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1.研究実施の概要 

 本研究課題の目的は、神経細胞膜上の受容体やチャネルなどの機能分子の微細局在や動

態を高解像度およびリアルタイムで明らかにし、シナプス局在の分子機構やそのダイナミ

ズムに基づいた神経伝達調節のメカニズムを解明することである。重本サブグループでは、

これまでの４年間で開発された定量的凍結割断レプリカ免疫標識法(SDS-FRL法)を用いて

グルタミン酸受容体密度の測定法を確立し、in vivoの小脳学習運動に伴う受容体数の変

化を検出することに成功した。また慢性刺激電極によるin vivoの長期増強現象による受

容体局在の動態も解析している。その他、電位依存性カルシウムチャネルや過分極により

活性化するカチオンチャネル（HCNチャネル）の局在と機能解析を行った。 

 岡部サブグループでは、海馬神経細胞を用いてシナプス構成蛋白質の細胞膜上での動態

およびシナプスへの局在の分子機構を解析することを目指している。シナプス形成過程に

おけるシナプス分子の動的集合過程を解析するため、蛍光蛋白質GFPとシナプス前部、シ

ナプス後部蛋白質の融合分子を作成し、これらの蛋白質の局在変化をシナプス形成の時間

軸にそって測定した。 

 久保サブグループでは、イオンチャネル・受容体等の膜機能分子の構造機能連関と、G

蛋白質等の他分子との機能協関、およびその動的構造変化を知ることを研究目的としてい

る。内向き整流性K+ チャネルKir2.1、イオンチャネル型ATP受容体 P2X、代謝型グルタミ

ン酸受容体 mGluR1、高分子量G蛋白質OPA1、G蛋白質応答調節因子RGS蛋白等を主たる研究

対象とし、クローン化させた遺伝子と種々の変異体を発現させ、電気生理学的手法により

その機能を、免疫組織化学的手法によりその局在の動態を、光学的手法FRET により動的

構造変化を解析した。 

 

