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要旨

脳 にお ける情報伝達 はシナプス におい て行 われ る.記 憶 、学習 の形成 には 、

そ のシナプスでの可塑 的変化 が起 こることが期待 され る.シ ナプスの可塑 的変化 と

して、長期増強、長期抑圧 、神経回路網 の再構築 と言 った現象 が認識 され てきた.

その分子 メカニズ ムを解 明す る ことが脳 の 高次機 能 を解 明す るこ とにつ なが る と

考 え られ る.中 枢神 経系 にお ける主な興奮性 伝達 はグル タ ミン酸作動 性シナプスの

デ ュアル コンポーネ ン トシナプスに よ り行 われ る.こ の シナプ スは時間的、薬理 学

的 に非常 に異な る特性 を持っ2つ の受容体 に依 って シグナル を伝 達 してお り、そ の

受容体の性 質の違 いか ら、シ グナル の伝達 をそれのみで はな く、時間的 情報 をCa2+

を介 した細胞内情報 伝達系へ伝 える.さ らにこの情報 はそのシナプ ス 自身のの可塑

的変化 を起 こす要因 となる.こ のこ とは単一 シナ プス部位 でのそれ ぞれ の受容 体 の

発現比率 の制御 メカニズ ム とその形 成 メカニズ ムが可塑性誘 導 と維 持 にそれ ぞれ

に重要で ある事が考 え られ る.し か しなが らデ ュアル コンポーネ ン トシナプス の形

成 メカニ ズム と可塑的変化 にお ける受容 体の動態 は解 明 され てい ない.

ニ ワ トリ胚 終 脳 解 離 培養 系 を用 い て 、 こ のデ ュ アル コ ン ポー ネ ン トシナ プ

ス の形 成 の メカ ニ ズ ム の解 析 、成 熟 に与 え る シナ プ ス伝 達 の効 果 の 解 析 、ス ライ ス

標 本 を用 い て長 期 増 強 発 現 時 のデ ュ アル コ ン ポ ーネ ン トシ ナ プ ス の 解 析 を行 った.

培養 系 を用 い た シ ナ プ ス形 成 の解 析 で は 、胚 齢 の 異 な る神 経 細 胞 を用 い て 、

シナ プ ス 後 細 胞 に依 存 して どの様 なデ ュ ア ル コ ンポ ー ネ ン トシ ナ プ ス が 形 成 され

る か を電 気 生 理 学 的 に検 討 した.EEDays(胚 齢+培 養 日数)17を シ ナ プ ス 前 細

胞 と した 際 に シ ナ プ ス 後 細 胞 の 分 化 成 熟 度 に依 存 して シナ プ ス 形 成 を す る事 が 示

され た.分 化成 熟 の はや い 段 階 の神 経 細 胞 は機 能 的 な α一amino-3-hydroxy-5-methyl-

4-isoxazolepropionate/Kainate型 受 容 体(・)を 発 現 して い るに も関 わ らず 、N-

methyl-D-aspartiate型 受 容 体(NMDA-R)だ け の シ ナ プ ス を形 成 す る事 が 明 らか とな

っ た.ま た この培 養 系 で は 、EEDays15か ら17に か け て シ ナ プ ス 伝 達 が大 き くな



るこ とが示 されていた.2つ のシナプス伝 達、活動電位 に依存す るシナプ ス伝達 と

自発的 なシナプ ス小胞の放 出による伝 達で あるが 、この期 間のシナ プス伝達 の増加

に与 える効果 を阻害剤 を用いて検討 した ところ、それ ぞれ微小 シナ プス後電流 の増

加 と一つの細胞 由来の シナプス後電流の増加 に対 して影響 を持 ってい た.こ の結果

は微 小 シナプス後電流が シナプス終末の数 の成 長 に関与す ることを示唆 していた .

長期増強発現時 におけ るデ ュアル コンポーネ ン トシナプスの解析 には、生

後直後の ヒ ヨコIMHV領 域 のシナプス を用 いた.こ の領域 は ヒヨコの刷 り込み現

象 に関連 あ る部位 と示唆 され 、長期の記憶 を担 ってい る と考 え られ る.5Hz/300発

のシナプス前細胞 の刺激 とシナプス後細胞 の脱分極刺激 によ り長期増 強 をで きた.

この長輔 強 の前後 でシナプス讎 流 にお ける 鹹 一Rと ㎜A-Rの 寄 与す る割 合

を検討 した ところ、AIK-RとNMDA-Rの 両成分 が増 強 されてい たが、AIK-Rに 対

してNMDA-R成 分の電流が大 き くな っていた.こ の結果 は、少 な くとも長 期増 強

に伴 いNMDA-Rの 数 、も しくはNMDA-Rを 多 く持つ シナプス部位 が多 くな ってい

ることを示唆 していた.

まだ多 くの問題 を残す が、 ヒヨコII領 域 の長期増強の発現 にNMDA-

Rを 多 く持つシナプスの新 しいシナプス形成 、シナプ ス形成 の初期過 程 はIt

Rの みの シナプ スをつ くる事 のアナ ロジー を考慮す る と、シナ プス形成 の分子 メカ

ニズ ムを解明す るこ とによ り、可塑性 のメカニズム に大 き く貢献す る と考 え られ る.

今後、E.E.Daysllの 神経細胞 が どの様 に してサイ レン トシナ プスを形 成す るかを

検討 したい.



目次

第一章 序論3

第1節 デュアル コンポーネン トシナプス4

第2節 シナプス形成5

第3節 シナプスの可塑性6

第二章 ニワ トリ胚終脳解離培養系を用いたデ ュアル コンポーネン トシナプス形成の解析_..9

第1節 序論10

第2節 材料 と方法11

∫鱶 〃

∬ 甥胚嬾12

皿 鏃 ≧生理靭 ク手法12

∫7竟痴2鋤 纖 樊 色16

第3節 結果18

∫EED昭817の 蕩務)細麩1〆こおケるデゴアン〃コンポーネン みシナプス18

11グ ン〃タ ミン饌 シナプス形域 とシナプ ス憂繃 の成熟24

111E.E.Days11の おけるハMD4-Rの み を持っシナプ スの形励31

17EEDの13〃 の蕩飜!こ おグるオ侭RとNMDARの 序在34

第4節 考察41

1興 胚鱗 鱶 をソ甓7〃、たアジノセイ1ごつG、て:41

∬ ナイ レン みシナプ スの灘!ご っGAT42

皿 グノレタ ミ冫っ嚢受容燉!ごつGiて一 .44

第三章 ニ ワ トリ胚終脳解離培養系を用いたシナプス伝達依存的なシナプス成熟45

第1節 序論46

第2節 材料と方法47

第3節 結果47

1



第4節 考察53

第四章 生後直後の ヒヨコm領 域 における長期増強56

第1節 序論57

第2節 材料 と方法59

∫脳 釖けの準循59

∬ 灘腋 と嘉財59

111詔 録 と潔叛59

第3節 結果62

11MHV撹)鰄 のシナ.プヌの何定62

∬ コ嬲 壇強の誘導62

∬11服DんR砿 分のよ 〃大 きい壇髪67

17壇 皺 きカないノし伽 の痂櫞72

VIMHVnilこ おケるナイ レン みシナプ スの存在72

第4節 考察75

1fastLTPま510wゐ7P!ご 欝 乙で75

∬ 肇盟部麺才!ごつG、て一76

第五章 総括80

第六章 論文発表 と学会発 表81

第七章 参考文献'85

第ノ/章 謝辞92

略語一覧 EPSC興 奮 性 シ ナ プ ス 後 電 流(excitatorypostsynapticcurrents)

Mini微 少 シ ナ プ ス 後 電 流(miniaturesynapticcurrent)

SSC自 発 性 シ ナ プ ス 電 流(spontaneoussynapticcurrent)

evokedEPSC1細 胞 刺 激 に よ るEPSC

2



第一章 序論

第1節 デュアルコンポーネン トシナプス4

第2節 シナプス形成5

第3節 シナプスの可塑性6

3



第1節 デ ュアル コンポーネ ン トシナ プ ス

同 一 の伝 達物 質 に 対 し2種 類 以 上 の 受 容 体 が存 在 す る シナ プ ス が しば しば

観 測 され σ)aleandRoberts1985;Kehoe1972)、 これ をデ ュ アル コ ンポ ー ネ ン トシ ナ

プ ス と呼 ぶ 。この様 な シナ プ ス は1種 類 の 受 容 体 しか な い シ ナ プ ス よ り
、多様 な伝

達 を行 うこ とが 可 能 にな る.中 枢 神 経 系 の興 奮性 シナ プ ス伝 達 は 、主 に グル タ ミン

酸 作 動 性 シ ナ プ ス に よ って 担 わ れ て お り、こ の グル タ ミン酸 作動 性 シ ナ プ ス の 多 く

にお い て 、 シナ プ ス 後 細 胞 膜 には少 な く と も2種 類 の グル タ ミン酸 受 容 体(GluRs)

が あ る と言 われ て い る(BekkerandStevens1989;ForstheandWestbrookl988;Hestrin

1992a).イ オ ノ トロ ピ ック グル タ ミン酸 受 容 体 は 、大 き く2種 類 に分 類 され る.α

一amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate!Kainate型 受 容 体(A/K -R) 、 とN-

methyl-D-aspartiate型 受 容 体(NMDA-R)で あ る .一 般 的 に 、 こ の2種 類 のGluRは

機 能 的 に異 な る性 質 を持 っ て い る と言 わ れ てい る.A/K-Rを 介 す るEPSCは 非 常 に

短 く(減 衰 時 定数1-8ms)、NMDA-Rを 介 す るEPSCは そ れ に 比 べ て ず っ と遅 い(減

衰 時 定 数10-200ms)(Collingrige ,etaH988;Hestrin,etal.1990;Lester,etal.1990).

さ らに リガ ン ド依 存 性 、イ オ ン選 択 性 、電位 依 存性 の 特 徴 も異 な って い る.リ ガ ン

ド依 存 性 の違 い は 、 ア ゴニ ス トで あ る グル タ ミン酸 に 対 す る親 和 性 の差 で あ る.

NMDA-RはEC50値 がお よそ3ｵM程 度 に対 して 、AIK-RのEC50値 は>100ｵM程 度

で あ る(Hestrin1992;LesterandJahr1992).ま た 、AZK-Rは1価 の カ チ オ ン に選 択 性

が あ り、 ほ ぼ線 形 孀 圧 電 流 関係 を示 す.こ れ に対 して 、㎜A-Rは 、負 の 膜 電

位 で 細胞 外Mg2+に よっ て 強力 に阻 害 され て お り、 生 理 条 件 下 に お い て は 強 い外 向

き歡 性 を示す(Nowak,etal .1984).ま た ㎜A-Rは 鹹 一Rに 比 べ て 、Ca2+に 対

し強 い透 過性 を持 って い る(Pc。/PN、はAIK-Rの 場 合 、 お よそ0.1に 対 し.NMDA-R

の場 合 は お よそ4で あ る(マ ウス脊 髄 培 養神 経 細 胞:McDermont
,etal.1986).こ の

時 間的 性 質 、イ オ ン透 過 性 の 違 い を持 っ 受容 体 が1つ の シナ プ ス に あ る こ とに よ り、

シナ プ ス前 細 胞 の活 動 の時 間的 情 報 が、そ の ま ま シ ナ プ ス 後 細 胞 に 伝 わ る のみ な ら

ず 、細 胞 内 情報 伝 達 の 大 きな役 者 で あ るCa2+の 濃 度 変化 と して伝 わ る .こ の こ とは

4



活動依存的 なシナ プスの可塑性 を生む メカ ニズムに重要 で ある と考 え られ る.

第2節 シナプス形成

シナ プ ス発 生 に は 明確 に は 区別 で き な い3つ の 過 程 が あ る .シ ナ プ ス の 形

成 、成 熟 、再構 築 の過 程 で あ る.シ ナ プ ス形 成 時 の シ ナ プ ス 前 細 胞 、後 細 胞 にお け

る特 異化 の分 子 メ カ ニ ズ ム につ い て は未 だ不 明 な 点 が 多 い .特 に 中枢 神 経 系 に お け

るシ ナ プ ス形 成 の メ カ ニ ズ ム は ほ とん ど解 明 され て い な い .電 子 顕 微 鏡 を用 い た研

究 が形 態 学 的 に シナ プ ス形 成 に 関す る情 報 を供 給 して きた(Vaughn1989) .近 年 シ

ナ プ ス を構 成 す る分 子 群 を免 疫 組 織 化 学 的 手 法 を用 い 、見 な が らの研 究 が 行 われ つ

つ あ るが 、 しか しなが らシナ プ ス と して の機 能 を継 続 的 に 計 測
、解 析 した研 究 は ほ

とん ど行 わ れ て い な い.

シ ナ プ ス 形 成 の 多 くの 知 見 は神 経 筋 接 合 部 か ら得 られ て い る(Halland

Sanes1993;ColmamandLichtiman1993;Jai ,etal.1993).神 経 筋 接 合 部 で の伝 達物 質

は ア セ テ ィル コ リン(ACh)で あ る.運 動 神 経 は軸 索 を伸 長 し、筋 細 胞 に接 触 す る.

数 分 の 内 に伝 達 が 可 能 に な る り、数 週 聞 か け て成 熟 をす る.こ の とき に シ ナ プ ス 部

位 にACh受 容 体 の 凝集 が お き る.こ の過 程 に は シナ プ ス の前 細 胞 と後 細 胞 間 で様 々

な分 子 が働 い て い る(HaydonandDrapeau1995;HallandSanes1993) .Calcitonin

gene-relatedpeptides(CGRP)、ARIA(ACh-receptorinducingactivity)は 筋 細 胞 で のACh

受 容 体 の 合 成 に影 響 を及 ぼす もの と して 、ま た神 経 細 胞 由来 のagrinとbFGFは 筋

細 胞 で のAChR凝 集 に影 響 を及 ぼす もの と して 同 定 され て い る(Fems
,etal.1993;

NastukandFallonI993;Peng,etal .1991).ま た 、 シナ プ ス 後 細 胞 でACh受 容 体 の 凝

集 に 関 して働 て い る分 子 と して は 、rapsynが 示 唆 され て い る(Noakes ,etal.1993).

一 方 受 容 体 の電 気 的 な特 性 も シナ プ ス 形成 の過 程 にお い て 大 き く変 わ る こ とが示

され てい る.シ ナ プ ス形 成 前 とそ の最 初 の凝 集 時 に存 在 す るACh受 容 体 は大 き な

コン ダ ク タ ン ス と遅 い 開 閉 カ イネ テ ィ ク ス を持 つ もの で あ る
.そ の 後 成 熟 に と もな

い 、コ ン ダ ク タ ンス の 小 さな 、そ して速 い 開 閉 カ イネ テ ィ クス を持 つ チ ャネ ル へ と

変 わ る.こ れ は 、ACh受 容 体 のサ ブユ ニ ッ トの γが εに変 わ る こ とに依 って い る
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(Mishina,etal.1986;SakmannandBrenner1978;Witzemam,etal.;.).シ ナ プ ス 前 細

胞 と して は伝 達 物 質 放 出機 構 関 連 分 子(SNARE)の 神 経 終 末 に 局 在 化 す る .こ の様 に

シ ナ プ ス形 成 は 最初 の 接 触 か ら関連 分 子群 の 量 的 、質 的 な空 間 的 変 化 を伴 うもの で

あ る.

