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研究成果の概要（和文）：代表的抑制性伝達物質であるグリシンが神経終末からの放出開始後に起こるグリシン
受容体の集積や動態について、マウス培養脊髄神経細胞標本を用いて電気生理学的および分子イメージングを用
いて検討した。受容体ブロッカー存在下で培養した脊髄神経細胞において、ブロッカーを除去すると、グリシン
作動性微小シナプス電流の漸増と蛍光Ｑドットでタグしたグリシン受容体のシナプス下での動態速度の低下が観
察された。さらに、樹状突起局所においてグリシンが結合したグリシン受容体は側方移動速度が低下しているこ
とが判明した。このグリシン結合による受容体移動の低下は細胞内ＰＫＣ依存性である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We attempted to investigate the postsynaptic receptor dynamics during the 
formation of glycinergic inhibitory synapses by using electrophysiological and single molecular 
imaging approach. In spinal cord neurons cultured in the presence of strychinine, a glycine receptor
 antagonist, miniature inhibitory synaptic currents gradually increased in amplitude after wash-out 
strychinine. In addition, glycine tagged with Q dot moved much slower at the synaptic sites without 
strychinine compared with that with the receptor antagonist. In addition, lateral mobility of 
glycine receptor could be accelerated without glycine receptor. This suggests that glycine receptor 
at the inhibitory synapses could be limited in the mobility, resulting in the accumulation of 
glycine receptor at the glycinergic synapses. PKC activation upon the glycine receptor activation 
might regulate the receptor accumulation. 

研究分野： 一般生理学
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１．研究開始当初の背景 
脳の発達の最終段階において神経回路の

再編成が観察される。これは既に機能してい
る神経回路の変化であるため、しばしば感覚、
行動、リズムなどの脳機能の発達に伴う大き
な変化として表現される。発達期における神
経回路機能の可塑的変化に関する研究は、そ
の殆どが中枢神経系におけるグルタミン酸
作動性、末梢におけるアセチルコリン作動性
に代表させる興奮性シナプスにおいて行わ
れてきた。つまり、感覚系や末梢運動系にお
ける興奮性モデル回路において示された 
“シナプス前終末の活性化→シナプス後細
胞活動の上昇→シナプス競合／脱落や、伝達
物質受容体の可塑的変化の促進”という理
論が広く一般に指示されている。しかし、脳
において半数近くをしめる抑制性回路の発
達期における remodeling については、多く
の抑制性回路が介在ニューロンで形成され
ているため、回路が複雑であるため、興奮性
に比較し報告は非常に少ない。また、GABA や
グリシンの放出によってシナプス後細胞の
活動を抑制すると考えられてきたため、抑制
性回路に関しては、興奮性回路における可塑
性の論理は受け入れにくく、その発達再編成、
およびメカニズムについて未解決な部分が
多い。しかし、近年、GABA が海馬などの神経
回路の形成や、大脳皮質における臨界期形成
に関与する報告され、回路発達に対する役割
に注目が集められている。 
申請者は、生体において神経回路活動を容

易にコントロール可能な聴覚系をモデルに
神経回路の発達可塑性を検討してきた。成熟
期外側上オリーブ核（LSO）細胞は同側およ
び対側耳からの音情報をそれぞれグルタミ
ン酸入力およびグリシン入力として受け、生
体において抑制性回路活動を選択的にコン
トロールすることができるため、抑制性回路
remodeling 研究の最適モデル回路として注
目されている (Kandler; Nature Neurosci 
2010、申請者;J, Neurophysiol 2000, Eur J 
Neurosci 2007)。 
申請者は、LSO への抑制性（GABA/グリシン）

シナプスの発達再編成において、未熟 LSO へ
の主な入力が GABA 作動性であり、生後２週
間でグリシン作動性へスイッチすることを
見出した。そのメカニズムが、同一終末内の
伝達物質が GABA から GABA+グリシンの
co-release の時期を経てグリシンへ単一終
末内でスイッチすることを報告した（Nature 
Neurosci 2004）。 
発達期におけるシナプス機能の再編成の

なかで、伝達物質のスイッチングは末梢で汗
腺に入力する交感神経においてのみ報告が
あるが（Landis, 1988）が、中枢神経系では
報告がなく、新しい概念の発達期における中
枢神経回路の可塑的変化と考えられる。申請
者らの報告に引き続き、聴覚系(Trussell 
2007)、脊髄（Bea 2007, 他）、海馬（Noebel 
2005 他、：海馬では反論有：Kamiya 2007）