2.研究実施内容 

 重本サブグループでは神経伝達物質受容体、イオンチャネルなどの神経機能に直接関連

すると考えられる神経細胞膜機能分子の電子顕微鏡レベルでの局在と動態を検討すること

によって、神経機能，特に神経伝達機構の解明を目指してきた。 

(1) 定量的SDS-FRL法によるグルタミン酸受容体数の分布と動態解析 



平成１５年度には、前年度に免疫電子顕微鏡法と電気生理学的方法を組み合わせて

小脳苔状線維シナプスのAMPA型受容体数の推定を行った研究（Momiyama et al., 

J.Physiol., 2003）を発展させ、２光子顕微鏡とcaged glutamateを用いたsingle 

synapseでの non-stationary fluctuation analysisと定量的SDS-FRL法を組み合わせ、

生後３日令ラットの苔状線維シナプスでAMPA型受容体数を決定した。この種のシナプ

スではAMPA型受容体チャネル数はシナプス面積に比例し一定の密度（平方ミクロンあ

たり約１２００個）を示したのに対し、レプリカ上の金標識もほぼ同数が認められ、

この標識法が金粒子一個あたり機能的チャネル一個を検出するほどの高感度であるこ

とが証明された（Tanaka et al., in preparation）。同様のレプリカ標識法をadult

のラット小脳に適用したところ、平行線維の作るシナプスでも相手がプルキンエ細胞

か介在神経細胞かでAMPA型受容体の局在様式は大きく異なることが明らかとなった

（Masugi-Tokita et al., in preparation）。介在神経細胞上のシナプスでは苔状線

維シナプスにも増してAMPA型受容体密度は極めて一定であったが、プルキンエ細胞上

のシナプスにおいては密度がほぼ０から平方ミクロンあたり１０００個近くまで、大

きなバラツキを示した。次にこのような大きなバラツキを示した理由が、この種のシ

ナプスの持つ高い可塑性にあるのではないかと考え、実際に小脳の運動学習によって

このシナプスのAMPA型受容体の密度分布がどう変化するかを調べた。マウスの行動実

験は主な研究参加者である永雄総一自治医大助教授が行い、記憶が安定的に形成され

る視機性眼球反応学習１時間の前後で、水平性眼球運動の調節に関係している小脳

flocculusの中央部三分の一で多数のシナプスを定量的SDS-FRL法で解析したところ、

シナプスのpopulation全体として有意なAMPA型受容体の密度の減少が認められた。こ

のような変化は学習を行っていないコントロールマウスや学習を行った動物でも

flocculusからわずか0.5mm以内にあるparaflocculusでは全く認められない。さらに驚

くべきことに学習１時間後では有意な変化のなかったシナプス自体の密度が、この学

習を数日間続けることによって３０％以上も減少することが明らかとなった

（Nakadate et al., in preparation）。この変化もコントロールでは全く認められな

い。この結果は、数日間続ける学習によって蓄積される長期適応現象と呼応しており、

学習が飽和した後２週間放置すると、水平性眼球運動の記憶はほとんど失われると同

時にシナプス密度もコントロールとほとんど有意差のないところまで回復することを

確認している。これらの結果は、分オーダーから時間オーダーの短期的な記憶はAMPA

型受容体の密度変化として一定のシナプスのpopulationに蓄えられる一方、日オーダ

ーの長期的な記憶の定着にはシナプス結合そのものという脳のハードウェアのリモデ

リングが必要であることを示唆している。このような極めて生理的な刺激でダイナミ

ックな脳内の受容体変化が捉えられたのは初めてのことである。また重本グループの

深澤助手は海馬に入力するperforant pathをin vivoで特異的にテタヌス刺激すること

によって投射領域の歯状回分子層でNMDA受容体依存性の長期的なF-actin増加が引き起

こされ、これが長期増強現象の維持に必要であることを明らかにしているが、同様の



手法と定量的SDS-FRL法でAMPA型受容体の密度を調べたところ、受容体密度の低いシナ

プスpopulationが減少していることを確認している。さらに小脳と全く事情が異なる

点として、シナプスだけでなくシナプス外のAMPA型受容体の密度が極めて高く、樹状

突起のドメインによって勾配を持っていることが明らかにされた（Fukazawa et al., 

in preparation）。今後、これらのAMPA型受容体の動態をさらに詳しく長期増強現象

成立の時間経過とともに解析することによって、シナプス可塑性が長期に定着するメ

カニズムを解析できるものと考えている。 

(2) NMDA受容体サブユニット局在の左右差形成メカニズムの解析 

イオンチャネル型のグルタミン酸受容体でも特に記憶形成に重要であると考えられ

ているNMDA受容体の局在については、九州大学の伊藤功助教授との共同研究で驚くべ

き発見がもたらされた（Kawakami et al., Science, 2003）。伊藤助教授はNMDA受容

体NR2Bサブユニットの特異的な阻害薬の感受性が右の海馬スライスと左の海馬スライ

スで異なることに気付き、我々の研究室でもNR2Bのシナプスにおけるタンパク量や

postembedding法による標識密度をCA1で調べたところ、錐体細胞頂上樹状突起の分布

するstratum radiatumでは同側から入力するシナプスについて左のほうが右よりも

NR2B含量が多く、逆に基底樹状突起の分布するstratum oriensでは右のほうが左より

も多いことが明らかとなった。しかも電気生理学的解析から反対側入力についてはこ

れと全く反対の関係になっていることが示唆された（図４）。非対称性分布は錐体細

胞のシナプスに特異的で同種の入力線維でも介在細胞に対するシナプスでは左右に有

意差はない（Wu et al., in preparation）。この結果は分子レベルで脳の左右差がは

っきり示された 初の例である。 

(3) イオンチャネルの局在と機能 

従来法による免疫電子顕微鏡法では、P/Q-type calcium channelがグルタミン酸作

動性シナプス周囲へ集積（Kulik et al., Eur. J. Neurosci., 2003）していること、

過分極で活性化されるＨＣＮチャネルの特徴的脳内局在（Notomi and Shigemoto, J 

Comp Neurol., 200４）、HCNチャネルとNa/K-ATPaseとの双方向性相互作用（Kang et 

al., J. Neurosci., 2004）、HCNチャネルの細胞膜上マイクロドメイン形成(Tarusawa 

et al., in prep)を明らかにした。 

(4) 機能分子動態解析のためのモデル動物の作製 

機能分子動態をさらに定量的に解析するために各種タグを導入したトランスジェニ

ックマウスやノックインマウスの作製を進めている。 

 

岡部サブグループでは以下の研究を行った。 

(1) 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によるトランスジェニックマウス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