第3節 シナプスの可塑性

記 憶 、 学 習 に は シナ プ ス の可 塑 的 な変 化 が必 要 と考 え られ て い る.現 在 確

認 され てい る可 塑 的 な現 象 と して は 、長 期 増 強(Long-termPotentiation:LTP) 、 長 期

抑 圧(Long-termDepression:LTD)、 学 習 に よる発 芽 、そ れ と発 生 期 に お け る神 経 回 路

網 の再 構 築(re丘nement)が あ る.

長 期 増 強 は 、い ろい ろ な領 域 の シナ プ ス にお い て観 測 され てい るが 、発 現 、

維 持 の メカ ニ ズ ム に関 して{JL的 見解 は い ま だ ない.む しろ領 域 ご とに そ の メカ ニ

ズ ム が違 うこ とが示 され て い る.齧 歯 類 の海 馬 にお い て は 、2種 類 の シ ナ プ ス で 長

期 増 強 が確 認 され て い る.CA3の 錐 体 細 胞 に対 す る歯 状 回(DentateGyms:DG)か ら

の 入 力 シ ナ プ ス とCAIの 錐 体 細胞 に対 す るSchaffer側 枝 か らの 入 力 シ ナ プ ス で あ

る.誘 導 の メカ ニ ズ ム と して 、前 者 はNMDA-R非 依 存 型 で あ り、後者 は 、NMDA-R

依 存 型 で あ る(BlissandCollingridge1993).ま た 、後 者 の発 現 の メ カ ニ ズ ム に 関 し

て は 、刺 激 に対 す る伝 達 物 質 放 出確 率 の 上 昇 に依 る シ ナ プ ス 前 細 胞 説 とグル タ ミン

酸 受 容 体 の応 答 増加 に依 るシナ プ ス後 細 胞 説 の混 迷 の 時 期 を過 ご して い た .こ の 実

験 こ と実解 釈 にお け る 問題 を解 消 したモ デ ル が サ イ レ ン トシナ プ ス で あ る .サ イ レ

ン トシナ プ ス はNMDA-Rの み を持 つ シナ プ ス で あ る .A/K-RとNMDA-Rを 介 す る

電 流 にお け るcoefficientofvarianceの 違 い の発 見 を期 に して(Ku11mann1994) 、サ イ

レン トシ ナ プ ス の存 在 が確 認 され 、 この シ ナ プ ス のsilentか らun-silentへ の 転 換 が

長 期 増 強 を 誘 導 す るペ ア リン グ刺 激 に よ り引 き 起 こせ る こ とが 明 らか とな っ た

(Issac,etal.1995;Liao,etal.1995).現 在 こ のサ イ レン トシ ナ プ ス の活 性 化 が この 領

域 にお け る長 期 増 強 の 主 た る発 現 メ カ ニ ズ ム と して支 持 され て い る.以 上 の 最 近 の

報 告 に よる と、発 現 メ カ ニ ズ ム と して は、CA3で は伝 達 物 質 放 出確 率 の上 昇 が 、
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CA1で はシナプ ス後細胞 にお けるA/K-Rの 増加が主 たる要因で ある と有力視 され

てい る(NicollandMalenka1995).

神 経回路網 の再構築 は、一般 にNMDA-R依 存的 な現象 で ある と認識 されて

い る(ClineandConstantine-Patonl989;Fox ,etal.1989;Simon,etal.1992;Li,etal.

1994).網 膜か ら外側膝状体へ の投射 、10核 か ら小脳 プル キ ンエ細胞へ の投射 にお

け るシナ プス結合 の再構成 にはNMDA。Rの 活性が必要で あ ることが示 され てきた.

バ レル形成 は幼弱期 に限定 して起 こる現象 と して知 られ てい るが 、CrairとMalenka

は この体性 感覚 野の第4層 に対す る視床 か らのシナプ ス入力 で長 期増 強 が起 き る

こと、そ して 、その臨界 時期に高い増強 率 をもつ実験 こと実 を提 出 し、 神 経回路

網 の再構 築 において も長期増強 は重要な役割 を持 ってい るこ とを主張 してい る.こ

のこ とは網膜 か ら外側 膝状 体への入力で も発 生期 に長期増 強 が起 こるこ とと一致

してい る(Mooney,etal.1993).さ らに長期増強 の増強率 の減少 と平行 して、A∠K-R

に対す る ㎜A-Rを 介 す る飜 匕黻 少 して い るこ とを明 らか に した(Crairand

Malenka1995).り ま り長嬲 僉の辮 が高い ときは、㎜A-Rの 鹹 一Rに対す

る比率が高いので ある.以 上の こ とと海 馬CA1に おけ る長期増強 の発 現 メカニ ズ

ム を考慮す ると、長期増強誘導 メカニズ ムの はデ ュアル コンポーネ ン トシナプス に

おけ る機 能的なNMDA-RとAZK-Rの 発 現比率 を制御 してい るメカ ニズムに非常 に

醐 こ関連す る もの と思 われ る.し か しなが ら㎜A-Rと0-Rの シナプスにお

ける存在比 を制御 してい る機構 に関 して は全 く知 見がない .

シナプスの可塑性 の維 持 には、発芽 と言 った新 しい シナ プスの形成 も必要

である と考 え られ る.そ こで発 生におけ るシナプス形成 メカズムが この新 しいシナ

プスの形 成時 に再動員 され る と考 え られ る.し か しなが ら、機能 を計測 しなが ら進

めた 中枢神 経系 にお けるシナプス形成 の研 究 はほ とん どない.本 論 文で取 り扱 うデ

ュアル コンポーネ ン トシナプ スにお けるNMDA-Rと 〃K-Rの 存在 比の制御 メカニ

ズムは シナプス形成 と可塑的変化 に大 き く関与 してい る と考 え られ る。.

本論文で は、このデ ュアル コンポーネ ン トシナ プス形成 メカニズム の解析 、
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シナ プス成熟 に与 えるシナプス伝達の効果 の解 析 、ス ライ ス標本 を用 い た長期増 強

時 のデ ュアル コンポーネ ン トシナプス解析 を行 った.
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第1節 序論

デ ュアル コンポー ネ ン トシナプスにおいて はグル タ ミン酸作動 性シナプ ス

の伝 達が、全 く異 なる性質 を持っ2っ のイオ ノ トロピック受容体 によって行 われ て

い る.そ の性質 に よ り、単一受容体の シナプ スよ り多 くの情報 をシナ プス後 細胞 に

伝 え るこ とができ、可塑的変化 を誘 導す る機 構 がそ のシナプス のNMDA-RとA/K -R

の比率の制御機 構 に非常 に密 接 に関連す る もの と考 え られ る.ど の よ うな過程 をへ

て デ ュアル コンポーネ ン トシナプス にな るのか、 また 柵 と ㎜A-Rの 比 率

が どの よ うな メカニズムで制御 され てい るので あろ うか .

中枢神経 系 のシナ プス形成過程 を詳 細に解析 す るには、解 離培養 系は非常

に有 用 な方 法 で あ あ り、様 々 な培養 系 が 開発 され て き た(Basarsky
,etal.1994;

KraszewskiandGrantynl992;NelsonandField1989) .我 々は、シナプス形成 を解析 す

るこ との可能 なニ ワ トリ胚終脳 の解離培養 系を開発 して きた(Tokioka
,etal.1993).

この培養系 において 、主なシナプス伝 達 は グル タ ミン酸 作動 性シナプ ス とGABA

作動性 シナ プス で ある.グ ル タ ミン酸 作動 性 シナプ ス は受 容 体 と して ノVK-Rと

NMDA-Rを 持 ってい る.ま たGABA作 動 性シナプス はGABA
A受 容体 を持 ってい

る.胚 齢6目(E6:以 下同様 の省略 を行 う)か らE10の 胚 を用 いた培養 にお いては、

培養 日数ではな く、EEDays(胚 齢 と培養 日数 の和)に 依存 して、 自発 的 なシナプス

後電流(SSC)が 観 測 され 、EEDaysl7で はすべ ての細胞 でSSCが 見 られ る.SSCは

E.EDays13よ り見 られ は じめ、E .EDays15か ら17に か けて急激 にその頻度 、振幅

が大き くなる.こ の ことはEEDays13か ら17に か けてシナプス形成 の能 力 に差 が

ある ことを示唆 してい る.本 研 究では、 この解離培養 系 を用 いて このデ ュアル コ

ンポーネ ン トシナ プスの形成過程 を解析 し、シナプスにお け る レセプ ター の存在 比

率 の制御機構 を検 討 した.
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第2節

1 培養

材料 と方法

培養 神 経 細胞 は、ニ ワ トリ胚 の終 脳 よ り調製 した.終 脳 を胚 よ り切 り出 し、

メ ス で1mm角 程 度 の 大 き さに刻 み 、0 ,175%trypsin((ribcoCO.LTD .)、0.007%

EGTA-4NaとlOmMglucoseを 含 む リン酸 緩 衝 液(PBSう 液 中 にて37°Cに 加 温 し
、

30分 酵 素 処理 を行 った.そ の 後 、 酵 素液 を除 去 し、firepolishし たパ ス ツー ル ピペ

ッ トにて ゆ るや か に ピペ ッテ ィ ン グ し角轢 させ た .解 離 した神 経 繝 包を直 径35㎜

の 培 養皿(ComingCo 。Ltd.)に5x105個 の密 度 で ま き、37°C/95%CO2の 環 境 下 にて

培 養 を行 っ た.培 養 皿 は あ らか じめ25ｵg/mlの 濃 度 のpoly-L-lysine(MW .>300kDa,

Sigma)を30分 か ら一 晩 イ ン キ ュベ ー トし、滅 菌水 で浮 遊 してpoly-L-lysineを よ く洗

い 、完 全 に乾 燥 させ た もの を用 い た .培 養 液 はMinimumEessentialMedium(MEM;

Gibco)に 改 良 を加 えた もの を用 い た.組 成 はTable1に 示 す .通 常 、 培 地 交 換 は2

日 目 と5日 目に行 っ た.

Table1培 養 液 の 組 成

50%Earle'sminimumessentialmedium(MEM)

40%GITmedium(NihonseiyakuCo .Ltd.)

10%Fetalcaufserum(FCS)

(Supplyment)

10mMglucose,

2mML-glutamine

lmMCaC12

30mMNaCI

O.5mMsodiumpyruvate

25NMNa2SeOs

O.05mMcholine-CI

O.05mMinositol

100U/mlpenicillin

100g/mlstreptomycin

5g/mlinsulin

25mMHEPES-Na(pH7.4)
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II 異胚齢共培養

異 な る胚 齢 由 来 の神 経 細 胞 の 共培 養 には 、E6 ,E8,E10の 胚 を用 い た.細

胞 の混 合 比 は 、10%:90%(若 い 胚 齢 由来:E10由 来)と した .EEDays13とEEDays

17の 共培 養 は 、E6とEIOの 終脳 神 経 細 胞 を 同時 に培 養 し
、EE.Days11とEEDays

l7の 場 合 は 、E10由 来 の細 胞 を2日 間培 養 した後 に
、E6由 来 の細 胞 を加 え 、ま た 、

EEDays9と17の 場 合 に は 、E10由 来 の細 胞 を4日 間培 養 した後 に
、E6由 来 の神

経 細 胞 を加 えて 、最 終 的 に7日 間培 養 して 準 備 した .2種 の神 経 細 胞 を区 別 す るた

め に脂 溶 性 蛍 光 色 素 を用 い て 、 若 い 胚 齢 由 来 の 細 胞 を 標 識 した.用 い た 色 素 は

PKH-26(PKH-26fluorescentstaninigkit:Zynaxis)も しくは
、DiI(1,1'-dioctadecyl-

3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanineperchlorate;MolecularProbes)で あ る .PKH-26を

用 い て 細 胞 を染 め る と き は 基 本 的 に はHoranら の 方 法 に 従 っ た(Horan
,etal.

1990).解 離 した 神 経 細 胞 を遠 心 し、1mlの5ｵMPKH-26を 含 むDiluentCを ゆ っ く

りと加 え 、軽 く懸 濁 し2分 間静 か に撹 拌 す る .1mlのFSCを 加 え 、 さ らに1分 撹 拌

す る.培 養 液 を2ml加 え 、遠 心 し色 素 を取 り除 く.さ らに培 養 液 を加 え再 懸 濁 した.

細 胞 濃 度 を測 定 し適 当量 に して 、培養 皿 に ま い た.

III 電気生理学的手法

溶液 と薬剤

通 常 の 記 録 外 液 は 次 の 組 成 で あ る(mM):NaCl(130) ,KC1(3),CaCl、(2),

MgCl・(1)・gl・ …e(10)HEPES-N・(10) ,pH-7.3.Mg2+丘ee溶 液 に お い て は 、MgCI2

を 抜 い た も の を 用 い た.ま たGABA作 動 性 の 抑 制 性 シ ナ プ ス 後 電 流 の 混 入 を 防 ぐ

際 に は 、25～100ｵMのpicrotoxin(PTX:Wako ,Japan)、 も し くは100ｵMbicuculline

(BCC:Sigma)を 用 い た.そ の 他 の 用 い た 阻 害 剤 等 は 、tetrodoto)dn(TTX:Wako)、

D,L-2-aminophoshponovalerate(APV:Sigma) ,cyano-nitroquinoxaline-dione(CNQX,

Sigma)、 を用 い た.
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電 極 内 液 は 目的 に応 じて 次 の5種 類 の組 成 の も の を用 い た(mM) .

ホ ー ル セ ル レ コ ー デ ィ ン グ用1(KMSI):KCH3SO4(130) 、KCl(10)、

CaCl2(0.2)、MgCl2(2)、EGTA(1)、Mg-ATP(2) 、肥PES-K(10)

(pH=7.2).

ホ ー ル セ ル レ コ ー デ ィ ン グ 用2(CsMS5):CsCH3SO、(130) 、KCI(10)、

CaCl2(0.2),MgC12(2),EGTA(5),Mg-ATP(2) ,HEPES-Cs(10)

KPH=7.2).

ホ ー ル セ ル レ コ ー デ ィ ン グ 用3(CsMSO .5):CsCH3SO4(130)、KCl

(10),CaC12(0.2),MgC12(2),EGTA(0.5),Mg-ATP(2),

HEPES-Cs(10)(pH=7.2).

ホ ー ル セ ル レ コ ー デ ィ ン グ 用4(ATP-KMS):KCH3SO、(105)
、KCl

(17.5),CaC12(0.2),MgC12(2),NaCI(8),Nat-ATP(2),

Na3-GTP(0.3),phosphocreatine(20)
,creatinephoshokinase

(SOU/ml),EGTA(1).

パ ー フ ォ レ イ ト ホ ー ル セ ル レ コ ー デ ィ ン グ 用(NyK):KCI(140)
、

CaCl2(0.2),MgCl2(2),EGTA(1),HEPES-K(10)
,nystatin

(0.1)(pH=7.2).

