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研究成果の概要（和文）：小脳介在神経細胞間のシナプスにおいて、スポットCaアンケイジング法によって単一シナプ
スからの伝達物質放出惹起を起こすことができ、光学的手法による単一シナプス操作という計画目標は達することがで
きた（Trigo et al., 2012, PNAS）。発展として、小脳プルキンエ細胞シナプス前終末からの直接記録により、Caアン
ケイジング下で、膜容量測定法とシナプス後細胞からのシナプス電流の計測の同時測定を行い、シナプス電流が伝達物
質受容体の飽和によって規定されており、シナプス前終末からの伝達物質放出機構の解析には、シナプス小胞イメージ
ングや膜容量測定法の利用が有用であると示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have used the confocal spot uncaging technique to stimulate a single 
presynaptic terminal. Specifically, caged Ca compound was introduced to the presynaptic cell via a patch 
pipette, and the compound was uncaged with spot illumination so that Ca was elevated only at a single 
presynaptic terminal. We have applied this to the synapses between cerebellar interneurons, and were able 
to elicit transmitter release and calculate the number of releasable synaptic vesicles at a single bouton 
(Trigo et al., 2012, PNAS). In addition, we have performed direct patch clamp recordings from the 
cerebellar Purkinje cell terminal, and applied Ca ungaging, capacitance measurements and postsynaptic 
recordings. Postsynaptic receptors were saturated and the postsynaptic currents seemed not to be a good 
indicator for transmitter release. Rather, we suggest that capacitance measurements provide a reasonable 
readout of the amounts of transmitter release.

研究分野： 神経生理学

キーワード： 神経科学

  ２版
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１． 研究開始当初の背景 
 

神経シナプスにおいては脱分極にともな
うシナプス前終末への Ca２＋流入がシナプス
小胞の形質膜への融合を起こし、小胞内に貯
蔵された伝達物質が細胞外へ放出される。放
出された伝達物質がシナプス後部の受容体
に作用することで伝達がおこる。シナプス後
部側の伝達物質受容体の特性やその分布に
関しては、分子生物学的、電気生理学的な研
究が進展している。一方、シナプス前終末の
特性に関しては以下のような未解明の点が
残されている。(1) 単一シナプスの機能は標
的となるシナプス後細胞の種類、シナプスを
形成する部位（細胞体からの距離など）など
によって機能的に多様性を持つと考えられ
ている。受容体の種類、サブユニットの違い
など、シナプス後部の多様性を媒介するメカ
ニズムについては研究が進捗しているが、シ
ナプス前終末の多様性を媒介するメカニズ
ムについてはよくわかっていない。(2) 短期、
長期シナプス可塑性は学習、記憶といった脳
の高次機能の細胞分子基盤になると考えら
れている。シナプス後部の変化を起因とする
可塑性もあるが、シナプス前終末の機能特性
の変化に起因している場合もあると推定さ
れている。しかしながら、直接の証明に欠け
ている場合が多い。 
哺乳類中枢神経シナプスは、一般に前後部

とも 1 ミクロン程度の大きさしかなく、単一
シナプスレベルでパッチ電極など用いた電
気生理学的解析を適用することは困難であ
る。シナプス前終末機能に関しては、形態的
に例外的に大きい感覚系リボン型シナプス、
脳幹聴覚系のカリックス型シナプス（研究代
表者の研究 : Sakaba and Neher, 2001; 
Sakaba et al. 2005; Wadel et al., 2007; 
Hosoi et al., 2009 など）、小脳バスケット細
胞神経終末（坂場、未発表）などにパッチク
ランプ法を直接適用することで解析がおこ
なわれてきた。一方、これらの大型シナプス
終末の特性や分子メカニズムが小型シナプ
スにも適用可能かどうかはわからない。たと
えば、カリックス型シナプスでは長期シナプ
ス可塑性を誘導するのが難しく、可塑性のモ
デルには適していないと考えられている。そ
こで、小型シナプス１個を安定的に刺激する
方法を開発し、新たなシナプス前終末の研究
法を提供することが必要なのではないかと
着想した。 
 
２． 研究の目的 

 
哺乳類中枢神経シナプス、特にシナプス前

終末は通常 1ミクロン程度で形態的に小さく、
単一シナプスレベルの特性については未解
明の点が多く残されている。たとえば短期、
長期のシナプス可塑性にはシナプス前性の
メカニズムが関与していると考えられてい
るが、単一シナプス前終末を直接刺激して応

答を記録する方法が存在しないため、解析す
ることが困難である。この問題を解決するた
めに、 単一シナプス前終末を光で刺激する
方法を開発することを試みた。ケイジド Ca２

