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１．研究実施の概要

　神経細胞の細胞膜には、受容体、チャネルなど様々な機能分子が発現しているが、

これらの動的な分布の変化と、シナプスにおける神経伝達機能の調節の関連につい

ては不明の点が多い。本研究課題では、高解像度で、あるいはリアルタイムで膜上

機能分子の動態や相互作用を明らかにできる方法を確立し、そのダイナミズムに基

づいた神経伝達調節のメカニズムを、分子レベルから個体レベルに至る先導的な方

法論によって探求する。平成１２年度は、平成１１年度に引き続き、各グループで、課

題達成のための方法論の開発、改良を進めるとともに、現在確立している方法によ

る細胞膜上機能分子の構造機能連関、局在、動態、分子間相互作用の解析を行って

きた。方法論については、凍結割断レプリカ免疫標識法（SDS-FRL 法）の改良、定

量的電子顕微鏡法の開発、生細胞での観察と機能解析のためのモデル系の導入、分

子間 FRET 法の開発などを進めている。また具体的なテーマとしては、定量的解析

法を用いたグルタミン酸受容体密度の測定、代謝型グルタミン酸および GABA 受容

体の電子顕微鏡的局在解析、電位依存性カルシウムチャネルの構造と神経細胞にお

ける局在解析、mGluR３ と AQP４ の共存メカニズムの解析、海馬神経細胞における

蛍光蛋白質 GFP で可視化されたシナプス構成蛋白質の動態解析、シナプス形成の時

間軸にそったシナプス局在の分子機構の解明、代謝型グルタミン酸受容体のクラス

ター化分子による機能修飾の解析などがある。

２．研究実施内容

１）電子顕微鏡的方法の開発とスクリーニング（重本グループ）

　受容体の脳内局在様式の解析については、preembedding 法や postembedding 

法などの従来法を用いて、GABAB 受容体や代謝型グルタミン酸受容体（mGluR

３）のシナプスとの位置関係を明らかにした。さらに SDS-FRL 法により多くの機

能分子の解析を通じて分子間の共存や相互作用を見い出すためのスクリーニング

を行っている。

ａ）SDS-FRL 法によるスクリーニングの進捗状況

　神経伝達物質受容体とチャネルを中心に現在までに、約６０種類ほどの分子に
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ついて SDS-FRL 法による小脳を用いた局在のスクリーニングを行った。現在

までの結果では、約半数の例で特異的な標識が認められ、既に知られていた局

在を確認する所見とともに新しい所見も数多く見い出している。方法論のさら

なる改良に向け、より安定に定量的解析が可能となるようにさらに検出感度を

改善すること、レプリカ上の均一な蛋白保持などが必要であり現在検討中であ

る。

ｂ）定量的電子顕微鏡法の開発状況

　定量的解析のための別の方法として、抗体による免疫標識のみならず、遺伝

子操作を用いた分子標識を行う方法を考えている。現在、多くの機能分子で 

GFP をはじめとする蛍光物質を融合タンパク質として発現させることが行わ

れており、当面これを電子顕微鏡レベルでの標識に利用することが現実的と考

えられる。AMPA channel については、peak-scaled non-stationary fluctuation 

analysis のような電気生理学的解析を併用することで、標識を機能的なチャネ

ル数に対して calibrate する。これにより、その他のシナプスにおいても機能的

なチャネル数をある程度推定することができると考えている。

ｃ）代謝型グルタミン酸受容体（mGluR７）の機能と局在調節

　mGluR７ は、従来 Group III mGluR の一つとして伝達物質放出を調節すると

考えられてきたが、新たな情報伝達経路が見出される（Perroy et al., ２０００）と

共に前シナプスの放出部位に集積するメカニズムが一部解明された（Boudin 

et al., ２０００）。また、mGluR７ の標識細胞依存性の伝達物質放出部位への集積メ

カニズムを探るために、岡部の開発した海馬培養細胞をモデル系として試み、

特定の介在神経細胞にシナプスする終末のみに mGluR７ が集積する現象の再

現に成功した。現在、この現象に影響を与える各種の条件や刺激を探ると共に、

標的神経細胞に特異的に発現している接着分子やシグナリング分子の特定する

ための実験を行っている。

ｄ）電位依存性カルシウムチャネル（�１A subunit）の局在

　藤本らは細胞間結合装置構成分子、Fc 受容体、Na-K-ATPase のようなイオ

ンポンプ分子ならびに膜脂質の膜平面上における二次元的な分布状態ならびに

種々の生理的変化に伴うその動態を明らかにした。さらに電位依存性カルシウ

ムチャネル（�１A subunit）の局在を検討し、�１A がシナプス領域ではやや周

辺部に局在すること、樹状突起細胞膜上では大きなパッチ（直径１ミクロン程

度）を形成して存在していることを明らかにした。

２）生細胞での観察と機能解析（岡部グループ）

ａ）GFP 分子の波長バリアントを用いた複数シナプス分子の局在の同時観察

　GFP 分子とシナプス機能分子の融合蛋白質を用いた観察系を更に発展させ
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るために、GFP 分子の波長バリアントである YFP および CFP 分子とシナプス