などにおいて、伝達物質自体の発達変化が報
告され、神経回路の発達リモデリングとして
（１）余剰シナプスの除去、（２）伝達物質
受容体のサブタイプ・密度の変化、に加えて、
伝達物質自体が変化するという大きなカテ
ゴリーが提示された。 
 

２．研究の目的 
本申請では、LSO から NMTB への抑制性回路

の伝達物質が GABA からグリシンにスイッチ
するという結果を受けて、変化する伝達物質
を受けて 機能的なシナプスを構成する受
容体の変化について、シナプス伝達機能の変
化、および受容体動態のダイナミックスを解
明する。 
神経終末から放出される伝達物質が変化

すると、それを受けるシナプス直下における
受容体も変化することは予想される。伝達物
質のスイッチによって、対応するシナプス下
の受容体がどのように変化するのか。（１)細
胞膜―細胞内のリサイクリング、（２)細胞膜
上における側方拡散の２つの動的変化につ
いて、培養系モデル回路において検討を行う。 
 

３．研究の方法 
スイチングに対応するシナプス下受容体

の動態を明らかにするために、電気生理学、
免疫組織学、蛍光ドット（Q-ドット）を用い
た量子イメージング技術を駆使して検討を
行う。 
（１）伝達物質のスイッチによるシナプス

後膜の受容体発現・動態制御。 
シナプス伝達の基本理論として、効率化の

ために、放出される伝達物質の受容体がシナ
プス直下（synaptic density）に集積するこ
とが予想される。伝達物質の GABA からグリ
シンへの変化に伴い、シナプス直下のグリシ
ン受容体の集積が観察されるのか、その動態
について検討する。 
（２）細胞膜に存在する受容体のシナプス

下への集積（側方移動の観察）。 
GABA/グリシンがco-releaseされている脊

髄神経細胞を、グリシン受容体ブロッカーで
あるストリキニン含有培養液下で培養する
（グリシン伝達を長期ブロック）。グリシン
受容体抗体を添加した蛍光分子（量子ドッ
ト：Q dot）でグリシン受容体を可視化する
（１分子イメージング）。蛍光顕微鏡観察下
で、ストリキニンを wash-out し、シナプス
下でグリシン受容体が活性化する状態にす
る。シナプス下でのグリシン受容体が、活性
化により、動きの遅延・停留・集積するのか、
Q-dot のトレーシング解析を用いて検討する。 
（３）受容体のリサイクリング。 
グリシン伝達の開始によって、細胞内に存

在するグリシン受容体がシナプス下膜への
移行（insertion）が促進されるのか調べる
ために、グリシン受容体 N末端（細胞外ドメ
イン）に蛍光分子 PHluorin を結合させたグ
リシン受容体を発現させる。細胞内の小胞



（内部は低ＰＨのためPHluorinは蛍光消失）
に存在するグリシン受容体が細胞膜に挿入
されると、蛍光発生の同定により、動的な変
化の検証が可能である。 
 

４．研究成果 
（１）神経伝達活動依存性のグリシン微小

電流の大きさの増大。 
シナプス入力形成、または伝達物質スイッ

チングによりグリシン伝達が開始されたの
ちの機能的シナプス伝達の強化を検証する
ために、培養脊髄神経細胞を作製し、作成直
後からグリシン受容体阻害薬であるストリ
キニンを培養液に添付した（グリシン伝達未
経験群）。パッチクランプ法により神経細胞
から電気記録を行いつつ、ストリキニンを細
胞外灌流液から除去し、初めてのグリシン伝
達入力を記録細胞に対して誘導した。グリシ
ン作動性シナプス微小電流の大きさはスト
リキニン除去後１時間にわたり漸増した。一
方、ストリキニン非含有培養液で培養した群
（グリシン伝達経験群）において、記録直前
にストリキニンを灌流液に添加しグリシン
伝達ブロックした群では、ストリキニンを除
去すると、急速にグリシン作動性シナプス電
流の大きさは回復し、一定に達した。このこ
とから、グリシン伝達非経験群において、グ
リシン作動性シナプス電流の漸増はストリ
キニン除去によるアーチファクトによるも
のではなく、シナプス電流自体の漸増である
ことが示された。 
このグリシン作動性シナプス電流の大き

