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研究成果の概要（和文）：マウスDA作動性ニューロンの分散培養系の確立と、さらに本培養系において腹側被蓋野(VTA
)由来のDAニューロンと、黒質緻密部(SNc)由来のDAニューロンとをcalbindinの染色により分別し、それぞれの部位特
異的なCAPS2分布を明らかにした。さらに野生型マウスとCAPS2 KOマウスからDAニューロンの培養を行い、それぞれの
ニューロンからDA分泌をタイムラプスイメージングにより定量解析したところ、CAPS2 KOマウス由来のDAニューロンに
おいて、有意にDAの分泌活性が低下していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：I established the primary culture method of DAergic neuron from mouse 
mesencephalon. The subcellular distributions of CAPS2 in the DAergic neuron from VTA and SNc are 
clarified by using anti-CAPS2 and anti-calbindin antibodies. Primary cultured DAergic neurons from WT and 
CAPS2 KO mice shows that the release activity of DA is significantly reduced in the DAergic neuron from 
CAPS2 KO mice.

研究分野： 神経科学

キーワード： ドーパミン　CAPS2
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１．研究開始当初の背景 
DAは中枢神経に存在するカテコール

アミン系神経伝達物質であり、運動調節、
ホルモン調節、快の感情、意欲、学習な
どに関わる事が知られている。またパー
キンソン病は DA 分泌量の低下（DA 作
動性ニューロンの選択的脱落）による疾
患である事に加え、近年は統合失調症の
原因物質としても重要な分子である可能
性が示唆されてきた。DA のこのような
重要性にも関わらず、その分泌機構に関
する研究はそれほど多くない。例えば
DA は軸索末端において通常の小胞分泌
機構によって分泌されると考えられてい
るが、実際に DA 作動制ニューロンを用
いて行われた研究は少ない。また、DA
は軸索末端のみならず、細胞体及び樹上
突起からも分泌される事が知られている
が、軸索分泌と細胞体—樹上突起それぞれ
における分泌メカニズムも異なっている
可能性が示唆されているものの、これに
ついてもカルシウムに対する応答特性が
異なる事が報告されているのみであり、
どのような分子が寄与しているかといっ
た研究はなされていない。さらに、DA
はシナプス小胞だけでなく有芯小胞から
も分泌されている事が知られているが、
それぞれの分泌部位、分泌様式など、ほ
とんど未解明であった。 

 
２．研究の目的 

申請者はこれまで、小胞分泌に関与す
るタンパク質を中心に海馬を材料とした
研究を行っており、近年有芯小胞分泌関連
タンパク質であるCAPS2が海馬における
BDNF の分泌を促進的に制御しているこ
とを明らかにしている。CAPS2 は in situ 
hybridization において DA 作動制ニュー
ロンが存在するSNc及びVTAに強く発現
が観察され、免疫組織化学的にも DA 作動
制ニューロンに強く発現している（図）こ
とから、CAPS2 が DA 分泌を制御してい
る可能性を着想した。そこで本申請研究で
は、DA 作動性ニューロンにおける CAPS2
の機能的役割に注目し、CAPS2 依存的な DA
の時空間的・速度論的分泌メカニズムの解
明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
-マウス中脳初代培養系の確立 

ラットで確立されている中脳初代培養
をマウスに適用し、その培養法を確立する。 

 
-免疫組織化学による CAPS2, DA 含有小
胞の細胞内分布解析 

DA の軸索・細胞体—樹状突起、シナプ
ス・シナプス外、シナプス小胞・有芯小胞
それぞれについて、vMAT2-pHluorin と
蛍光タンパク質融合マーカータンパク質
の共発現またはマーカータンパク質の免

疫染色により区別し、各々についての DA
小胞との分布の違いを比較解析する。 

 
-WT, CAPS2 KO 由来細胞を用いた下記
分泌の時空間・速度論的蛍光イメージング
比較 

vMAT2-pHluorin 分泌イメージング
後、SN 由来・VTA 由来細胞をカルビン
ディン抗体による post hoc 染色により同
定する。軸索・細胞体—樹状突起等、細胞
内各部位からの分泌は上述のように蛍光
融合マーカータンパク質を発現する事に
よって同定する 
 