ATP-KMS溶 液は、ATP依 存的 な細胞 内機 構 のrundownを 防 ぐために、ATP

再構成 系 を加 えた.シ ナプス前細胞 にホール セル レコーデ ィング法 を適用す る と、

細胞 内を灌 流のた めシナプス伝 達のmndownが 生 じた(以 下 、シナプス前細胞 、後

細胞 を同時 にホール セル レコーデ ィングす る ことを、デ ユアル ホールセル レコーデ

ィング と記す).ATP-KMS溶 液 を用 いた際 には、このrundownを ある程度防 ぐこ

とがで きた(結果省 略).さ らに完全 に この細胞 内灌 流 を防 ぐためにパー フォ レイ ト

ホール セル レ コーデ ィ ング法 をシナ プス前 細胞 に適 用 した .DMSOに 溶 解 した

100mMのnystatin(Sigma)を ス トック溶 液 とし、使 用直前 に最 終濃度100ｵMと なる

よ うに電極 内液 に溶 か した.パ ッチ電極 の先端 か ら100ｵm程 度nystatin -free溶 液 を

つめ、後端 よ りNyK溶 液 をっ めた .ギ ガオー ムシール のセル ア タ ッチ状態 をつ く

った後 に、過分極 方向 に10mVの 矩形波 を0 .1Hzで 加 えなが ら数 分か ら十数分待 つ

と、十分 な容 量性 電流が見 られ は じめ、脱分極刺激 を加 える と十分 なNa-spikeを 引

き起 こす ことが でき るよ うにな る.こ の場合 に は1細 胞 由来 のシナ プス後 電流 の
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rundownは 見 られず、シール が安 定 した揚合 には、1時 間以睾 にわた って記録 が可

能であった.EGTAの 濃度 は、実験 の 目的 に応 じて0 .5～5mMま で変 えた ものを用

いた

刺激 と記録

用 い た 記 録 電 極 はGD1 .5(thickwall)(Narishige ,Japan)で 、 微 小 電 極 作 成 装 置(PP-

83,Narishige)を 用 い て先 端径1ｵm程 度 の もの を作 成 した .電 極 内液 を つ めた 状 態 で

電 極 抵 抗 は4～7MΩ で あ っ た

600倍 倒 立 顕 微 鏡(-MT-2 ,01ympus)下 に て 、ホ ール セ ル レ コー デ ィ ン グ法 を

シナ プ ス 後細 胞 に適 用 した(Hamill ,etal.1981).パ ッチ 電極 を液 面 につ け界 面電 位 を

補 正 した.細 胞 に接 触 させ た後 軽 く吸 引 しギ ガ オ ー ム シ ール を形 成 させ た .こ の と

き に電 極 の容 量性 分 を補 正 した.信 号 はCEZ-2300(NihonKoden;Japan)を 用 い 電 流

電 圧 変 換 し増 幅 し、1kHzの 低 域 ろ波 フ ィル ター を通 して 、pClamp6、axotape(Axon;

USA)の デ ー タ取 得 プ ログ ラ ム を用 い て 記 録 した .サ ンプ リン グ 周 波 数 は 、evoked

EPSCを 記 録 す る際 は20kHzで 、SSC 、Mniの 時 は5kHzま た はeventtrigermodeに

て20kHzで 行 った ・電 極 の記 録 中 の シ リー ズ抵 抗 を モ ニ ター す る た め に
、5か ら

10mVの 過 分 極 パ ル ス(V、c。p)を加 えた .記 録 終 了後 に 、5-10回 の 平 均 ス テ ップ応 答

よ りgo%-lo%の 減 衰 時 聞(TD) 、 定 常 状 態 の 電 流(Im)、 充 電 した 電 荷(Q)を 実 測 し、

細 胞 の膜 容 量(Cm)、 膜 抵 抗(Rm)、 シ リー ズ抵 抗(Rs)を 推 定 した .こ の 際 に、 細 胞 を

1つ の容 量性 分 で 近似 した .

R3=Vstep7'D/ln9×Q

Rm=Vsrep/lm

Cm=Q/Vstep

1つ の神経細胞 由来 のevokedEPSCを 記録す るた めにシナ プス前細胞 と後

細胞 を同時 にホール セル レコーデ ィング法 を用 いた(デ ユ アル ホールセル レコデ ィ

ング法).上 述 の通 り、シナプス前細胞 にホールセル レコーデ ィング法 を適用す る
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とEPSCの 振幅のrundownが 生 じ、安 定 した記録 が とれなか った .そ こでこの問題

を解決す るために次 の方法 を とった.1つ は、細胞外 刺激 電極 を用い る方法 、2つ

めは、ATP再 構成系 の入 った電極 内液 を用い る方法 、3つ めは、perforatewholecell

recording法 を使 うこ とで ある.細 胞外刺激電極法 は、先端径8-12ｵmの 記録外 液 が

入 ったガ ラス電極 を、シナ プス前細胞 と思われ る細胞 に軽 く押 しつ け、durationが

200-500ｵsで20-50ｵAの 電流を流 し刺激す る方法 であ る.刺 激 電極先 端 をわず か に

動かす ことに よ り、反応 が消失す るこ とよ り、この方法 はほぼ確実 に1つ の神 経細

胞 を刺激す ることが可能で ある.し か しなが ら、10分 以 上に安 定 して記録 を行 う

こ とは、困難 で あった.ATP再 構成 系を用 い る方 法は、ホールセル レコーデ ィン

グ状態 になってか ら、お よそ5-10分 までEPSCのrundownが 見 られ 、その後安定

す るが徐 々 に減少 して しま う.パ ー フォ レイ トホールセル レコーデ ィング法 は 、

成功すれば安 定 した記録が得 られ るが、記録 を得 られ る状 態 になるまで時間がかか

る方法であ る.以 上 のメ リッ ト、デメ リッ トを考慮 して、長 時間 に安定 した記録 を

とるために次 の手続 きを とった.

i.1つ の神経細胞 をホールセル レコーデ ィング し、電位 固定す る.

ii.局 所細胞外刺 激電極で 、シナプス入力 してい る神 経細胞 を顕微鏡 下 に

て探す.

iii,シ ナ プ ス 前 細胞 が 特 定 で きた ら、NyKが 充填 され て い るパ ッチ電 極 を

用 い 、 パ ー フォ レイ トホ ール セ ル レコー デ ィ ン グ を行 った .

iv.十 分 な 容 量 性 電 流 が シ ナ プ ス 前 細 胞 に お い て 確 認 で き た 後
、evoked

EPSCの 記 録 を始 め る.

evokedEPSCとSSCの 解 析

立 ち 上 が り時 間(TR)、 減 衰 時 間(TD)、peakamplitudeはpClamp6 、axograph(axon

instrument)を 用 い て 半 自動 的 に決 め た .TR、 減衰 時 聞 はEPSCの 振 幅 の10%か

ら90%の 大 き さに な る の に か か る時 間 と した(詳 細 な ア ル ゴ リズ ム に 関 して は 、

pclamp6のmanual).SSCやMniは 目でみ てpeakを 判 断 した.そ の 記 録 時 の ノイ

ズ に依 存 す るが 基 本 的 に振 幅 が5pA以 上 の もの を計 測 した .特 記 しな い 限 りデ ー
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タの表記 は、平均値 ±標準誤差(標 本数)で ある.

グル タミン酸投与

グル タ ミン酸応 答 を記 録 す るた め に、N2ガ ス圧 式 イ ン ジ ェ ク タ ー(picopump
,

WPI)を 用 い て 、 ホー ル セ ル レコー デ ィ ン グ した 神 経 細 胞 に
、 ま た は 、out-sideout

patchし た もの に 対 して 、 グル タ ミン酸 投 与 を行 った.A∠K-Rは す ぐに脱 感 作 す る

の で流 れ の あ る灌 流 液 中 にて 行 え る よ うに 実 験 を配 置 した(Fig .14a).100ｵM-lmM

の グル タ ミン酸 を先 端径5-10ｵmの 投 与用 電 極 に 充 填 し、 先 端 径50-100ｵmの 灌 流

用 電極 か ら、50cmの 高 さか ら 自由落 下 に よ り流 れ る記 録 外 液 の 流 れ の 中 に
、細 胞 、

も し くはout-sideoutpatchし た もの を配 置 し、2～5pciの 圧 力 で刺 激 幅5-50msの 投

与 を行 った.

IV免 疫化学的組織染色

Bankerら の方 法 に従 った(BankerandGoslin1991) .培 養 基 質 と して カ バ ー ガ

ラ ス を用 い た(matunani,Nol ,OD.=18,22mm).培 養 す る前 に 、濃 硫 酸 で48時 間 洗 浄 、

そ の 後水 酸化 ナ トリウム にて 中和 し、 さ らに1Nの 水 酸化 ナ トリ ウム 中 にて24時

間放 置 、 ミ リQ水 で よ く洗 浄 した.そ の後 、オー トク レー プ して使 用 した .1mg!rn1

のpoly-L-lysineで1晩 コー ト して 、洗 浄 、 乾 燥 後 に使 用 した.細 胞 を培 養 後 、4%

ホル マ リン を含 む リン酸 緩 衝 液 に て 固定 した .室 温 で1時 間 も しくは4℃ で1晩 放

置 して 、 リン酸緩 衝 液 にて 洗 浄 した.10%牛 血 清 を含 む リン酸 緩 衝 液 で ブ ロ ッキ ン

グ を1時 問 して 、1次 抗 体 と0 .5%Tritonを 含 む リン酸 緩 衝 液 を入 れ 、4℃ で1晩 放

置 した.リ ン酸 緩 衝 液 で よ く洗浄 し2次 抗 体 を いれ3時 間 後 、余 分 な2次 抗 体 を よ

く洗浄 し、蛍 光 顕微 鏡 で観 察 した.対 象 実 験 と して 、1次 抗 体 な しの 試 料 を用 意 し

て 比較 した.用 い た抗 体 は抗 グル タ ミン酸 受 容 体1抗 体(2ｵg/ml)と 抗NMDA -R1抗

体1ｵg!m1)(共 にChemiconInternationalINC ,)をもち い た.こ れ らの抗 原 は ク ロー ニ

ン グ され た配 列 を も とに して 合 成 した ペ プ チ ドを抗原 と した もの で あ る .2次 抗 体

はFITCで 標 識 した抗 ウサ ギ抗 体(JacksonlNC .)を用 い た.以 下 にペ プ チ ド抗 体 の抗
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原 配 列 を 以 下 に 示 す.

GluRl

Sre-His-Sre-Sre-Gly-Met-Pro-Leu-Gly-Ala-Thr-Gly-L,eu

NRl

Leu-Gln-Asn-Gln-Lys-Asp-Thr-Val-Pro-Arg-Arg-lle-Glu -

Arg-Glu-Glu-Gly-Gln-Leu-Glu-Leu-Cys-Ser-Arg-His-Arg -

Glu-Ser
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第3節 結果

IE.E.1)aysl7の 神 経 細 胞 に お け るデ ュ ア ル コ ン ポ ー ネ ン トシ ナ プ

ス

EEDaysl7の 神 経 細 胞 が 、デ ュアル コ ンポ ー ネ ン トシナ プ ス で 伝 達 を行 っ

て い る か を確 認 した.こ の実 験 は抑 制 性 のGABA作 動 性 シナ プ ス入 力 の 混 入 を 防

ぐた め25ｵMのpicrotoxinを 記 録 外 液 中 に存 在 させ た .一 つ の神 経 細 胞 を ホー ル

セ ル レコー デ ィ ン グ し、膜 電位 固定 した .対 物40倍 の 顕微 鏡 下 にお い て 、 周 囲 の

神 経 細 胞 を局所 細胞 外 刺激 電 極 で刺 激 し、興 奮 性 シ ナ プ ス入 力 を して い る神 経 細 胞

を探 した.典 型 的 な興 奮性 シナ プ ス 後電 流 をFig .1aに 示 す.1つ の シ ナ プ ス 前 細

胞 を10秒 間隔 で刺 激 しな が ら、シナ プ ス後 細 胞 の膜 電位 を一60、-40、-20、0、20、

40、60mVに 変化 させevokedEPSCを 記 録 した .EvokedEPSCは 、負 の 膜 電位 で

1ms程 度 の 立 ち 上 が り時 間 と3ms程 度 の減 衰 時 聞 を持 ち
、正 の膜 電 位 で は 、これ に

遅 い 減 衰 時 間 成 分 の 電 流 が 加 算 され た波 形 で 、 減 衰 時 間 が50ms以 上 に及 ぶ もの で

あ った.こ れ は今 ま で の報 告 と同 じよ うな時 間応 答 と膜 電位 依 存 性 を示 す もの で あ

り、明 らか にA/K-RとNMDA-Rを 持 つ デ ュ アル コン ポ ーネ ン トシ ナ プ ス に お け る

応 答 で あ る と考 え られ る.AIK-R成 分 は刺 激 後4 .8ms、NMDA-R成 分 は14ms後 の

振 幅 と して図 示 した(Fig .1b).し か し、本 実 験 系 は解 離 培養 系 で あ るた め 、 シナ プ

ス 前 細 胞 と後 細 胞 の 細 胞 種 を特 定 で きな い .不 特 定 の神 経 細胞 か らの シ ナ プ ス 入 力

が 予 想 され る.そ こで 、 巨視 的 に入 力 して い る シ ナ プス の性 質 を観 るた め にSSC

を 測 定 した(Fig.2,3).-60mVに 電 位 固定 した1つ の神 経 細 胞 で は 、SSCの 立 ち 上 が

り時 間 は お よそ1か ら2msの 分 布 に あ り、 平 均 で1 .55±0.271ms(mean±S.E.)(n=46)

で あ り、ま たdacaytimeは 、2か ら50msの 分 布 を持 ち 、平均 で13.21±1.774ms(n=46)

で あ っ た.こ の 立 ち 上 が り時 間 はevokedEPSCと 大 差 な い の も で あ る .さ らに

+60mVに 電位 固定 しSSCを 記 録 した とこ ろ
、立 ち上 が り時 間 は負 に電 位 固 定 した

時 に観 測 され る も の とお よそ 同 じ程 度 で あ るの に対 して 、減 衰 時 間 が 大 き く数 百

ms程 度 の 波形 にな った.次 に こ の大 きな 減衰 時 間 を持 つ 波 形 がNMDA -R由 来 の電
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Fig.1

Fig.1E.E.Days17の 神 経 細胞 にお け るデ ユ アル コンポー ネ ン トシナ プスI

evokedEPSCsの 典型 例

a.1つ の シナ プ ス前細胞 の局 所刺 激 に よ るシナプ ス後応 答 の典 型例
.シ ナプ

ス後 電位 を一60、-40 、-20、0、+20、+40、+60mVに 固定 した ときの

EPSCsを 重ね 書 き した もの.各 トレース は5回 の刺 激 を平均 した .
b.A∠K-R成 分(刺 激 か ら8ms:○)とNMDA -R成 分(刺 激 か ら15ms:●)

の電 流電圧 関係
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Fig.2

a Vh=-60mV

b Vh=+60mV

20pA

200ms

C

Vh=+60mV+100,uMAPV

20pA

250ms

Fig.2E.E.Days17の 神経 細胞 にお け るデ ユ アル コ ンポー ネ ン トシナプ スII

SSCsの 典型例

a.シ ナ プ ス後細胞 を一60mVに 電位 固定

b.シ ナ プ ス後細胞 を+60mVに 電位 固定

c.b.の 状態 に記録 外液 に100ｵMのAPVを 加 えた

(す べ て 同一 の神経 細胞 か らの記録 で ある)
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Fig.3

Fig.3EEDays17の 神 経細胞 にお け るSSCsのrisetimeとdeceytimeの 関係

a.コ ン トロール(固 定膜 電位一60mV)

b.細 胞外 液 に100μMのAPV存 在時(固 定膜 電位+60mV)

(す べ てFig.2の 神経 細胞 と同 じ記 録 で ある)
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流であるか を確 認す るた めに、APVに よる阻害実験 を行 った.100μMのAPVを 記

録用外 液 に加 えた.大 き な減 衰 時 間 を持 っ波 形 は 消失 し、速 い 立 ち上 が り時 間

(2・37±o・350;n=66)と減衰時間(22.3士3.49ms;n=66)を もつ波形 となった.cNQxを 記

録用外液 に加 えた場合 にはSSCは 全 く観 測 されなか った.ま た他 の神経 細胞 にお

いて もSSCの 波形 は同様 の電位依存性 を示 した.こ の こ とは、E.EDays17の 神 経

細胞 に入 力 してい るグル タ ミン酸作動性 シナプ スは両方 の受容体 を持 って い る も

の と考 え られ る.