などの分子を発現させる事が可能となった。この手法と電気穿孔法を組み合わせる事



で、シナプス前部のvaricosity構造とシナプス後部のスパイン構造の同時観察が可能

となり、２光子励起顕微鏡により両者が近接して存在する部位としてシナプスを同定

した。電気刺激により誘発された樹状突起の比較的大きな構造変化によっても、本手

法で同定したシナプス部位はその結合を切断されない事から、同定されたシナプス部

位は機械的に強い結合を持つ接着構造を反映するものと考えられた。このようにして

同定されたシナプス前部および後部構造の同時観察により、両者は接着を保ちながら

短時間の内に構造変化を起こす事が明らかになった。シナプス前部と後部の動態は数

秒程度の時間枠においては同期して変化しないが、複数のシナプス間で平均化した動

態の大きさを定量した場合にはシナプス前部と後部の間での相関が観察された。本研

究により開発された複数のシナプス構造を同時に観察する技術は、シナプス形成およ

びリモデリングの過程における両者の果たす役割を解析する上で有効な手法であると

考えられる。 

(2) 複数のシナプス後肥厚部蛋白質の安定化およびシナプス局在機構の解析 

シナプス後部に存在する代表的な足場蛋白質であるPSD-95, GKAP, cortactin-

binding protein, Homer 1cについて、そのシナプス部位での動態をタイムラプス顕微

鏡観察およびfluorescence recovery after photobleaching (FRAP) 法により定量し

た。これらの蛋白質のシナプス後部における存在量の時間的変化はそれぞれの蛋白質

で異なり、かつFRAP法で測定される定常状態での入れ替わり速度の差と良く一致して

いた。NMDA受容体、代謝型グルタミン酸受容体のノックアウトマウス由来の神経細胞

および薬理学的にPSD-95をシナプスから除去した神経細胞の動態解析により、これら

の膜局在蛋白質は他のPSD蛋白質の局在および動態に大きな影響を与えない事が示され

た。これに対して、アクチン線維の速い脱重合を薬理学的に引き起こすと、PSD-95を

除くPSD蛋白質のシナプスにおける存在量は大きく減少した。以上の結果から膜の内在

性蛋白質であるグルタミン酸受容体および膜近傍に安定化して存在するPSD-95分子は

PSDの分子構築の維持に必須の蛋白質ではなく、むしろ活発な動態を示し細胞質側から

PSD構造と相互作用するアクチン線維の存在がPSD構造の維持に重要な役割を果たして

いる事が明らかとなった。 

 
 久保サブグループでは以下の研究を行った。 

(1) 代謝型グルタミン酸受容体 (mGluR) のサブユニット間相互作用のFRET法による検

出 

代謝型グルタミン酸受容体１型（ｍGluR1）はホモ二量体として機能していることが

知られており、グルタミン酸により二量体における細胞外領域間の距離が小さくなる

ということが報告されている。本研究者らは、多価陽イオンであるGd3+ がこの二量体

間のインターフェースに存在するE238に作用することでmGluR1を活性化するというこ

とを報告している。そこで、グルタミン酸や多価陽イオンのmGluR1活性化機構につい

てFRET（Fluorescent Resonance Energy Transfer）を用いて検討を行った。蛍光タ



ンパク質であるCFPやYFPを細胞内領域に導入し、一量体内および二量体間における

FRET効率の変化を観察した。グルタミン酸の投与により二量体間のFRET効率は顕著な

変化を見せたが、一量体内でのFRET効率には変化が見られなかった。この結果は、Gタ

ンパクと共役する細胞内領域でもグルタミン酸によりmGluR1二量体が再配置されるこ

とを示している。 多価陽イオンCa2+ やGd3+ もmGluR1二量体間のFRET効率を同様に変

化させたが、この変化は陽イオンの作用部位と考えられるS166とE238の変異体では観

察されなかった。このことから、多価陽イオンはグルタミン酸と同様な機構によりGタ

ンパクを活性化すると考えられる。作用物質によりmGluRの反応性に違いが見られるこ

とから、更に構造機能関連の研究を進めるとともに、Gd3+ の作用部位に対する内因性

物質についての同定も今後進めていく。 

(2) 新規高分子量GTP結合蛋白質mOPA1の機能解析 

我々がマウス脳の神経細胞において高発現していることを明らかにした新規高分子

量GTP結合タンパク質（mOPA1）は、N末端にミトコンドリア輸送シグナルを有し、COS-