前部、シナプス後部の機能分子の融合蛋白質を作成し、複数の分子種の局在を

時間軸に沿って観察する、多波長動態解析の手法を開発した。この方法を用い

ることにより、これまで明らかでなかった、シナプス形成過程における複数の

分子のシナプスへの集合の順序を確定することが可能となった。PSD-９５-YFP 

分子と CFP 分子を同時に発現させることで、シナプス形成過程における spine 

構造の形成とシナプス後肥厚部の形成の時間的関係について解析した。また、

シナプス前部蛋白質である synaptophysin と CFP 分子の融合蛋白質を用いる

ことで、PSD-９５ と synaptophysin のシナプス部位への集積の時間関係も明ら

かにした。

ｂ）神経活動依存的なシナプス分子の局在変化

　シナプス後部構造に局在し、代謝型グルタミン酸受容体と結合する PSD-

Zip４５（Homer１c）分子について、GFP との融合蛋白質を作成し、その動態を

海馬神経細胞において解析した。PSD-Zip４５ は神経活動依存的にその局在を変

化させる分子であり、PSD-９５ 分子とは全く異なった動態を示すことが明らかに

なった。

ｃ）２光子励起顕微鏡を用いたシナプス微細構造の動態解析

　神経細胞特異的プロモーターと組み換えアデノウィルスを組み合わせること

により、海馬スライス培養系において錐体細胞特異的に GFP などの遺伝子発現

を行うことができるようになった。この系を用いて、GFP を発現した神経細胞

の樹状突起の形態を２光子励起顕微鏡法を用いて解析し、dendritic spine の動

的な形態変化を解析することができた。今後はこの系を用いて、神経シナプス

における細胞接着分子の動態を解析する予定である。

ｄ）多くの蛍光分子の励起波長選択性が２光子励起法の場合緩やかであるので、

GFP と蛍光指示薬の同時測定が理論的には可能である。この方法を具体化す

るため、カルシウム指示薬の２光子励起法における波長特異性を調べ、GFP 融

合シナプス分子の局在変化と細胞内カルシウムの同時検出系を構築する。現在

予備的な実験を開始しており、１光子励起法による解析結果との比較を行って

いる。

３）構造機能連関と分子間相互作用（久保グループ）

　久保グループでは、内向き整流性 K+ チャネルのポア内側の構造について解析

し、内向き整流性を決定する新たな構造基盤を同定した。分子間機能協関につい

ては、代謝型グルタミン酸受容体のクラスター化分子による機能修飾について解

析し、クラスター化分子の存在によりリガンド感受性が変わることを見いだした。

また、新規高分子量 GTP 結合蛋白質と結合する分子群の two hybrid 法によるク
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ローニングを進め、新規分子群と共に GABAA 受容体の１サブユニットを同定し

た。今後、これらの研究をさらに発展させると共に、動的構造機能連関と機能協

関をモニターするための FRET 法による解析を目指していく。

４）共存メカニズムの解析（重本グループ）

　現在、はっきりとした共存が確認されている mGluR３ と AQP４ について、その

共存メカニズムと機能的な意義を探る段階に来ている。AQP４ の機能を調べるた

めに２光子顕微鏡を用いた cell volume assay 法を起ち上げ、低浸透圧刺激による 

water influx を高速で検出し permeability が計測できるようになった。今後、各

種 の 刺 激 に よ る mGluR３ と AQP４ の 共 存 変 化 や AQP４ を 介 し た water 

permeability の変化を検討する。また、この共存のメカニズムを明らかにするた

め、mGluR２ と mGluR３ のキメラ分子を発現させた細胞を作製した。mGluR２ は 

mGluR３ に極めてよく似たアミノ酸配列をもっているが、脳では同じ細胞に発現

しておらず、培養細胞を用いたモデル系でも共存がみられないことから、mGluR

３ と AQP４ の共存に必要なアミノ酸配列は、mGluR３ 特異的な配列のどこかに含

まれていることが予想される。さらに、mGluR３ と AQP４ の共存には第３の分子

が必要であることが予想され、dystrophin complex の関与を現在検討している。
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