神経細胞 は通 常、神経支配 をす る際 に複 数 の神経 終末 を持つ .上記 のevoked

EPSCも しくは、SSCは シナプ ス前細胞が活動 して惹起 され るシナプス後応答 で あ

る.そ れ故 にevokedEPSCも しくは、SSCの 応 答 よ りデ ュアル コンポーネ ン トシナ

プスである と判 断で きて も、各神経 終末 において もデ ュアル コンポーネ ン トシナプ

スであるか は判断 できず 、2つ の可能性が考 え られ る.1つ はAIK-Rの み 、 も し

くはNMDA-Rの みの受容体 しか持 たない各神経終 末 によって構成 され てい る可能

性.2つ めはA∠K-RとNMDA-Rの 両方 の受容体 を持つ神 経終末 に よって構 成 され

てい る可能性 で ある。そ こで、シナプス前細胞 の活 動 に依存 しないMiniを 用 いた .

記録外液 に1ｵMTTX存 在 下、-60mV膜 電位 固定下 におい てMiniを 記録 し、さらに

NMDA-Rを 活性化す るために記録外液 よ りMg2+を 抜 いて記録 した(Fig .4).Mg2+-

freeの 記録外液 で観 測 され るMiniは コン トロール よ りもなだ らか な波形 とな り、大

きな減衰時間 を持 っていた.さ らに記録外液 にAPVを 加 える と、 この波形 の変化

はほぼ コン トロールで観 測 された ものに戻 った(Table2) .以 上の こ とBekkerら の報

告(BekkerandSteven1989)を 考慮す る とはEEDays17の 神経細胞 の培養 では観 測

され るほ とん どのグル タ ミン酸作動性 シナプス はでは、各神 経終末 におい てA/K-

RとNMDA-Rの 両方 を持 つデ ュアル コンポーネ ン トシナ プスであ るこ とをが考 え

られ る.
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Wig.4

Fig.4E.EDays17の 神 経細胞 にお け るデ ユ アル コ ジポー ネ ン トシナ プス皿

Minisの 典型 例

a.コ ン トロール(-60mVに 電位 固定)

b.細 胞外 液 よ りMg2・ を除 去 した

c.b.の 状 態 に記録 外液 に100ｵMのAPVを 加 えた

(す べて 同一 の神 経細胞 か らの記 録 で あ る)
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TablelMiniの 波 形解 析

立ち上 が り時閼 と減衰時 間のNMDA-Rの 活性化 と阻害時 にお ける関係

表示 は平均±標 準偏差(標 本数)を 表 す.

コ ン ト ロ ー ルMg2+ -Free

立 ち 上 が り 時 間(ms)0 .809±0。038(n=70)1.11±0 .05(n=79)

減衰 時間(ms)

Mgt+-Free+APV

0.889±0.050(n=57)

2.786±0.130(n=70)3 .72±0.170(n=79)3.12±0.172(n=57)

II グル タ ミン酸シナプス形成 とシナプス後細胞 の成熟

我 々 は以 前 にグル タ ミン酸 作 動 性 、GABA作 動1生 のSSCの 振 幅 、頻 度 の変

化 よ り、 この培 養 系 にお い て シナ プ ス形 成 がEEDaysに 応 じて起 き て い る こ とを

報 告 した(Tokioka,etalI993).SSCはEEDaysl3よ り現 れ 、EEDays15か ら17

に か け て急 激 に大 き くな る.こ の こ と実 はE .E.Daysl3とE.EDays17の 神 経 細 胞 で

シ ナ プ ス を形 成 す る能 力 の成 熟 度 に差 が あ る こ とを示 唆 す る .シ ナ プ ス形 成 に お け

る シナ プ ス 後 細 胞 と して の成 熟 度 が どの よ うな影 響 を持 つ か を調 べ た .

シナプ ス後細胞依存 的なシナプス形 成で あるか ど うか をを調べ るた めに
、

異胚齢共培養 を用 いた.こ の共培養 には、十分 なEEDaysI7の 神 経細胞(90%)と 少

量のEEDays(10%)の 若 い神経 細胞 を培養 した.EEDaysl7の 神 経細胞 はSSCが す

べ ての細胞 で頻度 よ く観 測 され る こ とより十分 にシナプ ス前細胞 と してまた シナ

プス後細胞 として成熟 してい る と考 え られ る.そ こに少 量 の未成 熟の神経 細胞 を培

養すれば、この神経細胞 で観測 され るシナプス後応答 は シナ プス後細胞 として の成

熟度を反 映す るこ とが考 え られ る.

EEDaysl3の 神経 細胞 は培養 時 に脂溶性 の蛍光 色素PKH26で 標 識 し、

EEDays17とEEDays13の 共培養 を行 った.ア ッセイ時 の神 経細胞 はFig .5の よ

うに見 え、十分 に判別 できた.こ れ らE .EDaysl7とEE.Days13の 神 経細胞 にデ ユ

アルホールセル レコーデ ィング法 を適用 し、膜電位 は一40mVに 固定 してSSCを
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a Fig.S

50ｵm

b
s ▼ ▽ ▼ ▼

Fig.5異 胚 齢 共 培 養I

EEDays17とE.E.Days13

a.

b.

(左)培 養 細胞 の明視 野像(600倍)、(右)蛍 光 像 、EEDaysl3の 神 経

細胞 をPKH26で 染 色 してあ る(赤 色).ス ケール は50ｵmで あ る.

ペ ア で記録 され たSSCsの 振 幅 の偏 り

(上)EEDays13の 神経 細胞 か らの記録 、(下)EEDays17の 神 経 細胞

か らの記 録 、共 に 固定電位 は一40mV.
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記 録 した.細 胞 内外 のイ オ ン組 成 よ りcr電 流 は外 向 き電 流 と して観 測 され る .Fig.

5bの よ うなSSCが 頻 度 よ く観 測 され た .グ ル タ ミン酸 作 動 性 とGABA作 動 性のSSC

が そ れ ぞ れ 内 向 き電 流 、 外 向 き 電 流 と して 同 期 して観 測 され た(矢 印) .SSCは 、

EEDays17と13両 方 に 同期 して 見 られ た が 、そ の振 幅 に 差 が認 め られ た.そ こで 、

このsscを3分 間記 録 し、振 幅 、頻 度 を計 測 した(Fig.6)(以 下 単 純 に振 幅 と表 示 し

て い る もの は ピー ク の 大 き さ で あ る) .グ ル タ ミン 酸 作 動 性 のSSCの 振 幅 は

EE.Daysl7に は127.5±6 .96pA(n=125)、E.E.Days13に は28 .47±2.48pA(n=65)で あ り、

そ の 差 は 明 らか で あ った(un-pairedt-test:p<0 .001).し か しな が らGABA作 動 性SSC

の振 幅 は ・EED・y・17に は35 ・89・1.89pA(・=4・)、EE.D・y・13に は32 .・1・1.06pA

(n=80)で あ り、差 は 無 か っ た.さ らに この シ ナ プ ス 形 成 を 定 量 し検 討 す る た め に

MaxSSCとINPUTSSCを 用 い た .MaxSSCは3分 間 の記 録 中 に観 測 され るSSCの

中 の最 も大 き な振 幅 を表 し、 また 、INPUTSSCは 記 録 され た す べ て のSSCの 振 幅

とそ の 回数 をか けた もの を表 す.69ペ ア の神 経 細 胞 に対 してSSCの 大 き さ を評 価

した.結 果 は前 述 の もの と同 じ傾 向で グル タ ミン酸 作 動 性 シナ プ ス形 成 度 に は 差 が

あ るがGABA作 動性 シ ナ プ ス形 成 には 差 が な い こ とを示 す 結 果 を得 た .そ の 内 の

20例 をFig .7に 示 した.ま た 単純 にMaxSSCとINPUTSSCを 比 較 した(Fig .8).

や は り傾 向 は 同 じで 統 計 的 に も有 意 で あ った(MaxSSCで はP<0 .001[EEDaysl7

(N=77)…13(N=75)]・INPUTSSCで は 、P<0.05[EED・y・17(N-84)・ ・.13(N-75)]

Mann-Whitney'sU-test).以 上 の こ とは 、EEDays13の 神 経 細 胞 がGABA作 動 性 シ ナ

プ ス の形 成 能 力 に 関 して は 同程 度 で あ る の に 対 し、グル タ ミン酸 作 動 性 シ ナ プ ス の

形 成 能 力 に差 が あ る こ とを示 唆 して い る.

この差 が シ ナ プ ス 後 細 胞 と して の成 熟 の 差 を反 映 して い るの で あ れ ば
、 よ

りEEDaysの 若 い 神 経 細 胞 は よ りグル タ ミン酸 作 動 性 シナ プ ス をつ く る能 力 が 少

な い こ とが 予想 され る.そ こで も っ と若 いEE .Daysの 神 経 細 胞 を用 い て グル タ ミ

ン 酸作 動 性 シ ナ プ ス形 成 度 をMaxSSCで 評 価 した(Fig .9).EEDays9、11を 用 い

て実 験 を行 っ た と ころ 、EEDaysl3の もの よ り小 さ な シナ プ ス コ ン ダ ク タ ンス を

持 つ もつ こ とが 明 らか とな っ た.た だ しEEDays9と11に お い て は全 くSSCが 見
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Fig.6

Fig.6EEDays17とEEDays13に お け るSSCsの 解 析

a,c,eは グ ル タ ミン 酸 作 動 性SSCs、b,d,fはGABA作 動 性SSCs.

鷁bはE.E.Days17細 胞 由来 の デ ー タ 、b,cはEEDays13細 胞 由 来 の デ ー タ

c,fは そ れ ぞ れ のSSCsの 振 幅 の 累 積 ヒ ス トグ ラ ム.EE .Days17(●),13(○)
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Fig.7

Fig.7ペ アで記録 されたSSC・ のMaxSSCとINPUTSSCを 用 いた評価

(20ペ アの神経細胞か ら得 た記録)

晝:欝 愚 諡 編 諜 轡 性SSCs,(右)G衄A灘SSC・
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1吻8

Fig.8SSCsのMaxSSCと 】匚NPUTSSCを 用 い た 評 価

a.MaxSSC,E .E.Days17(N=77)vs .13(N=75)

b.INPUTSSC(pAxevents) ,E.E.Days17(N=84)vs .13(N=75),斜 線
の カ フ ム:グ ル タ ミ ン作 動 性SSCs

、 空 の カ ラ ム:GABA作 動 性SSCs
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鞠9

Fig.9グ ルタ ミン作動性 シナプスのE .E.Daysに 依存 したシナプス形成

鱸蠶 静徽 鯉 潔E黯戯11瓣



られ ない ことが多 く、そ の場合 の記録 は含 んでい ない.よ って、EEDays9と11

のグル タ ミン酸作動性 シナプス の形成 はず っ と少ない と考 え られ る.こ れ はや は り

グル タ ミン酸作動性 シナプスの形成 能力が、少 な くともE .E.Days11か ら17の 成 熟

で異な るこ とを示す こ と実であ る.

以上の こ とは2つ の ことを示唆す る結果 であ る.第 一 に、シナプス後細胞

の成熟度 に よ りシナ プス形成 が制御 されてい るこ と.第 二に、グル タ ミン酸作動性.

GABA作 動性 シナプスで形成 に必要 とされ る成熟 が異 な り、そ のタイ ミングも異 な

ること.

III E.E.1)ays11に お け るNMI)A-Rの み を 持 つ シ ナ プ ス の 形 成

主 に0-Rを 介 す るSSCを 基 に 、グル タ ミン酸 作 動 性 シナ プ ス形 成 能 力 が 、

少 な く ともE.EDays9か ら17で 異 な る こ とを 明 らか に した が 、 こ の グル タ ミン酸

作 動 性 シナ プ ス はEEDays9、11、13に お い て もデ ュ アル コ ンポ ー ネ ン トシ ナ プ ス

で あ ろ うか.こ の 実 験 は抑 制 性 のGABA作 動 性 シナ プ ス入 力 の 混 入 を防 ぐた め

25ｵMのpicroto)dnを 記 録 外 液 中 に存 在 させ た .

EEDaysl1と17の 共 培 養 に ホ ー ル セ ル レ コ ー デ ィ ン グ法 を 適 用 した

(Fig.10).電 極 内液 はCsMS5を 用 い た.-60mVに 膜 電位 固 定 下 に してSSCを 記録 す

る と、EEDays17の 神 経 細 胞 に頻 度 よ くSSCが 見 られ る に対 して 、E.EDaysl1の

神 経 細 胞 で は しば しば全 くSSCが 見 られ ない こ とが あ っ た(8/30) 、 ま た わず か に

Mini程 度 の 振 幅 を持 った もの しか 見 られ な い もの も あ った(10/30) .し か しな が ら、

これ らの細胞 の膜 電位 を+60mVに す る とEEDaysl1の 神 経 細 胞 に も十 分 なSSCが

観 測 され た(16/18)。 観 測 され たsscを 解 析 した(Fig.11).こ の脱 分 極 時 に見 られ る

SSCは 立 ち上 が りの 遅 い も の ば か りで あ り、EEDays17が1 .92±0.124ms(n=65)に

対 して 、E.EDays11で は25.6±0.961ms(n=62)と10倍 以 上 遅 い もの で あ った.ま た

減 衰 時 間 は 、E.EDays17で40.83±5.17ms(n=38)、E.EDaysllで は 、86.0±6 .00ms

(n=60)で あ った.ま た 、 このEE.Daysl1に 見 られ るSSCは 、遅 い 立 ち上 が り時 間
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F.ig.10

Hg。10異 胚 齢共培II

E.E.Days17とE .E.Days11に お けるSSCs

a.シ ナ プス後 細胞 を一60mVに 電位 固定

b.シ ナ プス後細 胞 を+60mVに 電位 固定

c.b.の 状態 を拡 大 した もの
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Fig.11

Fig.11E.E.Days17とE .E.Days11に お け るSSCsの 波 形 解 析

a.c.E.E.Days17由 来 のSSCs 、b,dE.EDays11由 来 のSSCs

a,b.risetimeと 振 幅 の 関 係 、c,d.risetimeとdcaytimeの 関係

記 録 はFig.10と 同 じ細 胞 で あ る

33



と、長 い減 衰 時 聞 を持 つ 特 徴 は 、NMDA-Rを 介 す る電 流 で あ る こ とが 予 想 され た .

