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研究成果の概要（和文）：強靭なコリン作動性シナプスを構築する培養上頸交感神経節細胞を用いて、1）プレ
シナプス構築と維持、2）構築されたシナプスの機能化、3）機能化したシナプスの時空間的活性化のメカニズム
を解析し、コリン作動性シナプス構築・維持・強化・機能化を担い、シナプス活動に依存してダイナミックに変
化するシナプス可塑性を担う蛋白分子の動態を明らかにすることを目的として研究を実施した結果、1）-3）を
制御するものは、活動電位発火に伴って流入するCa2+、その濃度変化を感知して機能タンパク質を活性化する
Ca2+結合タンパク質群、流入するCa2+量を調節するCa2+チャネル制御タンパク質であることが確認された。

研究成果の概要（英文）：Under long culture, superior cervical ganglion neurons taken from 7th day 
rats form strong synapses. Using this model synapse, presynaptic proteins which regulate 
construction, maintenance and strengthen cholinergic synapses, temporal and special activation and 
inactivation of functioning synapse that underlie synaptic plasticity were studied with genetic and 
philological approaches. Results revealed the candidates of the factors, dynamics of Ca2+ 
concentration after action potential(s) firing, Ca2+-binding proteins that activate cascades of 
presynaptic functional proteins, and proteins that control Ca2+channel mobility and activity. In the
 mature synapse, milliseconds Ca2+ dynamics activate multiple protein cascades for synaptic vesicle 
control and synaptic plasticity.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
脳神経系では、グルタミン酸、GABA、

グリシン受容体のクラスター化を担う蛋白
機能分子や細胞接着蛋白分子によるシナプ
ス構築について様々な蛋白群の機能研究が
進展している。末梢神経系では、神経筋接
合部でのACh受容体クラスター化を担う様
々な蛋白機能分子が明らかにされてきたが
、自律神経・中枢神経でのコリン作動性シ
ナプス構築に関わる蛋白機能分子群は全く
解析されていなかった。 
本研究代表者は、培養法などを工夫して

構築させた強靭なコリン作動性シナプスを
独自のモデル実験系として、シナプス前細
胞に遺伝子の導入やRNA干渉法（RNAi）を
適用し、シナプス伝達に不可欠な神経終末
蛋白群の機能解析を試みて、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（Leal, K. et al., PNAS, 2012; Di 
Giovanni, J. et al., Neuron 67, 268-79, 2010; 
Mochida, S. et al., Neuron 57, 210-216, 2008; 
Krapivinsky, G., et al., Neuron 52, 485-496, 2006; 
Inoue, E. et al., Neuron 50, 261-275, 2006 他）。 

単離された幼若ラット培養上頸交感神経
節細胞が培養下で再構築するこのモデルシ
ナプス（O’Lague, P.H. et al., PNAS 71, 3602- 
3606, 1974）は、シナプス構築分子メカニズ
ムの解析に最適であった。 
 
２．研究の目的 
コリン作動性シナプスの構築・維持・強

化・可塑性の分子メカニズムは、中枢/末梢
神経ともに未解析である。強靭なコリン作
動性シナプスを構築する培養上頸交感神経
細胞をモデルシナプスとして、1）シナプス
構築蛋白群によるACh受容体クラスター化
、2）細胞接着分子群によるシナプス構造の
維持と強化、3）シナプス構築因子群による
プレシナプス構築と維持メカニズムを明ら
かにする。さらに、4）構築されたコリン作
動性シナプスの機能化、5）機能化したシナ
プスの時空間的活性化と不活性化のメカニ
ズムを解析して、発育途上/成熟シナプスの
コリン作動性シナプス構築・維持・強化・
機能化を担う各種蛋白群の働きを理解し、
シナプス活動に依存してダイナミックに変
化するシナプス可塑性を担う蛋白分子の動
態を明らかにすることを目的として研究を
実施した。 
 
３．研究の方法 
コリン作動性シナプス構築蛋白分子群の

機能解析として、①ACh 受容体クラスター
化に関わるシナプス後細胞蛋白群、②シナ
プス構造の維持と強化を担う細胞接着分子
群、③プレシナプス構築に関わるシナプス
構築因子群、④構築されたシナプスの機能
化を担うシナプス前/後細胞蛋白群、⑤機能
化したシナプスの時空間的活性化と不活性
化に関わるシナプス前細胞Ca2+結合蛋白群

に注目して、シナプス形成発育途上（< 3
週）と成熟期（4 週< ）神経に、①～⑤に
関わる蛋白の遺伝子導入による機能亢進や
阻害を起こし、シナプス伝達効率変化を電
気生理学的手法で解析するとともに、①～
④に関しては ACh 受容体、ACh 受容体ク
ラスター化蛋白群、シナプス接着蛋白群、
ACh シナプス小胞に特異的に発現する蛋
白群を可視化してその動態とシナプス形態
変化を、異色蛍光の軸索での分布密度や移
動速度とシナプス小胞膜への局在化、シナ
プスでの局在発現と複合体形成、ACh 受容
体クラスター化、MusK 複合体形成を指標
として解析する予定であったが、①ACh 受
容体クラスター化に関わるシナプス後細胞
蛋白群と②シナプス接着蛋白群の機能解析
には着手できなかった。 

 
4．研究成果 
①活動電位発火とシナプス伝達維持・強化：  
研究目的の「シナプス構築因子群によるプ

レシナプス構築と維持メカニズム」と「機能
化されたシナプスの時空間的活性化」を明ら
かにするために、まず、交感神経節細胞コリ
ン作動性シナプスでの神経活動によって変
化するCa2+動態に依存したアクティブゾーン
へのシナプス小胞補充を指標として、結合速
度の異なるCa2+キレート剤を細胞内に導入し
て解析した結果、活動電位発火に応じて小胞
開口放出部であるアクティブゾーンに流入
したCa2+のミリ秒単位で時空間的に変化する
濃度を感知した Ca2+センサーが働いて、アク
ティブゾーンへのシナプス小胞補充が抑
制・維持・強化されることが確認された。       

Mol Pharmacology に論文を掲載. 
 

