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研究成果の概要（和文）：幼若ラットの上頸交感神経節細胞を単離培養して発育途上（培養3週）

と 成熟シナプス（培養6週）を形成した神経のミトコンドリア、シナプトフィジンとCASTを蛍光

蛋白CFP、RFPとGFPを発現させて可視化して3つの蛋白動態の同時ライブイメージングを試み、様

々な神経刺激パタ－ンに応じた蛍光蛋白の移動を観察して、ひとつの神経軸索でのミトコンドリ

ア・シナプス小胞蛋白・アクティブゾーン蛋白の軸索移動速度、シナプスへの蓄積がミトコンド

リアの軸索移動を制御する機能蛋白阻害によって変化することを確認した。 

 
研究成果の概要（英文）：Preparing synaptic contacts in developing (three weeks in culture) 
and mature (6 weeks in culture) superior cervical ganglion (SCG) neurons, I performed 
live image of axonal transport of CFP-labeled mitochondria, RFP-labeled synaptophysin, 
a synaptic vesicle protein, and GFP-labeled CAST, an active zone protein, applying various 
action potential firing pattern to a presynaptic neuron. Their conduction velocity in 
the axon and their accumulation in the axon or into the terminal were impaired with 
dysfunction of a motor adaptor protein.    
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１．研究開始当初の背景 

シナプス前終末では、シナプス小胞が様々な

ステージにあり、其々のステージを担う蛋白群

の相互作用が国内外の多くの研究によって生化

学的・分子生物学的に明らかにされた（Südhof, 

T.C. The synaptic vesicle cycle. Annu Rev 

Neurosci 27, 509-547, 2004 他）。また、これ

らのシナプス蛋白群を軸索輸送するモーター分

子、モーター分子と cargoを仲介するアダプタ

ー分子、それぞれの cargo分子も明らかにされ

ていた（review, Hirokawa, et al., Kinesin 

superfamily motor proteins and intracellular 

transport. Nat Rev Mol Cell Biol 10, 682-696, 

2009 他）。これらの個々の蛋白分子についての

研究結果は蓄積されていた。しかし、成熟神経

においても神経活動によって制御されることが

予測されるこれら蛋白群の合成 → 軸索輸送 

→シナプス前終末での機能複合体構築という一

連の統合的な生理制御メカニズムはこれまでに

解析されていない未開の研究課題であった。 
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導入・RNA干渉法（RNAi）の適用が容易な独自

のモデル実験系を用いて、シナプス伝達に不可

欠な神経終末蛋白の機能解析を試み、神経終末

蛋白質の機能解析研究の進展に積極的な役割を

果たしてきた（Di Giovanni, J. et al., Neurorn 

67, 268-79, 2010; Mochida, S. et al., Neuron 

57, 210-216, 2008; Krapivinsky, G., et al., 

Neuron 52, 485-496, 2006）。本研究代表者独自

の実験系の利点と熟練した実験技術を生かして、

国内外の研究協力者から市販されていない分子

プローブの提供を得ながら、「蛋白群の合成 → 

軸索輸送 →シナプス前終末での機能蛋白複合

体構築」という一連のシナプス構築メカニズム

の神経活動に依存した生理的制御の詳細を明ら

かにすることができる研究手法を確立していた。 
 
２．研究の目的 
DNA を microinjection してミュータント蛋

白や蛋白相互作用機能ドメインを強制発現させ
てミトコンドリア軸索配置に関わる蛋白機能を
阻害、あるいはsiRNAや shRNAを導入して蛋白
発現を阻害したシナプス前細胞で、シナプス活
動に依存した「蛋白群の合成→軸索輸送→シナ
プス前終末での機能蛋白複合体構築」を複数の
蛋白質を蛍光蛋白でラベルしたライブイメージ
ングを用いて解析し、神経活動とミトコンドリ
アの移動、ミトコンドリアのエネルギー供給、
それにともなうシナプス前終末蛋白輸送形態を
明らかにする。 
 