そ こでAPvに よ る阻 害 実験 を行 っ た(Fig .12).100μMのAPvを 記 録 用 外 液 に加 え

灌 流 す る とす べ て 消失 した(213).残 り1例 は10pAに 満 た な いMiniの み が 残 っ た .

以 上 の こ とは 、EE.Days11の 神 経 細 胞 は 、NMDA.Rだ け を持 つ シ ナ プ ス(サ イ レ

ン トシ ナ プ ス)が 多 く存 在 す る こ とを示 す こ と事 実 で あ る
.

さ らに1つ のEEDaysl7の 神 経 細 胞 を刺 激 す る こ とに よ るevokedEPSCを

記 録 す る こ と に よ り、 サ イ レ ン トシナ プ ス の存 在 を確 認 した(Fig .13).silentSSC

と同様 に過 分 極 時 に全 くEPSCが 見 られ な い の に対 して 、脱 分 極 させ る と十 分 な

EPSCが 見 られ た.こ の こ とはEE .Days17の 細胞 がEEDayslIの 神 経 細 胞 にサ イ

レン トシナ プ ス を形 成 して い る直 接 の証拠 で あ る .こ の 立 ち 上 が り時 間 は18msで

silentSSCと 同程 度 で あ った.

EEDays9と17を 共 培養 した とき には 、EEDays9の 多 くの 細 胞 でAIK-R

成 分 も ㎜A-R成 分 のSSCも 見 られ なか り た .こ の こ とはEEDaysEEDays9の

神 経 細 胞 の 多 くが シナ プ ス 後 細 胞 と して全 くシナ プ ス をつ くる能 力 を 持 っ て い な

い 可 能 性 を示 唆 して お り、It・'を 持 つ シ ナ プ ス を形成 す る能 力 をEEDays9

か ら11に か け て得 て い る こ とを示 唆 してい る .

IV E.E.1)ays11の 神 経 細 胞 に お け るAIK-RとNMDA-Rの 存 在

EEDaysllの 神経細胞 には、サイ レン トシナプスが多 くつ くられ るこ とを

示 したが、 この結果 がAIK-Rの 発現が欠如 してい るために見え る現象 であ るか ど

うか とい う点 について二つの方 法 を用 いて確認 した.

一 つ は 電気 生理 学 的 手 法 で グル タ ミン酸投 与 を行
った.EEDays17と11

の神 経 細 胞 の細 胞 体 か らout-sideoutpatchを 得 、 灌 流 液 中 に て5msの100μMの グ

ル タ ミン酸 パ ル ス を与 え た .固 定 膜 電位 を一60か ら+60mVま で20mVず つ ふ ら て そ

の応 答 を記 録 した(Fig .14).AIK-R成 分 の値 と して は一60mVの 電 位 固 定 した 時 に観
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Fig.12

Fig12EEDaysl1の 脱 分極 時 にのみ観 測 され るSscsのAPvに よ る阻害

aコ ン トロール(固 定膜 電位+60m1の

b.100μMのAPV存 在 時(固 定膜 電位+60mV)
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Fig.13

Fig.13E.E.Days11に お けるsilentsynapse

upperシ ナ プス前細胞(E .E.Days17)に 一60mVか ら一20mVま で脱 分 極刺 激

を加 えた時 の10ト レース

middle脱 分極 時 の シナプ ス後応 答(膜 電位 固 定+60mV)

lower過 分極 時 の シナ プ ス後応 答(膜 電位 固 定一60mV)

それ ぞれ10ト レー ス を重 ね書 き した .
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Fig.14

Fig.140ut-sideoutpatch膜 へ の グル タ ミン酸投 与

a.glutamateapplicationの 配 置図

b.E.E.Days11由 来 のpatch膜 のグル タ ミン酸応 答

c.E.E.Days17由 来 のpatch膜 の グル タ ミン酸応 答

5msの グル タ ミン酸 パル ス を与 えた ときの 各 固定膜 電位 下 の応 答 を重 ね

書 き した.
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測 され るピー クを与 える時間の振 幅 と し、NMDA-R成 分 はAIK-R成 分 が ピー ク値

の10%に なる時刻 の振幅 と した.そ の ときの電圧電流 関係 はFig .15に 示 した.過

分極 に電位 固定 した ときには、E .E.Days17、llと もに速 い立ち上が りと速 い減衰

時間を持つ応 答 を した.こ れはA/K-Rを 介す る電流 と思われ る.こ の電流応答 は、

連続10個 のEEDaysllの 神経細胞 か ら得 ることがで きた.こ のこ とはEEDaysll

の神経細胞 に少 な くとも細胞体 には機能的 なA/K -Rが 発現 され てい るこ とを示 し

ている.ま た電圧電流 関係 をプ ロッ トした際 にEEDaysIlの 神経細胞 におい ては

NMDA-R成 分がAIK-R成 分 よ り大 きい こ とが認 め られ た(3/3).

二 つ 目は免 疫 組 織 化 学 的 手 法 を用 い て グル タ ミン酸 受 容 体 の 染 色 を行 っ た
.

ニ ワ トリのA/K-Rは 精 製 も ク ロー ニ ン グ も され て な く情 報 が な か
った が 最 近 ハ ト

の グル タ ミン酸 受 容 体 が2種 類 ク ロー ニ ン グ され た .こ れ らは ラ ッ トのGluR2と3

と相 同性 が 非 常 に 高 い こ とが明 らか に な っ た .そ こで を相 同性 が 高 い こ と を仮 定 し

て 、 ラ ッ トのGluR1とNRIのC末 端 の配 列 を抗 原 と して つ く られ た 抗 体 を用 い て

蛍 光抗 体 染 色 した(Fig.16)(Wenthold ,eta1.1992).GluRl抗 体 はEEDaysi7も11の

神 経 細 胞 を 区別 無 く染 色 した .細 胞 体 、神 経 突 起 が染 ま った が 、さ らに神 経 突 起 上

に輝 度 の高 い ス ポ ッ トが多 く観 測 され た .Craigら の報 告 に 一 致 し、GluR1の 染 色

像 と考 えれ る(Craig,etal.1993).NR1抗 体 も どち らの神 経 細 胞 も よ く染 色 し
、

GluR1の よ うな輝 度 の 高 い ス ポ ッ トは観 察 され な か った .以 上 の結 果 はAIK-R、

㎜A-Rを と もに欟 して い る こ とを1僉 く しめ して い る .こ の こ とは 、EEDaysl1

の神 経 細 胞 が機 能 的 なA/K-Rを 発 現 してい るに も拘 わ らず
、NMDA-Rの み の シナ

プ ス を形 成 す る こ とを示 唆 して い る.

38



Fig.15

a

b

Vh(mV)

Fig.150ut-sideoutpatch膜 へ の グル タ ミン酸応 答 の電[E電 流関係

Eg.14の 鏃 の時間 にお け る振 幅 をプ ロッ トした .

a.E.E.Days11由 来 のpatch膜 の グル タ ミン酸応 答

b.E.E.Days17由 来 のpatch膜 の グル タ ミン酸応 答
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Fig,16

F`ig.16抗GluR1,抗NR1抗 体 を用 い た間接 蛍光 抗体 染 色

a.抗GluR1抗 体 に よる染 色像(E
.E.Days11は ★ で標 識)

b.抗NR1抗 体 に よる染 色 像(E .E.Days11は ★で標識)



第4節 考察

本研究 の結果 をま とめる と、次 の通 りであ る.ニ ワ トリ胚終脳 解離培養 系

にお けるシナプス形成 は、シナプス後細胞 の成熟度 に依存 していた .EEDays13

の神経細胞 に対す るグル タ ミン酸作動1生シナ プス とGABA作 動性 シナプス の形成

は、それぞれ異 なってい た.ま た、EEDaysl7の 神 経細胞 はデ ュアル コンポーネ

ン トシナプス を形成 した のに対 して、EEDays11の 神経 細胞 は、機 能的 なA/K-R

を発現 してい るにもかかわず、サイ レン トシナプ スを形成 した.さ らにEEDays9

の多 くの神経細胞 は全 くグル タ ミン酸作動 性シナプス を形成 してい なか った .

1異 胚齢共培養 を用いたア ッセイについて

シナプス前細胞 にな る能力 を十分 に もつ神 経細胞 が大 多数 あ り、その 中に

シナプス形成 に関 して不明 な能力 を持 った細胞が少数 ある系 を考 えてみ る.こ の と

き少数の細胞 か ら記録 され るSSCは そ の細胞 のシナ プス後細胞 としての能 力 を反

映す るこ とが期 待 され る.結 果、EEDaysl7と13にAIK-Rを 主 に介す るsscの

振幅に大 きな差 を発 見 した.こ の差 はE .EDays13の 神 経細胞 の持 つ シナ プス後細

胞 と しての能力 の差 を反 映 している と考 える ことが出来 る.し か しこの結果 はグル

タ ミン酸作動性 のシナプス前細胞 がEE .Days13に 対 して特異的 に接触 しない こ と

に起因す る現象で ある可能性が ある.光 学顕微鏡 の分解能 におけ る形態的 な判 断か

らは接触 が特異的 に避 け られてい る様 子は見 うけ られ なか った(Fig .5).ま た結果 は

記述 していないが、EEDaysI7と13の 神経細胞 を凝集培養 を行 った場合 に、特異

的にEEDays13の 神 経細胞 がEEDaysl7の 神経細胞 の凝集 群か ら排斥 され てい る

ことも見 られ な く、全 くEEDaysl3と17の 神経細胞 の凝集 に区別 は出来なか った.

さらに、鹹 一Rを介す る飜 は小 さレ・が ㎜A-Rの 飜 は十分に観 察 され た.以

上 よ り、 主 にA∠K-Rを 介す るSSCの 振幅 に大 きな差 は細胞 間の特 異的 な排斥 に よ

るものではない といえ る.や は り、この結果 は シナプス後 細胞 と しての能力 の差 を

反映 している.で は、どの様 な能力 の差 にあるのだ ろ うか?Fletcherら は、ラ ッ ト
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海馬の解 離培養 系 を用 いて培養 日数 の異な る細胞 間の シナ プス形 成 をシナプ トフ

ァイシ ンの抗 体 を用いて評価 してい る(シナプ トファイシ ンの塊 をシナ プス終末 と

仮 定 して).培 養 日数の長い神経細胞 は、同 じ培養 日数 の神 経細胞 に対 しての接触

部位で抗体反応 が見 られ るが、短い培養 日数 の神 経細胞 に対 しての接触部位 では、

全 く抗体反応 が見 られ ない.こ の こ とは シナプス前細胞 が シナ プス を形成す る能 力

を持 っていて も、シナ プス形成 は後細胞 に依 存す るこ とを示 してい う(Fletcher
,etal.

1994).こ の結果 は、本研 究で得た結果 と矛盾 してい ない.さ らに この こ とはシ ナ

プス後細胞 が何 か標 的分子 を膜表 面 に提示 していて、軸 索が これ を認識 してシナ プ

ス をつ くることが想起 され る.Craigら は海馬培養神経 を用 いてGluR1とGABAAR

beta2/3subunitsに 対す る抗 体 を用い て免疫組 織化学的研究 を行 ってお り
、GluR1

のク ラスター とGABAaRbeta2!3subunitsの クラス ターがそれ ぞれ 異な る神 経突起

の もとに形成 され てお り、それ ぞれ の伝達物 質 を持 つプ レシナ プス終 末に対応 して

クラス ターが形 成 されてい るこ とを明 らか に してい る.さ らに活動電位 に ともな う

伝達物質放 出を長期 的 に阻害 して もこのク ラス ター形成 が阻害 され ない こ とか ら
、

活動電位 に依存 したシナプス伝達 に依存せず に、何か特異的 な分子 間 の相互作用 に

よ りシナ プス形成 可能性 を示唆 してい る(Craig
,etal.1993).そ れ は、神経 筋接合部

にお けるs-lamininの よ うな分子がその候補 にな るか も知 れ ない(Martin
,etal.1995).

また、Xenopusの 筋細胞 の膜 を運動神経 の成長 円錐 に接触 させ ると
、AChの 放 出が

増え、シナ プス後細胞 にシグナル分子が あるこ とを示唆す る結果 が報告 され てい る

(XieandPooI986).以 上 は、シナプス後細胞 によって シナプ ス形成 が制御 され てい

るこ とを示唆 している.

II サイ レン トシナプ ス の形成 につ い て

EE.Daysl1の 神 経 細胞 はA∠K-Rを 発 現 して い な が ら
、サ イ レン トシナ プ ス

を多 く持 つ こ と を明 らか に した.こ の こ とは最 も興 味 深 い 点 で あ る .神 経 細 胞 の

ageに よ っ て シナ プ ス にお け るAIK-RとNMDA-Rの 存 在 比 が 変 化 して い る.こ れ

は、Crairら の結 果 と も矛 盾 しない.我 々 もIMHV領 域 のageに 対 応 してA/K-Rに
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対す るNMDA-Rの 電流比 を測定 した.結 果は加 齢 と共 に比 は減少す る ものだった

(結果省 略).よ って培養 系のみの特別 な現象 とは考 えに くい.

サイ レン トシナプス はシナプス後細胞 が静止 状態 では電気的 な信 号を伝 え

る ことは考 えに くい.そ こでシナプス として特異化す るにはシナプス前細胞 と後細

胞で何 らかの情報伝 達が必要で ある.こ れ もまた上記 の様 な標 的分子が ある ことを

示 唆す る.し か しなが ら、他 の可能性 もあ る.メ タボ トロピックグル タ ミン酸受容

体(mGluR)の 関与の可能性 で ある.mGluRの 活性 化 に よる細胞 内G蛋 白系の活性 化

がその メカニ ズムに関与 してい るか も知れ ない.EEDays9以 前 よ り培 養液 に

mGluRの 阻害剤 を含む培養 液 で培養 しシナ プス形成 を評価すれ ば
、この可能性 は検

討で きる.