４．研究成果 

マウス中脳初代培養系を確立するために、
ラットで確立している中脳初代培養をベー
スに検討を行った。まずマウス大脳皮質より
アストロサイトを純粋培養してフィーダー
レイヤーを作成し、その上に E15-17 のマウ
ス中脳領域を播種した。さらにグリア由来神
経栄養因子 GDNF を添加し、24 時間後にアス
トロサイトの増殖抑制の目的でFDUを添加し
た。培養 7日後の細胞を固定し、DA ニューロ
ンを抗 TH抗体及び MAP2により染色したとこ
ろ、神経細胞全体の 15％が TH 陽性細胞とし
て同定された（図 1）。 
 

図 1 
 
また、固定した細胞を抗TH抗体と抗CAPS2

抗体で染色したところ、約 95％の TH 陽性細
胞が CAPS2 陽性であった（図 2）。 

 

図 2 
 
次に、DA ニューロンが VTA 由来であるの

か、SNc 由来であるのかを明らかにするため
に抗 Calbindin 抗体で、樹状突起と軸索を同
定するために抗 MAP2, Tau 抗体で染色し、こ
れと TH および CAPS2 を共染色した（図 3）。 

 
 



図 3 
 
この染色像より VTA 由来及び SNc 由来の

TH 陽性細胞それぞれにおける、軸索、樹状突
起のCAPS2タンパク質の分布について定量解
析を行ったところ、VTA 由来の DA 作動性神経
細胞の樹状突起では 67.1 ± 6.6%  (n=9)、
軸索では 45.3 ± 2.5% (n=9)という局在を示
したのに対し、SNc 由来の DA 作動性神経細胞
は、細胞体では 70.7 ± 12.9% (n=6)、樹状
突起では 38.2 ± 4.1% (n=8)、軸索では 18.2 
± 1.3% (n=9)であった。また VTA における
CAPS2 の発現量を基準として、SNc 由来の DA
作動性神経細胞の各部位（細胞体、樹状突起、
軸索）における CAPS2 発現量を比較したとこ
ろ、細胞体では 70.7 ± 12.9%、樹状突起で
は 59.0 ± 8.8%、軸索では 40.2 ± 3.5%で
あった（図 4）。すなわち、VTA に比べて SNc
では全体として CAPS2 の発現レベルが低く、
さらに軸索上では有意に発現レベルが低い
ということが明らかになった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 
 
CAPS2 が DA の分泌を制御しているかどう

かを明らかにする目的で、野生型及び CAPS2 
KO マウス由来 DA 作動性ニューロンからの、
脱分極刺激依存的な DA 小胞の開口放出を、
DA トランスポーターに選択的に取り込まれ
る蛍光指示薬 FFN511 を用いた蛍光タイムラ
プスイメージングにより行った。FFN511 を培
養 DAニューロンに暴露することで DA小胞に
FFN511 を取り込ませ、これを洗浄した後に高
KCl 溶液を細胞に投与することで脱分極刺激
を起こし、これによる FFN511 の蛍光強度減
衰を測定することで DA 小胞の分泌を定量的

に解析したところ、野生型に比べて CAPS2 KO
マウス由来の DA 作動性ニューロンからの DA
小胞分泌能力は低下していることが示され
た（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 
 
DA 小胞分泌のタイムラプスイメージング

結果をさらに詳細に解析するために、刺激直
後 の FFN511 の 蛍 光 変 化 を 、 Early 
phase(0-15s)と Late phase(15-90s)に分けて、
それぞれにおける分泌速度を解析したとこ
ろ、とりわけ Early phase の分泌速度に影響
が出ている事が明になった（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 
 

以上のように、CAPS2 の VTA 及び SNc 由来
DA 作動性ニューロンにおける軸索、樹状突起
上の局在を明らかにし、さらに CAPS2 KO マ
ウス由来 DA 作動性ニューロンを用いたタイ
ムラプスイメージングの結果、CAPS2 が DA 小
胞分泌に寄与している事、特に DA 小胞分泌
の初期相において強く関与していることが
明らかになった。 
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