＋を細胞体の記録電極を介して神経前終末に
導入して単一シナプス終末内 Ca２＋を局所的
に上昇させる局所アンケイジング法を開発
した。さらに、この技術を用いて単一微小シ
ナプス前終末の機能特性と伝達物質放出メ
カニズムを解明することが主要な研究目的
である。 
 本方法は単一チャネル解析のためのシン
グルチャネル解析のシナプス版と捉える事
が出来、シナプス伝達の素過程を解明するた
めの技術である。 
また、以下の２点に関して将来的に発展す

る可能性がある。(1)シナプスの機能的多様性
を媒介するメカニズムの理解。シナプスの機
能特性はシナプス前細胞、後細胞の種類、軸
索、樹状突起上の位置などによって異なると
考えられている。単一シナプス前終末の直接
刺激法の開発により、多様性がどのようなも
のであるか、規則が存在するのか、また多様
性を媒介するメカニズムを解明することが
できる。シナプスの計算能力は多様性を導入
することにより向上するものと考えられる
が、それがどのようなものか理解しなければ
計算論的モデルを構築することはできない。 
(2)シナプス可塑性のシナプス前性メカニズ
ムの解明。単一シナプス前終末の刺激を繰り
返し、安定的に行うことができれば、神経刺
激によるシナプス可塑性の誘導後にシナプ
ス前終末、特に伝達物質放出機構がどう変化
するかを直接測定できる。 
 
３． 研究の方法 

 
 ２週齢前後のラットから急性小脳スライ
ス標本を作製した。小脳抑制性神経細胞（バ
スケットないし星状細胞）間のシナプスは多
くの場合、単一シナプスないし２～３個のシ
ナプスしか形成しないが、高い確率でシナプ
ス結合をしているため、単一シナプス研究の
モデルとなりうることがわかっている 
(Auger and Marty, 2000 J Physiol 総説)。ま
た軸索が比較的太いので、細胞体からの薬物
導入が比較的簡単である利点を持つ。２つの
抑制性神経細胞にパッチクランプ法を適用
し、パッチ電極で同時に膜電位固定し、各細
胞の膜電流を測定した。一方の神経細胞にケ
イジド Ca２＋および Ca２＋蛍光指示薬を導入
した。波長の異なる蛍光色素あるいは Ca２＋

指示薬をシナプス前、後細胞に導入すること
によって、シナプスを作っている可能性の高
い領域（異なる蛍光を発する線維がクロスす
るところ）を同定することができる。シナプ
ス前終末領域にスポット光（直径 1 から 2 ミ
クロン程度）を局所的に照射することにより、
ケイジド Ca２＋から Ca２＋を解離させ、終末
内で Ca２＋濃度を強制的に上昇させた。これ



により伝達物質放出をおこさせ、シナプス後
細胞の応答から伝達物質放出機構について
推定をおこなった。 
 また、比較として、光学的な方法ではなく、
シナプス前終末から直接電気記録をおこな
う実験もおこなった。この実験では、分散培
養下の小脳プルキンエ細胞シナプス前終末
（直径１から３ミクロン）から直接パッチク
ランプ記録をおこない、さらに膜電位固定法、
膜容量測定法や Ca２＋アンケイジングを用い
ることで、伝達物質放出の定量的な測定をお
こなった。また、この実験は一部急性スライ
ス標本でもおこない、培養実験の妥当性を確
認した。 
 
４．研究成果 
 
３年間の研究で、スポット Ca２＋アンケイジ
ング法による単一シナプスから伝達物質放
出惹起させるという初期目標は達すること
ができた（Trigo et al., 2012, PNAS）。ま
た、その発展事項として、シナプス前終末か
らの直接記録により、Ca２＋アンケイジング
下で、膜容量測定法とシナプス後細胞からの
シナプス電流の計測の同時測定を行い、シナ
プス電流が伝達物質受容体の特性で規定さ
れ、必ずしも伝達物資放出を線形にモニター
していない可能性を見出した（Kawaguchi and 
Sakaba, 2015, Neuron）。以上の結果から、
現在のところ、いくつかの実験的な方法を併
用して伝達物質放出を計測すべきだと考え
られる。 
 