デ ュアノレコン赫 ン トシナプスにお}ナる機能的 燃Rと ㎜A -Rの

存在比 のEEDaysに 依 る違 いは機 能的な受容 体の シナプ ス部位 へ の組 み込み のメ

カニズ ムが異 なるこ とを予想 させ る.EEDaysl1は サイ レン トシナプ スを選択的

に形成 す るの は何故で あろ うか.決 して機 能的 なAIK-Rの 欠 損 に よるものでは な

い こ とは グル タ ミン酸 の投与で明 らかに した.AIK-Rを シナプス に組 み込 む メカニ

ズムが欠損 も しくは潜 性が低 い ことが考 え られ る.ま たは組み込 まれ て はいるが、

不活性型 である可能性が考 え られ る.後 者 の場合 の検 証は、E .EDays11の サイ レ

ン トシナプス部位 に蛋 白質 としてのA∠K-Rが 存在す る事 を確認す れ ば よい
.AZK-

RとNMDA-Rの 抗体 を用いた2重 染色共焦点 レーザ ー顕微鏡法 を
、現在検討 中で

あ る.前 者 の場合 、十分 な検討 が必要で あるが 、GluR1の 抗体染色 でEEDaysl1

の細胞上 にもクラス ター と考 え られ るものが観 察 され てい るので
、ク ラス ター をつ

くる能力はあ るが、シナ プス部位 にクラス ター をつ くるこ とに問題 があ るか も知 れ

ない.ま た、中枢神経系 での受容体 クラスター形成 については 、gephelinと い う蛋

白質 が グ リシ ン受 容体 をク ラス ター形成 に関 与 してい るこ とが報 告 され てい る

(Froehner1993).グ ル タ ミン酸受容体 にっい ての機構 に関 して は全 く報 告が ないが 、

類似 の蛋 白質 の存在で細胞 内骨格 との関連 が予想 され る.

神経細胞 の成熟 の違 いによってサイ レン トシナプスをつ くこ とは、生理 的
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に有用 な機 構で ある と考 え られ る.た とえば、網膜か ら外側膝状体へ の投射 、体性

感覚野 にお けるバ レル構 造の形成 で、発 生の はやい段 階で投射 して きた軸 索 と接触

した若 い神経細胞 はまず サイ レン トシナ プスをつ くる.そ の後 シナプス前細胞 と後

細胞 の同期 した活動 に よ り、正 しく同期 した神経細胞 間 にのみサイ レン トシナプ ス

が非サイ レン トシナプ スにな り神 経回路が形成 され る可能性が考 え られ る.実 験 を

検討 したい点で ある.

III グルタ ミン酸受容体について

out-sideoutpatchに グル タ ミン酸 の投 与 を行 い 、グル タ ミン酸 応 答 を記録 し

た.EE.Days11に お い て は 、NMDA-R応 答 がA∠K-Rの 応 答 よ り大 きい 結 果 を得

た.こ の結 果 は 、受 容 体 の発 現 数 の 差 、また はチ ャネ ル の カ イネ テ ィ ク ス の差 と解

釈 で き る.単 純 にA/K-RとNMDA-Rの 発 現 数 の 比 が違 う と解 釈 可 能 で あ るが
、Fig.

13の 減 衰 時 間 は 明 らか にEEDays17の もの よ り遅 い こ とが 見 受 け られ る
.減 衰

時 間 はA!K-RとNMDA-Rの 存 在 比 に よっ て変 わ るた め正確 な議 論 は 出 来 な い が
、

発 生 段 階 でNMDA-Rの 減 衰 時 間 が 変 化 して い る こ とが 報 告 され て い る の で

(Hestrin1992b)、 そ の 可能 性 が 高 い.サ イ レン トシ ナ プ ス に あ るNMDA-Rの 性 質 を

詳 細 に検 討 す る こ とは シ ナ プ ス形 成 とシナ プ ス 可 塑 性 の 両方 の観 点 か ら興 味 深 い

問題 で あ る.
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第三章 ニワ トリ胚終脳解離培養系を用いたシナプ

ス伝達依存的なシナプス成熟

第1節 序 払

第2節 材料 と方法

第3節 結果

第4節 考察
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第1節 序論

脳 の高次機能 を理解 す るた めには、 シナプス可塑性 の分子 メカニ ズムを解

明す ることは必 要不 可欠 である.シ ナプス の発 生、これ は、シナ プスの形成 、成 熟、

除去 の過程 を含 む ものであるが、この過程 に含 まれ るメカニズムが シナプ スの可塑

的変化 が起 きる ときに再び動員 され る と仮 定す るこ とは根拠 のない こ とで はない.

シナプス形成 の分子、細胞 メカニズ ムは、主に神経筋接 合部 にお いて研 究 され てき

た.そ のメカニズムは活動依存的 である と考 え られ て きた(Nelson
,etal.1990;Sanes

andTakacs1993;Azfra,etal .1990;DahmandLandmesser1990).し か し中枢神経 系 に

おいては、その組織の複雑 さゆえに研 究は あま り進んでい ない.中 枢神 経系 のシナ

プス形成 の過程 を詳細 に解 析す るには、解離培養 系は有用 な方法 であ り、我 々は シ

ナプス発 生の解 析がで きる系 を開発 して きた(前 章参 照) .こ の培養 系で 、SSCは

EEDays13よ り見 られ は じめ、EE .Daysl5か ら17に かけて急激 にその頻度 、振幅

が大 き くなる.す なわちシナ プス成熟 の過程 が観測 で きる.

シナプス成熟 には神経細胞 の活 動状態 に依存 した メカニズ ムが存在す る と

考 え られてい る.そ こで、我 々はその よ うな活 動の シナ プス伝 達に着 目し、その活

動 とシナプス成 熟の関係 を解析 した.シ ナプス伝 達には大 き く2種 類 あ る.活 動 電

位 に ともな うシナプス伝 達 と、自発的 なシナ プス小胞 の放 出による伝達 であ る.こ

れ らのシナプス伝 達がシナ プス形成 に与 え る影響 を、ニ ワ トリ胚終脳神経細胞 の解

離培養系 に対 して電気生理学的手法 を用い て解析 した.こ の2種 類 の活動 を阻害す

るた めにtetrodotoxin(TTx)と6-cyano-7-nitroquinoxaline-2 ,3-dione(CNQx)を 用 いた.
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第2節 材料 と方法

第2章 を参照

この章 の実 験 に用 い た ニ ワ トリ胚 はす べ て 孵 卵10目 で あ り
、EEDaysl5、16、17

はそ れ ぞ れ培 養5、6、7日 目で あ る.

電気生理学 に用 いた電極 内液 は、KMS1で ある(第2章 第2節 参 照) .記 録外 液 に

はすべ て25ｵMのPTXを 入れ抑制性 シナプス を阻害 した .

第3節 結果

この解離培養系 において 、SSCの 頻度 、振幅 はEEDays15か らEEDays17

にかけて増加 し、お よそ頻度 は20倍 に、振 幅 は4倍 に増加 す る.こ の増加 が神 経

活 動 に依存 して い るかを検討す るた めに、 この期 間 に2種 類 の阻 害剤 、TTXと

CNQXを 加 えた.

EEDays15の 培養 に対す る阻害剤 の効果 を確認 した.1ｵMのTTXの 投 与

によ り、 自発 的 な発火 は見 られ な くな り、また、膜 電位 固定下 におい て、30msの

幅 の一60mVか らOmVま で脱分極刺激 を加 えて も、電位依存性 のナ トリウム ス電流

の発生 を完全 に阻 害 した.ま た一60mVに 電位 固定 して記録 を行 うた場合
、同期 した

SSCは 完全 に見 られ な くなったが、Mniは 十分 に観 察 された.5μMのCNQXを

記録外液に入 れ る と、 自発 的な細胞 の発火 もMiniも 見 られ な くな った(結 果省 略) .

これ らの ことはTTXは 活動電位 に ともな うシナプス伝達 を阻 害 し
、CNQXは 〃K.R

を介す るシナプス伝 達す べてを阻害 した ことを示 してい る.

TTxとCNQX含 む培養 液でEEDays15か ら17に かけて培養 を行 った.ま

ず2日 後 に阻害剤がその効果 を保 ってい るか を確認 した.TTX処 理(TTXを 含 む

培地で2日 間培養 した もの)で は、EEDays15の 時 と同様 にNaス パ イ クを引き起

こす ことは出来 なか った.培 養液 を完全 に通常 の記録 外液 に交換す る と、先 と同 じ

脱 分極刺 激 に よ り十分 なNaス パイ クを引 き起 こす こ とが 出来 た .CNQX処 理
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(CNQXを 含む培地 で2目 問培養 した もの)で は、培地交換 前は 自発 的な発火 、

SSC、M㎡ のす べてが見 られなか ったが、培養 液 を完全 に通常 の記録 外液 に交換 す

る と見 られ るよ うにな った(結果省 略) .-60mVに 電位 固定 してSSCを 各条件 で処

理 した神経細胞 か ら記録 した.コ ン トロール の神経細胞 か らのSSCの 振幅 が最 も

大 き く、TTx処 理、cNQx処 理 の順番 で あった(Fig.1).観 測 され る振 幅の大 き さ

に差は見受け られたが・統計的に有為 な差 はなか った(unp・i・edt-t,、t,p-・.15・CNQx

処理 ・・u・・n・・P-・・6・TTX処 理) ・このSSCの 振幅 のば らつ きは、それ ぞれ の神 経

細胞 が どの様 な活動状態 にある神経回路網 の中にあるかに依存す るた めであろ う
.

よ り正 確 に これ ら阻 害剤 の効 果 を調 ぺ る た め に
、evokedEPSCを 記 録 した.

evokedEPSCは1つ の細 胞 由来 の シナ プ ス結 合 の 強 さで あ り
、SSCの 様 に神 経 回 路

網 の 時 間 的 な 活 動 度 に依 存 しな い .21個 のEEDays16の 神 経 細 胞 と83個 の

EEDays17の 神 経 細 胞 を記 録 に 用 い た .E.EDaysI7で 観 測 され た各 条 件 で の

evokedEPSCの 典 型 例 をFig .2a(1-3)に 示 す.EEDaysl6で 観 測 され た 平 均 振 幅 は1

コ ン ト゜一 ル で184・42
・2pA(mean・SE.,・-5)、TTX処 理 で96 .・・13.3pA(。-5)、

CNQX処 理 で77 ・4圭20・1(n=ll)で あ った .TTx処 理 、CNQx処 理 の 振 幅 増 加 の抑

制 効 果 は コ ン ト・ 一 ・レの 振 瀦 加 こ対 して
、 同 程 度 で あ っ た(、。n・,。1。、.TTX ,

cNQx:unpairedt-test ・P<o・08,TTxvsCNQx;P<o.6).EEDaysl7で は 、 コ ン トロー

ル で311±35 .6pA(n=26)、TTX処 理 で190 .0±38pA(n=25)、CNQX処 理 で49 .7±8.13

pA(n=32)で あ っ た ・EEDaysl7で は ・阻 害 剤 の振 幅 抑 制 効 果 は大 きか っ た .CNQx

の 抑 制 効 果 はTTxの も の よ り効 果 的 で あ っ た(TTx
・・CNQx、u。p。i,ed,.t,,t ,

p<0.001).こ の効 果 はEEDaysl6で は観 測 され な か った .evokedEPSCの 振 幅 の

差 は 、シナ プ ス 部位 の空 間 的 分 布 に よ っ て も左右 され る .シ ナ プ ス 部 位 が 細 胞 体 か

ら電 気 緊 張 的 距 離 的 に遠 い と、EPSCの 波 形 の変化 を と もな い振 幅 が 小 さ くな る.

しか しな が ら、記 録 され たEPSCの 立 ち上 が り時 間
、減 衰 時 間 は各 処 理 に よ らず 、

振 幅 の 差 と相 関 は な く同程 度 で あ っ た(Fig .2C).実 際 にCNQX処 理 した神 経 細胞 か

ら得 られ た波 形(Fig・2A3)を コン ト・一 ・レの振 幅 とあわ せ て 比 べ た(Fig
.2A4).こ れ



Fzg.1

400

曾
ぼ
㌔∫300
わ

ヨ
.._.,

r-一,

毎
邸200

U

鴇
x

Σ
100

0

CONTROL TTX CNQX

Fig.1・TTxとCNQxのSsCsの 振 幅増 加 に対す る効果

TTX(1画M)・cNQx(5ｵM)をE .E.Days15に 加 え、E .EJ)ays17に 完全

に阻害剤 を含 む 培地 を記録外 液 と交 換 した.膜 電位 を一60mVに 固定 し3

分 間 、SSCsを 記 録 した.
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Fig・2.TTXとcNQxのevokedEPSCsの 振幅 増加 に対 す る効果
の

a1ア ユ アル ホ ー ル セ ル レコ ーデ ィ ン グ法 を用 い た記 録 したE
.E.Days

17の 神 経 細 胞 間 のevokedEPSCsの 典 型 例 .膜 電 流 固定 下 で記 録 し

た シ ナ プ ス前 細 胞 の 活 動 電位(上)と 膜 電 位 固定 下 で記 録 した シナ プ

ス後 応 答a2 ,3TTx処 理(a2)、CNQx処 理(a3)し た 神 経 細 胞 か らの

局 所 細 胞外 刺 激 に よ って誘 導 したEPSCs(ス ケ ール:100pA)
.a4

a3の トレー ス を縦 軸 に伸 ば した も の(ス ケ ー ル:10pA)

b・v・k・dEPSC・ の コン ト・一 ル1こ対 す る平 均 振 幅
.E.E.D。y,・7の

コ ン トロー ル の 平 均 振 幅 を100%と した
.

cE.E・D・y・17に お け る ・v・k・dEPSC・ の 平 均risetim・ とh
alfdecay

time黒 い カ ラ ム(コ ン トロール)
、白い カ ラム(TTX処 理)、

斜 線 の カ ラム(CNQX処 理)
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らの結果 は2つ の シナプス伝達、活 動電位 に ともな う伝達 と自発 的な伝 達が シナプ

スの成 熟 に関 して異な った方法 で寄与 してい ることを示唆 している
.

シ ナ プ ス 形 成 に お け る こ の 二 つ の 伝 達 の 影 響 を詳 細 に 調 べ る た め
、Miniを

解 析 した.解 析 に は22個 のEEDays16と131個 のEEDaysl7の 神 経 細 胞 を 用 い

た(Fig.3A)。E .EDays16で 観 測 さ れ たMniの 平 均 振 幅 は 、 コ ン トロー ル で17.1

±1・95pA(mean±S .E・・n=7)・TTx処 理 で13 .8±2.37pA(nニ5)、CNQx処 理 で13 .5圭

1.21pA(n=10)で あ っ た .EEDaysl7で は 、 コ ン トロ ー ル で19.2±0,871pA(n=68) 、

TTX処 理 で14 ・3±・・947(・=42)・CNQX処 理 で13 .….7・7pA(・-21)あ っ た.EED。ys

17で は ・TTx処 理 ・CNQx処 理 のMiniの 振 幅 増 加 を 有 意 に 抑 制 した(unpairedt .test ,

p<0.005).さ らに こ の 二 つ の 処 理 に は 有 為 な 差 は 見 られ な か っ た .こ れ ら の 結 果 は

主 に 活 動 電 位 を と も な う シ ナ プ ス 伝 達 が 量 子 サ イ ズ を 制 御 して い る こ と を 示 唆 し

て い る
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Fig.3

Fig・3・TTxとCNQxのMinisの 振幅 増加 に対す る効 果

aMinisの 例 ・ コン トロール(上) ・TTx処 理(中)、CNQx処 理(下)

bMinisの コン トロール に対 す る平均 振 幅

MinisはE.E.Days16と17に 膜 電位 固 定 下3分 間 記 録 し
、平 均 した

黒 い カ ラ ム(コ ン トR`ル)、 白い カ ラム(TTX処 理)
、斜 線 の カ ラ ム

(CNQX処 理)
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第4節 考察

培養 中枢神経 細胞 のシナプスの発生 が、2種 類 の シナプ ス伝 達活性 に、異

なった依存 を してい るこ とを示 した.こ の2つ の伝達 は、活動電位 を ともな うシナ

プス伝達 と自発 的な放 出 による伝達 であ る.結 果 か ら考 え うるモデル をFig 。4に示

した。前者はシナプス部位の大 き さを、後者 はシナプス部位 の数 をそれ ぞれ制御 し

てい ると考 え られ る.

