNAS 2008, Huang et al., J. Neurosci., 

2008)。私たちはタンパク質キナーゼPKNノッ

クアウトマウス海馬において幼若期に、同じ

異シナプス性長期抑圧がシナプス後性に生じ

ることを見いだした。 

１、この長期抑圧はNMDA受容体、および代

謝型グルタミン酸受容体依存性である、 

２、PKNはシナプス後部で作用しており、亢

進した長期抑圧はシナプス後性の発現を示し

、エンドサイトーシスが関与している、 

３、KOマウスにおいては、長期抑圧が亢進

している生後0-2週の間は、野生型マウスに比

べてシナプス伝達が未発達で、サイレントシ

ナプスが多い。またPKN KOマウスでは長期抑

圧誘発刺激によってサイレントシナプスがよ

り多く発現する。 

以上が明らかになった。幼若海馬においては

PKN がシナプス長期抑圧を抑制することによ

って、シナプス発達を制御していることがわ

かった。 
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