さの漸増のメカニズムとして、シナプス後膜
部において、グリシンという新たな伝達物質
が機能を開始するに伴い、シナプス下におい
て、対応する受容体の集積が起こり伝達効率
の亢進が起こることが想定される。そこで、
グリシン受容体の局在の変化、さらに、その
動態についてイメージングを行い、解析を行
った。 
（２）グリシン受容体と抑制性シナプス前

終末マーカーである VIAAT（ vesicular 
inhibitory aminoacid transporter）に対す
る抗体で２重染色を行った結果、グリシン伝
達を培養当初からブロックした群（グリシン
伝達未経験群）においては、グリシン受容体
はシナプス後細胞膜に一様に散在していた
が、対照群（グリシン伝達経験群）、および
グリシン伝達未経験群においてストリキニ
ン除去を行いグリシン伝達経験開始１時間
後群（グリシン伝達経験早期群）において、
グリシン受容体はシナプス下に局在するも
のが有意に増加していた。また、グリシン受
容体の集積面積もグリシン非経験群では、対
照群に比べて優位に小さかった。この結果か
ら、グリシン受容体はグリシン伝達が行われ
ている局所（シナプス下膜）に集積すること
が判明した。 
（３）グリシン受容体のシナプス下への集

積のメカニズムを検討するために、グリシン

受容体の細胞膜における動態の可視化を行
った。まず、superecliptic pHluorin (SEP)
で 蛍 光 タ グ し た グ リ シ ン 受 容 体 を
Lipofection で発現させた。細胞膜における
グリシン受容体の動態を recovery after 
photobleaching (FRAP) 法 、 お よ び
fluorescence loss in photobleaching 
(FLIP)法を用いて検討した。 
樹状突起の局所に光照射を集中させ、蛍光

褪色（photobleaching）させた。ストリキニ
ンを含まない標準灌流液中では、同部におけ
るグリシン受容体の蛍光が徐々に回復した。
一方で、ストリキニンを添加した溶液内では、
蛍光の回復が大きく促進された）。この蛍光
の回復の差が、細胞膜におけるグリシンの移
動の差によるものか、または細胞内からのエ
クソサイトーシスによるものなのかを検討
するために、観察領域の両側に隣接する部位
を連続的に光照射して、細胞膜を移動して観
察領域に入る蛍光グリシン受容体の蛍光の
持続的な褪色を行った。細胞膜の側方移動の
影響の影響を除去した状態下では、褪色を行
った細胞膜局所におけるグリシン受容体の
蛍光回復は、標準灌流液およびストリキニン
存在下において、いずれも低下しており、そ
の差はみられなかった。 
この結果から、グリシン受容体はグリシン

非結合状態では細胞膜における移動速度は
高く、グリシンが結合すると移動が低下する
ことが判明した。 
（４）グリシン伝達が開始されたシナプス

下での受容体の移動が減弱することを確認
するために、グリシン受容体に蛍光Ｑドット
をタグさせ、グリシン受容体の動態の一分子
イメージングを行った。ストリキニンを培養
当初から添加したグリシン伝達非経験群に
おいてはグリシン受容体はシナプス部位、非
シナプス部位に関係なく移動しているが、標
準液中培養群では、シナプス下におけるグリ
シン受容体移動速度は有意に遅かった。さら
に、グリシン伝達非経験群において、灌流液
からストリキニンを除去すると短時間後に
グリシン受容体はシナプス下において移動
速度が有意に低下した。 
これらの結果から、グリシン作動性シナプ

ス伝達が開始されると、それ以前には細胞膜
を側方移動していたグリシン受容体がグリ
シンシナプス下でトラップされ、受容体密度
が増加することが、グリシン作動性シナプス
電流の漸増のメカニズムであることが示唆
された。 
現在、なぜグリシン受容体の活性化がグリ

シン受容体の側方移動を抑制するのか、グリ
シン受容体活性に伴う細胞内メカニズムに
ついて検討中である。 
予備実験結果として、カルシウム依存性蛋

白リン酸化酵素（ＰＫＣ）の阻害剤存在下で
は、グリシン受容体を活性化しても細胞膜上
の移動速度は減弱しないことが認められた。
グリシン受容体はイオンチャネル型の受容



体であり活性化による塩素イオンの細胞内
流入を引き起こす。細胞内塩素イオンとＰＫ
Ｃの関係は報告がないが、今度塩素イオン流
入による体積変化なども視野にいれた解析
を行う予定である。 
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