シナプス小胞 内に含 まれ る伝達物質 の数 は数千分子 で、シナプス間隙 で は

数mMに な る.一 方 、受容体はシナプス後細胞 の1つ の シナ プス部位 に受容体数

は数十か ら数 百個 しかない と言 われ てい る.こ の ことは1つ の シナ プス小胞 の放 出

によ りそれ に対応す るシナプス後細胞 の受容体 は飽和 してい るこ とが予測 され る.

こと実 これ を示唆す る報告 もある(Tang1994) .ま た1つ のシナプス部位 には1つ の

activesite(シ ナプ ス小胞 の放 出部位)し かない との報 告 もあ る(Kom
,etal.1982;

PerkaelandNicoll1993).こ のこ とを考慮 す る と、Miniの 振幅 は主 にシナプ ス部位 の

AIK-Rの 数 に よって決 め られてい ると考え られ る.TTxとCNQxの 効 果がMiniの

振幅増加 に同程度 しか効果 がない ことよ り(Fig.3B)、 活動 電位 を ともな う伝 達が こ

のMniの 成 長 を制御 している と考 え られ る.ま たEPSCの 立ち上が り時 間,減 衰 時

間 に違いがない こ とは(Fig.2C)、Miniの 成 長 はシナプス間隙 内での伝 達物質濃度 が

変化 したのではな く、受容体数 が変化 してい ることを示唆 してい る(Major1993) .

evokedEPSCの 振幅 を決 めてい る要 因 と しては以 下の4つ が考 え られ る.

①1つ のシナプス部位 の大 き さ、②ひ とつの シナプス部位 にあ る伝 達物質放 出機構

の数(activezoneの 数)、③発火 に対す るシナプス終 末での伝達物質放 出確 率
、④ シ

ナ プス部位 の数 で ある.evokedEPSCの 振 幅増加 の抑制 は、上記 の4つ 差 を見 てい

る可能性 を持つ ・Miniの 振幅 はTTxとCNQxで 同程度 抑制 され ていた ので、1番

目の可能性 は除外 され 、evokedEPScのTTxとCNQxに おけ る抑制効果 の差 は、

残 りの3つ の可能性 に絞 られ る.1つ のシナプス部位 には1つ のactivezoneし かな

い との報告が多数 あ ることよ り、2番 目の可能性 も除外 され る.よ って、TTXと
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CNQXの 抑制効 果 の差 は伝 達物 質放 出確 率 かシナプス部位 の数 に依存 す る ことが

考 えられ る.

ここで、各 シナプス部位 での伝 達物 質放 出確 率が同 じで ある と仮 定す る と
、

ひ とつの細胞 由来 のシナプス部位 の数 を推 定す ることが出来 る.EEDays17で そ

れぞれの条件 での平均 シナ プス部位 は、 コン トロール では17 .5個 、TTX処 理 では

13・3個・CNQx処 理 では3 .8個 であった.Fig .3Aに 見 られ るMiniの 頻 度 の差 は、

シナプス部位数 の差 を反 映 している可能性 があ る.シ ョウジ ョウバエ の神経 筋接合

部で、シナプス活動 に欠損 を持っ突然変異体 を用いた研究で は、シナ プス部位 の数

に差 があるこ とが報告 され てい る(Jai,etal.1993;Budnik,etal.1990;Zhong,etal.

1992)・ これ らの こ と実 は間接的ではあ るが 、CNQX処 理 による抑制 効果 がシナプ

ス部位 の増加 の抑制 を含 んでい る可能性 を示唆 す る.ま た、シナプ ス後細胞 の受容

体 の 阻 害 が シ ナ プ ス 部 位 の 形 成 に 影 響 す る こ と は 交 感 神 経 系 に お け る

NGF(Campenot1987)や 海馬 におけるBDNF(Zafra
,etal.1990)と い った逆行性 の メ ッ

セ ンジャー の関与 も考 え られ る.
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.Fig.4

Fig.4.シ ナプス伝 達依 存の シナプスの成熟

シナプス部位 の大 きさ(Minisの 大 きさ:黒 い円)と 神経 終末 の分枝 の数

に注 目
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第1節 序論

記 憶 の モ デ ル と して海 馬 の長 期 増 強 が研 究 され て い る が 、 そ の解 明 は 未 だ

混 迷 の 中 で あ る(BlissandCollingridge1993).さ らに海 馬 の働 きが 個 体 レベ ル で 脳

高 次機 能 と どの よ うに結 び っ くか は は っき り と して い ない .ヒ トに お い て 、海 馬 に

重 大 な障 害 が あ る と、そ れ 以 後 の 記 憶 はで き ない が 以 前 の記 憶 は 思 い 出せ る こ とか

ら、記 憶 形 成 の作 業 領 域 と して働 い て い る とす る説 が あ る が そ の真 偽 は 不 明 で あ る .

我 々 は、記 憶 現 象 が 明確 で 、発 生 学 的 か っ電 気 生理 学 的 ア プ ロー チ が で き る対 象 と

して 、鳥 類 のイ ン プ リンテ ィン グ現 象 に注 目 した .こ の現 象 は 、鳥 類 が 孵 化 直 後 に

見 た動 く もの を親 鳥 と して記 憶 す る現象 と して 知 られ て お り、時 期 特 異 的 な 、行 動

に 関連 した記 憶 で あ る(Bolhuis1991).

この 現 象 に は多 くの研 究 が 行 わ れ て き た .ま ず 、この 現1象 は脳 のintermediate

andmedialpartofhyperstriatumventral(IMHV)の 活 動 に依 存 して い る こ とが 以 下 の2

つ の実 験 結 果 よ り示 され た .こ の 現象 に伴 い 、蛋 白質 、mRNAの 代 謝 活 性 が 上 昇 す

る こ と(Bateson1972;Kohsaka1979).IMHV領 域 の 破 壊 に よ り特 異 的 に この 現 象 が

阻 害 され る(McCabe1981;McCabe1982).ま た 、視 覚 入 力 か ら、 この領 域 へ の伝 達

も確 認 され て い る.反 対 側 の眼 よ りの入 力 は まずopticnecleusofthethalamusへ 入 り
、

さ らにWulstを へ てIMHVに 入 力 してい る .さ らに聴 覚 、嗅 覚 か ら も入 力 が あ る こ

とが示 され てい る.ま た 、0領 域 で は孵 化 後30日 に わ た り細 胞 密 度 が 減 少 し
、

一 方
、樹 状 突 起 状 の スパ イ ン に お け る電 子 密 度 の 上 昇 が お きて い る.さ らにイ ン プ

リンテ ィ ン グ に伴 い シナ プ ス の形 態 変 化 も観 察 され て い る(Bradley
,etal.1985).以

上 の こ とは イ ンプ リンテ ィ ン グ に伴 い 蛋 白、細 胞 、シナ プ ス レベ ル で 可 塑 的 変化 が

起 きて い る こ とを示 唆 して い る.

IMHV領 域 を切 り出 した研 究 にお い て は 、電 気 刺 激 をイ ン プ リンテ ィ ン グ

刺 激 の代 わ りに用 い て研 究 が お こな われ て きた.5Hz1300発 の刺 激 に対 して 、電 場

電 位 は2時 間 以 上 の 上昇 を示 し、 この増 強 がNMDA-Rの 活 性 化 に依 存 して い る こ

とが 示 され た(Bradley,eta1.1993;Bradley,etal.1992;Bradley ,etal.1991a).ま た 長
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期増強の誘 導率がageに 依存 してお り、孵化 後1か ら4日 にそ の ピー クがあ り、そ

の後はほ とん ど誘 導す るこ とが出来ない こ とが示 され てい る.こ の長期 増強 の誘 導

はイ ンプ リンテ ィングの時期 特異性 と一致 してい る.さ らに、電気 刺激 による長期

増 強 は ヒ ヨコの視 覚経 験 に依 存 してい る こ とが明 らか に され た(Bradley ,etal.

1991b;McCabeandHom1991) .暗 室で飼 育 され た ヒョコは明 るい とこ ろで飼 育 さ

れ た ヒヨコよ りもず っ と遅 くまで、長期増強 の誘 導が可能で あった .さ らにこの刺

激 によ りPDS(postsynapticdensity)の 増加 が電子顕微鏡 を用 いた研 究で明 らか に され

てい る(Bradley1985;Hom ,etal.1986).こ れ らの報告 はシナ プスの形態変化 とシ

ナプ ス伝 達の電気 的伝 達 の変 化が伴 って起 こってい るこ とを示唆 して い る.こ の

IMHV領 域 におけ る可塑 的変化 は、形態 的変化 を伴 うシナプ スの可塑 的変化 を研 究

す るのに、魅力 的な対象 で る.

以上 の報告 はこのIMHV領 域 におい て、形態 的変化 を伴 う長期 増強が起 き

てい る可能性 を示 してい る.し か し、電気生理学 的研 究で1つ の神 経細 胞で何 が起

こってい るかは詳細 には捕 らえ られ ていない.我 々は詳細 に この現象 を記述す るた

めに、ホールセル レコーデ ィング法 を用い、シナプス の同定 、長期 増 強の誘導 と発

現 メカニ ズムを調べ た.

58



第2節 材料 と方法

1 脳切片の準備

孵 化 後0か ら3日 目の ヒ ヨ コを用 い た.脳 切 片 の 用 意 はEdwardsら の方 法

に 準拠 した(Edwards,etal .1989).深 麻 酔 した ヒ ョ コ を断 頭 し、5%CO2/9502に 飽 和

させ 、氷 冷 したKreb'ssolutionに つ け 十 分 に冷 や した(2rnin) .頭 骨 を は さみ で切 り、

丁 寧 に大 脳 を取 り出 し、さ らに1分 間冷 や した.使 用 す る左 脳 の吻 側 を3ミ リほ ど

切 り トリ ミン グ し、ス ライ サ ー の試 料 用 トレイ に 瞬 間 接 着 剤 に て 固 定 した .力 学 的

な変 形 を防 ぐた め に 、脳 ブ ロ ックの 三方 を4%程 度 の寒 天 ブ ロ ック に て 固 定 した .

ス ライ サ ー Φ .SK-1000,堂 阪)を 用 い て 厚 さ300ｵmのcoronalsliceを 切 り出 した .

MHV領 域 を含 む ス ライ ス は37℃ に加 温 し、5%CO2195%02で 飽 和 させ たKreb's

solution中 に て一 時 間 イ ンキ ュベ ー トし、電 気 生理 学 的 実 験 を行 っ た 、

II 溶液と薬剤

Kreb'ssolutionの 組 成 は 次 の 通 りで あ る(mM) .120NaCl,3KC1,12MgCl2 ,2.5

CaC12,23NaHCO3,1.2NaH2PO4 ,11glucose.記 録 に は 抑 制 性 の 入 力 を 阻 害 す る た め

に 、100μMのPicrotoxinを 加 え た も の を 用 い た .

パ ッチ 電 極 内 液 の 組 成 は 次 の 通 りで あ る(mM) .

CsMSO.5:130CsCH3SO4,10KCI,0 .2CaC122MgC120.5EGTA,2Mg-ATP,

10HEPES-Cs(pH=7 .2)

CsMS5:130CsCH3SO4、10KCl、0 .2CaC12、2MgC12、5EGTA、2Mg-ATP、10

HEPES-Cs(pH=7.2).

そ の 他 、 用 い た 薬 剤 等 は 、tetrodotoxin(TTX:Wako)、D ,L-2-aminophosphonovalerate

(APv:Sigma)・cyano-nitroquinoxaline-dione(CNQx,Sigma)で あ る.

III 記録と解析

Edwardsら の 方 法 に 準 拠 した(Edwards,etal .1989).ス ラ イ ス を 自作 の 記 録
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チ ャ ンバ ー(容 量200叫)に のせ 、100ｵm以 下 の太 さに 引 き延 ば した ポ リプ ロ ピ レ ン

の 繊維 を コの字 型 に曲 げ た 直径0 .91nmの 銀 線 に2mm程 度 の 間 隔 で 張 っ た もの で 押

さ えた.対 物4倍 の顕微 鏡 下 に てIMHV領 域 を同 定 し
、40倍 の水 浸 対 物 レン ズ

(Olympus,作 動 距 駒.8㎜)で 神 経 細胞 を見 な が ら、ホ ー ル セ ル レ コー デ ィ ン グ法 を

適 用 し、膜 電位 固定 下 にお い てEPSCを 記 録 した.刺 激 に はKreb'ssolutionを つ め

た 先 端径20ｵmほ どの ガ ラス 電極 を用 い 、 シナ プス 後 細 胞 の周 囲(100ｵm程 度)に

刺激 電極 を置 き 、 両分 極 性 の電 流 刺 激 を5秒 間 隔 で行 った .刺 激 条件 はJonasら の

方 法 に準 拠 した(Jonas,etal1993).刺 激 幅 は250ｵsで 、 電 流 強度 はEPSCを 誘 導 で

き る最 低 の刺激 強 度 の120%程 度 に した(お よそ5～15ｵA) .こ れ に よ り1つ 、 も

しくは2,3の シ ナ プ ス 前 細 胞 を刺 激 す る こ とが で き る(Fig .1).EPSCはDagan

3900Aを 用 い て 増 幅 し、1KHzの4polebesselfilterを とお し、pClamp6(Axon .Inst.)を

用 い て ア イ ソ レー ター(A356 ,WPI)を 制 御 して刺 激 を行 い 、 サ ン プ リン グ 周 波 数

20kHzで 記 録 した.デ ー タ解 析 は実 験 終 了後 に行 った .用 い た 電 極 はGD1 .5(thick

wall)(Narishige,Japan)で 、微 小 電極 作 成 装 置(PP-83
,Narishige)を 用 い て 先 端 径1ｵm程

度 の もの を作成 した.電 極 内液 を つ め た状 態 で 電極 抵 抗 は4～7MΩ で あ っ た .記 録

中 は1-2mUminの 流速 で灌 流 した.