②シナプス前終末タンパク質の Ca2+チャネ
ル制御： 

上記結果より、活動電位発火によって流入
する Ca2+がシナプスの維持・強化に関わるこ
とが分かり、Ca2+チャネルを制御するシナプ
ス前終末タンパク質に注目した。 

Alpha-synuclein はシナプス前終末膜に結合
し、あるいは、細胞質中に遊離して存在する
が、その機能は不明であった。交感神経節細
胞 コ リ ン 作 動 性 シ ナ プ ス に お い て 、
Alpha-synuclein が細胞外から作用してラフト
に組みこまれていたCa2+チャネルを可動化し、
シナプス伝達強化を担うことを見いだした。 
さらに、コリン作動性シナプス小胞に発現

している SV2 タンパク質が Ca2+チャネル活
性を制御して活動電位発火に応じた伝達物
質放出量を維持することが見いだした。  
これらの結果は、Alpha-synuclein と SV2

タンパク質が、プレシナプス構築因子である
とともにシナプス機能維持因子であること、
また、シナプス活動に依存してダイナミック
に変化するシナプス可塑性を担う蛋白分子
であることを示唆した。       

J Neurosci と Eur J Neurosci に論文を掲載.    



③シナプス小胞移送モーター分子機能： 
これまでに交感神経節細胞シナプス前終

末に発現を確認していたモーター分子タン
パク質 Myosin IIB と新規モーター分子タン
パク質 Myosin VI が ACh 含有シナプス小胞
と局在することを確認するとともに、それぞ
れのタンパク質を遺伝子操作によってノッ
クダウンして機能的活性化阻害による小胞
移送を解析して、Myosin IIB は神経活動（i.e. 
活動電位発火）に依存したシナプス小胞輸送
を、Myosin VI は神経活動非依存性のシナプ
ス小胞輸送を担うことを明らかにした。 
これらの結果は、「構築されたコリン作動

性シナプスの機能化」「機能化されたシナプ
スの時空間的活性化」を Myosin IIB と VI
が担い、シナプス活動に依存してダイナミッ
クに変化するシナプス可塑性に関与する重
要なモーター分子であることを示唆した。 
また、神経活動非依存性の小胞エンドサイ

トーシスを駆動するダイナミン 3 の活性化に
続いて Myosin VI が活性化される経路と、神
経活動に依存した小胞エンドサイトーシス
を駆動するダイナミン 1 の活性化に続いて
Myosin IIB が活性化される経路のそれぞれ
でアクティブゾーンにシナプス小胞が移送
されることが確認され、「機能化されたシナ
プスの時空間的活性化」には、異なった分子
活性カスケードが駆動されることを明らか
にした。 J Neuroscience に論文を掲載. 

   
④アクティブゾーンタンパク質機能：  
アクテイブゾーンでは、複数のタンパク質

が複合体を形成しているが、その複合体の中
心に位置すると考えられている CAST は、遺
伝子操作によってその発現量を変化させる
と 他 の ア ク テ イ ブ ゾ ー ン タ ン パ ク 質 
(Bassoon) の発現パターンが変化することを
見いだした。 

また CAST の shRNA 導入よる機能障害は、
アクティブゾーン膜付近のシナプス小胞を
消失させることが電子顕微鏡像で明らかと
なり、CAST がシナプス小胞ドッキング、プ
ライミングに不可欠であることが確認され
た。 

さらに、第 45 残基であるセリンが特異的
に SAD リン酸化酵素によってシナプス活動
依存的にリン酸化を受け、アクテイブゾーン
へのシナプス小胞移送速度を遅延してアク
テイブゾーンのシナプス小胞数を減少し、シ
ナプス伝達を短期間抑制する短期シナプス
可塑性という現象の一因となることを見い
だした。 
これらの結果は、CAST がアクテイブゾー

ン構築に不可欠な分子として機能すること、
さらに、構築されたコリン作動性シナプスの
シナプス活動に依存してダイナミックに変
化するシナプス可塑性を担う蛋白分子であ
ることを示唆した。 

Cell Repots に論文を掲載. 
 

⑤活動電位発火とシナプス小胞動態制御機構
のまとめ： 

研究成果①～④から見えてきた、活動電
位発火によって動員されたCa2+の濃度変化に
依存して、200 ミリ秒以内に様々なタンパク
質群カスケードが活性化されてシナプス小
胞動態を調節することについて Proc Jpn Acad 
Ser B Phys Biol Sci に総説を発表して解説した。 
さらに、シナプス前終末のカルシウムチャ

ネルの調節機構について Neurosci Res に総説
を発表して解説した。 
 
⑥Ca2+結合タンパク質 Synaptotagmin 機能： 
Ca2+結合タンパク質 Synaptotagmin 1 と 7 の
siRNA 導入よる機能障害は、アクテイブゾー
ンへの小胞補充を遅延して、Synaptotagmin の
異なるアイソフォーム 1 と 7 がカルシウム濃
度上昇によるエンドサイトーシスの initiator 
として、ダイナミン 1, 3 活性化に起因する異
なる小胞再取り込み経路選択に介在するこ
とが確認された。 
これらの結果は、シナプス小胞の開口放出

とエンドサイトーシスを駆動するCa2+センサ
ーとして機能する Synaptotagmin アイソフォ
ームの時空間的活性化機構を示唆した。 
平成 30年 3月 日本生理学会で発表、論文執筆中． 
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