３．研究の方法 
 シナプス活動に依存した「蛋白群の合成 → 
軸索輸送 →シナプス前終末での機能蛋白複合
体構築」におけるミトコンドリアの軸索内配置
とエネルギー供給を解析するために、ミトコン
ドリアを軸索の適所に配置する蛋白群のDNA 
を microinjectionしてミュータント蛋白や蛋
白相互作用機能ドメインを強制発現させて機能
を阻害、あるいはsiRNAや shRNAを導入してそ
れらの蛋白発現を阻害したひとつのシナプス前
細胞で、複数の蛋白質を異色蛍光蛋白でラベル
したライブイメージングを行ない、様々な刺激
パタ－ンに応じた神経活動による蛍光ラベル蛋
白（3-4種類）の動態をリアルタイム、あるい
は継時的に追跡観察することによって、神経活
動に依存したミトコンドリア移動、エネルギー
供給、それにともなうシナプス前終末蛋白輸送
形態の詳細を解析する。さらに、Caged-Ca2+、
あるいはCaged-ATPを使って、蛋白機能阻害に
よる効果のレスキューを試みる。 
 
４．研究成果 
平成23年度には、幼若ラット（生後7日）の

上頸交感神経節細胞を単離し、神経成長因子存
在下で数週間培養して神経細胞間にシナプスを
形成し、発育途上（培養3週）と 成熟シナプス

（培養 6週）を形成した神経のミトコンドリア
を GFP可視化して、様々な刺激パタ－ン与えた
ときのミトコンドリアの動態を観察して、神経
活動に依存してミトコンドリアの移動速度が変
化することを確認した。さらに、神経軸索をシ
ナプス前終末に輸送され、シナプス前終末で機
能する蛋白として、SNARE蛋白質syntaxinをGFP
可 視 化 、 シ ナ プ ス 小 胞 膜 蛋 白 質 の
synaptophysinを RFP可視化、また、active zone 
蛋白質のCASTを GFP可視化して、様々な神経刺
激パタ－ンに応じた神経軸索の移動を観察し、
神経軸索での蛍光の分布強度、移動速度、シナ
プスへの蓄積を指標として解析を試みた。 
 
同様の培養細胞を用いて、平成 24年度には、

ミトコンドリアを CFP 可視化、synaptophysin
を RFP可視化、CASTを GFP可視化して、三つの
蛋白の同時ライブイメージングを試みた。様々
な神経刺激パタ－ンに応じた蛍光蛋白の移動を
観察して、ひとつの神経軸索でのミトコンドリ
ア・シナプス小胞蛋白・アクティブゾーン蛋白
の軸索移動速度、シナプスへの蓄積を比較した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 

Control siRNA をtransfectionした培養上頸交
感神経細胞のミトコンドリアの分布（赤色蛍光
像）：隣接する神経細胞体を取り囲む神経軸索
中に多数のミトコンドリアが分布し、移動して
いる。 

 
さらに、ミトコンドリアを軸索の適所に配置

する蛋白群のうち、モーター分子KIF5B のアダ
プター蛋白である syntabulin、モーター分子
dynein の アダプター蛋白である syntaphilin 
の siRNAによる機能阻害を試みた。これらの蛋
白のノックダウンは、軸索内ミトコンドリアの
分布に異常をきたした。syntabulinのノックダ
ウンは、軸索でのミトコンドリアが30％に減少
し、細胞体付近に留まっていた。一方、
syntaphilin のノックダウンは、ミトコンドリ
アの軸索内移動が増した。そこで、syntabulin
をノックダウンした神経細胞で、CFP可視化-ミ
トコンドリア、RFP可視化-synaptophysin、GFP
可視化-CAST を観察して、ひとつの神経軸索で
のミトコンドリア・シナプス小胞蛋白・アクテ

 



ィブゾーン蛋白の軸索移動速度、シナプスへの
蓄積の違いを、研究実施期間終了後も継続して
検討している。 
研究実施期間中に計画していた Caged-Ca2+、

あるいは Caged-ATPを使って、蛋白機能阻害に
よる効果のレスキューを試みる実験は 24 年度
内に実施できなかったが、今後も研究を継続し
て解析する。 
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