(1)スポットアンケイジング法による伝達物
質放出の惹起 
 
 GABA 作動性である小脳介在神経細胞どう
しのシナプス伝達を測定するため、２個の介
在神経細胞から同時記録をおこなった。同時
記録下でシナプス前細胞側の神経細胞に活
動電位を惹起すると、抑制性シナプス応答が
観察された。双方の神経細胞に蛍光色素を導
入し、樹状突起と軸索がクロスするところを
丁寧に観察し、シナプス接合部を探索した。
シナプス前細胞側にケイジド Ca２＋をパッチ
電極を介して導入し、405nm のレーザーをシ
ナプス部位に照射すると、Ca２＋がケイジド
試薬から解離し、Ca２＋濃度が終末内で上昇
した。この上昇は蛍光指示薬で観察すること
ができた。Ca２＋濃度上昇に伴って、シナプ
ス小胞の形質膜融合がおき、シナプス後部で
シナプス電流が観察された。 
 脳のシナプスは多数のシナプス結合をし
ており、自発的なシナプス入力などで単一シ
ナプスのみの解析をするのが難しい。一方で、
小脳介在神経細胞間のシナプスはシナプス
後細胞側の GABA 受容体が飽和しやすく、１
個の小胞からの伝達物質放出でシナプス応
答が飽和する。続いて２個目の小胞からの放
出があった場合、シナプス応答の大きさが小

さくなる。この現象が観察されるということ
は、同じ受容体を繰り返し用いる、すなわち
単一シナプス内での伝達物質放出現象を観
察していることになる（ multiveisuclar 
release）。このような特性を利用し、単一シ
ナプス活性化で即時伝達物質放出可能なシ
ナプス小胞数を計測することを試みたとこ
ろ、平均して２，３個程度持っていることが
わかった。これは単一シナプスで一度に１個
のシナプス小胞のみが伝達物質放出可能で
あるという“single vesicle hypothesis“には
反する結果である。また、繰り返しアンケイ
ジングを行い、応答の揺らぎを観察していく
と、伝達物質放出部位が存在し、その 70％程
度にシナプス小胞が接着し、即時伝達物質放
出可能になっているのではないか、と推論で
きた。 
 本方法の開発によって、ケイジド試薬を細
胞体から導入することで、脳中枢にみられる
小型シナプス（直径１ミクロン程度）を光学
的に制御することができるようになった。シ
ナプス前終末の特性を明らかにすべく、ほか
のシナプスに適用することが今後の課題で
あろう。 
 
(2)単一シナプス前終末からの直接記録 
 
 上記に示した方法は伝達物質放出機構の
解析には有用であるが、シナプス前終末の電
気的特性を明らかにすることはできない。ま
た、シナプス後電流応答を利用する限り、伝
達物質受容体の特性に規定されてしまう。膜
電位感受性プローブや、シナプス小胞蛍光プ
ローブは有用な技術であるが、時間分解能、
感受性などは未だ発展途上にある。そこで当
座の解決法として、小型シナプス前終末から
直接パッチクランプをおこなうことにした。 
 分散培養下の小脳プルキンエ細胞シナプ
ス前終末（直径１から３ミクロン）から直接
パッチクランプ記録法をおこない、膜電位固
定をおこなった。膜容量測定法を適用し、シ
ナプス小胞の形質膜融合量を測定すること
を試みた。同時にシナプス後部からシナプス
電流を記録した。シナプス前終末に脱分極パ
ルスを与えると、膜容量の上昇ほどにはシナ
プス後電流の大きさは増大しないことが明
らかになった。つまり、シナプス後細胞の伝
達物質(GABA)受容体が飽和してしまい、伝
達物質放出をうまく検出できないのではな
いかと推論された。 
 ケイジド Ca２＋をパッチ電極から導入し、
Ca２＋濃度を終末内で上昇させると、シナプ
ス小胞の形質膜融合にともない膜容量が上
昇した。上昇の時間経過は Ca２＋濃度に依存
し、Ca２＋濃度が高いほど速度が速くなった。
Ca２＋依存性は、グルタミン酸作動性シナプ
スと同じ程度であったが、時間経過は単一の
指数関数で近似できるので、シナプス小胞プ
ールは単一、つまりどの小胞も同じ Ca２＋依
存性を持つことがわかった。このような研究



から、GABA 作動性シナプスの伝達物質放出
機構について定量的な解析をすることがで
きた。 
 
(3)今後の研究への示唆 
 
 本研究では小型シナプスの伝達物質放出
特性の解明を GABA 作動性シナプスに焦点を
絞っておこなった。技術的には単一シナプス
を光で操作する技術ができた。現在のところ、
時間分解能、S/N 比で電気生理学的手法が光
学的手法よりも未だ優れている点がある。一
方で、膜電位感受性プローブや、シナプス小
胞蛍光プローブなどの技術開発が進んでい
るので、将来的には電気生理学的方法を置き
換えることになっていくと思われる。新たな
技術を積極的に取り入れるとともに、その長
所、短所を定量的に把握することが、シナプ
スレベル、回路レベルで正しい知見を得るた
めに重要であると考えられる。 
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