7細胞に遺伝子導入するとミトコンドリアに局在し、ミトコンドリアの断片化を引き起

こすことをこれまでに明らかにしてきた。近年、ヒトにおける相同遺伝子が、遺伝性

１型視神経萎縮症の原因遺伝子であることがポジショナルクローニングの手法により

同定された。これまでに多くの家系調査により、遺伝病の原因となる変異が様々な部

位に導入されていることが発見されてきている。これら変異の導入による機能変化に

ついての知見はなく、本研究においては、疾患の原因となるアミノ酸点変異を導入し

たマウスクローンの変異体を作製し、培養細胞に発現させたときのミトコンドリア形

態に与える影響について検討した。これまでに報告された疾患変異のうち、アミノ酸

点変異に由来するものは16種類存在する。mOPA１のアミノ酸配列において、疾患変異

に相当する部位のアミノ酸はヒトと同一であったので、マウスクローンにおいて上記

の点変異体をすべて作製し、COS-7細胞に遺伝子導入した。その結果、ミトコンドリア

形態に与える影響は変異体間で違いが見られ、16種類の疾患変異体の表現型は以下の4

グループに分けられた。(1) グアニン塩基への結合能を失った変異体と類似のもの、

(2) GTPase活性を失った変異体と類似のもの、(3) C末端欠失変異体と類似のもの、

(4) 野生型mOPA1と類似のもの。培養細胞に発現させたときに観察されるミトコンドリ

ア断片化能が、作製した疾患変異体のほとんどにおいて野生型と異なったという今回

の結果から、OPA1のミトコンドリア形態に与える機能の変化が、遺伝性視神経萎縮症

発症の原因の一部となっていることが推察された。 

(3) P2X 型 ATP 受容体の諸性質の発現密度依存的変化 

P2X型ATP受容体は、時間依存的にイオン選択性が変化することや、記録ごとにうち向

き整流性の強度がばらつくなどの特徴あるポアの性質を持つことが知られている。ま

た、我々は本研究遂行過程において、その内向き整流性のばらつきが発現密度に相関

することを見いだした。これを手がかりとして、P2X受容体の種々の性質を発現レベル

との関連において解析し以下の知見が得られた。(1) PK+/PNa+の発現密度に依存した変



化は観察されなかったが、PNMDG+/PNa+は発現密度と負の相関を示した。(2) 内向き整流性

の強弱は発現密度と負の相関を示した。脱分極パルス直後に観察される外向き電流

（Iinitial）は、経時的に減衰し定常レベルに（Isteady）に達した。IinitialおよびIsteadyの、

内向き電流の大きさに対する割合はどちらもチャネルを高発現にすることによって増

加した。 (3) 高濃度のATP（100 microM）により弱い内向き整流性電流を呈する発現

密度の高い細胞に、低濃度ATP（3 microM）を投与するとその内向き整流性は増強した。

(4) [ATP] - 応答関係のKdの値は発現密度と負の相関を示した。Hill係数は発現密度

に相関なく一定値2であった。（5） ポア上部の点変異I328Cにより上記の発現密度に

依存したポアの性質の変化がほぼ消失した。以上の結果をまとめると、「P2X2 受容体

の内向き整流性等の性質は、膜上に存在する 「開状態」 のチャネルの密度に依存し

て動的に変化する。」 と表現できる。我々は 「ATP投与により開状態に入った、ごく

近傍にある P2X2 受容体チャネル間の相互作用によりポア上部においてなんらかの構造

変化が起こり、ポアの性質やリガンド感受性が変わる。」 というイメージでデータを

説明できると考えている。 

 

3.研究実施体制 

 重本グループ 

研究分担グループ長：重本 隆一（岡崎国立共同研究機構・生理学研究所、教授） 

研究項目： 

(1) 定量的SDS-FRL法によるグルタミン酸受容体数の分布と動態解析 

(2) NMDA受容体サブユニット局在の左右差形成メカニズムの解析 

(3) イオンチャネルの局在と機能 

(4) 機能分子動態解析のためのモデル動物の作製 

岡部グループ 

研究分担グループ長：岡部繁男（東京医科歯科大学・大学院医歯学総合研究科 教

授） 

研究項目： 

(1) 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 

(2) 複数のシナプス後肥厚部蛋白質の安定化およびシナプス局在機構の解析 
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