シ リー ズ抵 抗 、膜 抵 抗 、膜 容 量 は刺 激 前 に5mV 、30msの 過 分 極 の 矩 形 波 を

加 え 、そ の ステ ップ応 答 に よ り推 計 した(第 二 章参 照) .平 均 値 の表 記 は 平 均 ±標

準 誤 差(標 本 数)と す る.
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Fig.1

Fig.lcoronalsliceの 模 式 図 と刺 激 電流 決 定 のプ ロ トコル

a.coronalsliceの 模式 図 、Hip:hippocampus;N:neostriatum;

b.刺 激 電 極 に流 す 電流 を徐 々 に大 き く した とき の シナ プ ス 後応 答 の平 均

振 幅 をプ ロ ッ トした もの(各12回 刺 激 した)エ ラーバ ー は標 準 偏 差 を

示す

61



第3節 結果

IIMHV領 域 のシナ プス の同定

IMHV領 域 の神経細胞 にホールセル レコーデ ィング し、周 囲の細胞 を刺激

す るこ とに よ り容易 にEPSCを 誘起す るこ とができた.ま ず 、この領域 において使

われてい るシナ プスの同定 を試 みた.膜 電位 を一70mVに 固定 して、刺激 を行 うと内

向 き電流 のシナ プス後応答 が記録 できた.多 くの場合 において 、膜電位 を一40mV

に固定す る と、内向 き電流 の後 に外向 き電流が続 くシナプス後応答 が得 られた.こ

の外 向き電流 は一50mVあ た りで内向きか ら外 向きに反転す るこ とよ り、cr電 流 と

考 え られ る(Nernstの 式 よ り本 実験 系のイオ ン組成 か らCl一の平衡電位 は一49mVで

ある).そ こで100μMのPTXを 含む灌 流液 に換 え ると、この外 向 き電 流 は.;.

作動性 シナ プスで あ るこ とが確 認 できた(結 果省 略).ま た 、残 った内 向 き電 流 は

5μMのCNQxと200ｵMのAPVに よ り完全 に阻害 できた.こ のシナ プスが グル タ

ミン酸作動性 シナプ スであ ることを示す結果 で ある(Fig.2).ま た同一 の シナプス に

おい てCNQX存 在 下 とAPV存 在 下で電圧電 流関係 を測定 した .こ の関係 は他 の 中

枢神 経 系で見 られ るグル タ ミン酸 シナプス と同 じでデ ュアル コ ンポーネ ン トシナ

プスで あった.以 後の実験 においては、抑制性 シナプス入力の混入 を さけ るため、

常時100μMのPTXを 記録外 液 に加 えた.

II長 期増強の誘導

電場電位 の刺激応 答で長期増強は確 認 され てい るが、一つ の神 経細胞 での

確認 は未だ為 されてい ない.ま して、その発 現 メカニズ ムに関 して情報 は得 られ て

いない.

5Hz1300発 の刺激 に よって長期増強が誘導 で きる と報告 が あるので 、 この

刺激 条件 を用 いてsinglecellで の長期増強の誘導 を試 みた.実 際 に用 いた条件刺激

は、5Hz1300発 とシナ プス後細胞 のOmVへ の脱分極 を組み合 わせ た もの を使 った .、

5分 間テス ト刺激 を加 え得 られたEPSCの 平均振幅 に対 し条件 刺激後10分
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Fig.2興 奮性 シナ プ ス後電 流 の性 質

膜電 位 を一80か ら+60mVま で20mVず つ変 えた ときの シナ プ ス後応 答

各 トレース は5ト レー ス の平均

a.コ ン トロール

b.100μMのAPVを 含 む の記録外 液 に置 換

c.5μMのCNQXを 含 む の記録 外液 に置換

d.EPSCsの"K-R成 分(立 ち上 が りよ り4 .5ms:○)とNMDA.R成 分(立 ち上

が りよ り13ms:●)を 電圧 に対 しての プ ロ ッ ト
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の平均 振 幅 で有 意 に 上 昇 した もの を 、長 期 増 強 に成 功 した もの と した.は じめの テ

ス ト刺 激 に対 す る応 答 が安 定 しな いデ ー タ は棄 却 した .ま た シ リー ズ抵 抗 が減 少 し

たデ ー タ はす べ て 棄 却 し、増加 した もの 内振 幅 上 昇 の 判 断 が 困難 な も の も棄 却 した .

以上 の 条件 を満 足 した記 録 中 、長 期 増 強 の誘 導 に成 功 した も の は68%(16例 中

11cell)で あ っ た.ま た 何 も条 件 刺 激 を加 え な い も の は0%(5例 中0)の 上 昇 度

で あ った.

誘 導 で きた 長 期 増 強 は 、条 件 刺 激 後 の振 幅 上 昇 の仕 方 が 異 な っ て お り、 大

き く2種 類 に分 類 で き た.ゆ っ く り5分 か ら10分 か け て振 幅 が 上 昇 す る もの と
、

す ぐに上 昇 す る も の で あ っ た.簡 便 の た め前者 をslowLTP 、後 者 をfastLTPと 記 す.

誘 導 で きた 長 期 増 強 の うち4例 がfastLTPで あ り、7例 がslowLTPで あ っ た .

SlowLTPの 典 型 例 をFig.3に 示 す.aは 条 件 刺 激 前 、刺 激 後2分 、36分 に

お け る12ト レー ス のEPSCの 加 算 平 均 を重 ね書 き した もの で あ る.刺 激 前5分 間

の 平 均 振 幅 は 一250.24±8.277pA(n=60)で これ に対 し、20分 ～25分 の 平 均 振 幅 は 一

373.94±9.427pA(n=60)と な り、お よそ49%の 上昇 で あ った .こ の 記 録 は ギ ガ オ ー ム

シ ール が続 く限 り増 強 は続 い た.bはpeakの 振 幅 で正 規 化 した もの を 重 ね 書 き し

た もの で あ る.増 強 後 に波 形 が大 き く変 わ っ て い た .特 に減 衰 時 間 が 大 き くな って

お り、 条 件 刺 激 前 の 減 衰 時 間 は 、9 .94±0.202ms(n=60)に 対 し、 長 期 増 強 後 は

12.1±0.249ms(n=60)と な っ た.こ の 波形 の 変 化 は7例 中6例 にお い て観 察 され た .

ま た 、7例 のslowLTPの 振 幅 の変 化 を平 均 した もの をFig .6に 示 す.増 強 は条 件

刺 激 の終 了 後 を よ り、緩 や か に大 き くな り始 め 、20分 で お よそ 一 定状 態 にな っ た .

そ の とき の 上昇 度 は お よそ50%で あ っ た.

FastLTPは 刺 激 後 す ぐにEPSCが 増 強 され た もの で 、1例 を 示 す(Fig.4).

条 件 刺激 前 の5分 間 の 平均 振 幅 は一161.5±4.39pA(n=60)で 、 これ に 対 し、20分 か ら

25分 にか けて の 振 幅 は一208.0±4.27pA(n=60)}こ 上 昇 し、 そ の 上 昇 率 は お よそ28 .8%

で あ った.4例 の平 均 の変 化 をFig .6に 示 す が 、お よそ 上昇 率 は20%で あ った.ま

た 、 この 例 にお い て は 、 あま り明 らか な波 形 の 変化 を見 る こ とが で き な い が 、4例

中2例 にお い て 、slowLTPと 同様 の減 衰 時 間 の変 化 が 見 られ た .
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Fig.3

Fig.3slowLrpの1例

時刻0にSHz/300発 と脱 分極 を組 み合 わせ 刺 激 を行 った

a.条 件 刺激 前 と刺激 後2分 、36分 の トレー ス の重 ね書 き

トレース は各 時刻 の1分 間の平 均

b.EPSCの ピー ク振 幅 で正規化 した トレー ス の重 ね書 き

c,EPSCの ピー ク振 幅 の変移
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Fig.4

Fig,4fastLTPの1例

時刻0にSHz/300発 と脱 分極 を組 み合 わせ刺 激 を行 った

a.条 件 刺激 前 と刺激 後5分 、25分 の トレー スの重 ね 書 き

トレー ス は各 時刻 の1分 間 の平均

b.EPSCの ピ`.ク 振 幅 で正規化 した トレ`.ス の重 ね書 き

c.EPSCの ピー ク振 幅 の変移
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条件刺激 を加 えない ものに関 しては大 きな振幅の変化 も、波形 の変化 も見

られなかった(Fig.5)。 また上昇 した結果 の平均 をFig .6に しめす.

先 の分類 に関 わ らず 、11例 中8例 にお いて、EPSCの 波形 に減衰時 間が

多少 の差は あるが 、大 き くなる変化が見 られ た.こ の減衰時 間の増加 には次 の可能

性 が考 え られ る.1つ はNMDA-R成 分の増加 に よるもの.2つ めは、AIK-Rの チ

ャネル開閉のカイネテ ィクスの変化 によるもの、シ リーズ抵抗 の増加 による もので

ある.以 下にその可能性 について検討 した.

IIINMI)A-R成 分 の よ り大 き い 増 強

長期増 強 を誘 導す るこ とに成功 したが、 これ らの変化 が何 の変化 に起 因す

るものか を さらに検討 した.増 強 できた11例 中8例 にお いて明 らか な波形 の変化

が確認で き、 これ が、NMDA-R成 分の特異的増強 である可能性 があ る.そ こで、

柵 と ㎜A-Rを 介す る電 流畑 前後で変化 してい るか を検討 した.条 件 刺

激前 に一70mVと+70mVに おいて記録 を とり、増 強誘 導後 に も う一度各電位 におい

て記録 した(Fig.7).aは 一70mvに お けるEPSCで 正規化 す る と僅 か にで はあるが増

強後の波形 に減衰時間が大 き くなる とい う変 化が確 認 できた.さ らに+70mVで の

波形 を比較す る と、増強後 の波 形の減衰 時間が明 らかに大 き くな ってい た(b) .こ

れ は、NMDA-Rを 介 す る電流が大 き くなってい るこ とを示唆す るものであ る.さ

らにA/K-Rを 介す る電流は ほぼ線形 な電圧 電流関係 を持つ ので、+70mVの 波形か

ら一70mVの 波形 を減算す るこ とによ りNMDA-Rを 介す る電流 が推定 でき る.こ の

推定 したNMDA-R電 流 をcに 示す.NMDA-R電 流 も大 き くな ってい る ことが示 さ

れた.し か しなが ら、正規化 した波形 に増強前後 に変化 はなか った.こ の ことはチ

ャネル 自体 の特性 が変わ っていない こ とを示 唆す るもの であ る.-70mVで 観 測 され

るEPSCの ピー クでの電流 はNMDA-Rの 時間的開閉特性 か ら、 ほ とん どAIK-Rを

介す るもので ある.ピ ー クでの振幅 は、170.SpAが22分 後 には217 .4pAと 増加 し、

約24%の 上昇率で あった.こ れ に対 し推 定NMDA-R電 流 は97 .94pAが132.7pAへ

と増加 し35%の 増強 であった.A/K-R、NMDA-Rを 介す るシナ プス後電流 は と
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Fig.S

Fig.5コ ン トロール の1例

テ ス ト刺激 のみ を行 った

a.テ ス ト刺 激 開始 後5分 、10分 、30分 の トレース の重 ね書 き

トレース は各 時刻 の1分 間 の平均

b.EPSCの ピー ク振 幅 で正規 化 した トレー ス の重ね 書 き

c.EPSCの ピー ク振 幅 の変移
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Fig.6

Fig.6slowLrPとfastLTPの ま と め

a.slowLTP(n=7)

b.fastLTP(n=4)

各 細 胞 の記 録 の1分 間 の 平 均 を細 胞 間 で 平 均 した
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Fig.7

a

b

C

Fig.7長 期増 強 の前 後 のA/K-RとNMDA.R成 分 の比 較

条 件 刺激 を行 う前 と22分 後 の波形 の比較 ・正規 化 波 形(left)、 通 常 の重

ね書 き(right)

a.膜 電位 一70mVで のEPSC

b.膜 電位+70mVで のEPSC

C.bとcを 加 算 した もの
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Fig.8長 期 増 強 あ前 後u-*Sの 比 較10-90%RiseTime(ms)

a1.増 強 前 後 の トレー ス の 重 ね 書 き

a2.増 強 前 後 の 正 規 化 した ,トレー ス の 重 ね 書 き

b.増 強 前 のMnis(36秒 間)の 振 幅 とrisetimeとdecaytimeの 関 係

C.増 強 後 のMllllSの 関 係
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もに大 き くな ってい るが、NMDA-Rを 介す るシナプス後電 流がAIK -Rを 介す るシ

ナプス後電流 よ りもよ り増強 を受 けてい るこ とが 明 らか とな った .こ の結果 は、伝

達物質放 出確率 が大 き くな った ことだけでは説 明がつかず 、少 な くともシナプス後

細胞 で機能的 なNMDA-Rの 数が増 えてい るこ とを示唆す る結果 で ある.こ の解 析

は2例 中2例 に同様 の結果 を得た.

IV増 強 され ないMiniの 振 幅

さ らにMniを 用 い て解 析 を試 み た.増 強 した シナ プ ス のMiniだ け を測 定

す る こ とは不 可 能 で あ る.我 々 の用 い た ス ライ ス 標 本 で は
、picrotoxinを 存 在 させ

て い るた め、burstが0.1Hz程 度 で混 入 して くる .こ れ を避 け るた め に 、 テ ス ト刺

激 後1秒 間 に含 ま れ るMiniの み を選 び 、3分 間 測 定 した .海 馬 ス ライ ス の実 験 系 で

は 、テ ス ト刺 激 の み でM1niの 頻 度 が2倍 程 度 増加 す る こ とが知 られ てい る(Manabe
,

etal1992).我 々 の 系 にお い て も、テ ス ト刺 激 後 はMniの 出 現 頻 度 が増 加 して い る

こ とを確 認 して い る(結 果 省 略) .増 強 が 誘 導 で きた もの に対 してMiniを 測 定 した

(Fig.8).EPSCの 増 強 前 の 振 幅 は 一22.9±13.OpA(12traces)で あ っ た の に 対 し、-

70.3±26.8pA(12traces)へ と200%の 上昇 を観 測 で きた .こ の とき の 、Miniの 平均 振

幅 は 、 条件 刺 激 前 が 一12.708±6.413pA(n=96)、 刺 激 後 が 一13.053±5.018pA(n=118)で あ

っ た.約103%の 変 化 で あ り、振 幅 に は明 らか な変 化 は な か っ た.し か し、Mini波

形 に はEPSCで 見 られ た の と同様 に、 減衰 時 間 の増 加 が観 測 され た.EPSCの 減

衰 時 間 が11.2±2.06ms(12traces)が 増 強 後 に13 .3±0,561(12traces)と な り、約20%の

増加 で あ った.Miniの 減 衰 時 間 は 、 条件 刺 激 前 が9 .536±0.472ms(n=96)、 刺 激 後 が

11.847±0.528ms(n=118)で あ り、 お よそ24%の 増 加 で あ っ た .計 測 した残 り2例 に

関 して も同様 で あ っ た.こ の こ とは 、この増 強 は、Miniの 振 幅 増 加 を 主要 因 と しな

い 増 強 で あ る こ とが 明 らか に な っ た .

VIMHV領 域 にお けるサイ レン トシナプ スの存 在

最近の報告で、海馬CAIの 錐体細胞に対する入力シナプスでの長期増強で
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Fig.9

a

b

Fig.9サ イ レン トシナプスの存在

刺激 の電流強度 を徐々に強 くして3μAで 惹起 したシナプス後応答

a.膜 電位+70mVの シナプス後応答(ト レースは1分 間の平均)

b.膜 電位一70mVの シナプス後応答
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は、サイ レン トシナプスにおいてA!K-Rが 組み込 まれ る、 も しくは活性化 され る

こ とに よ り発現 している ことが示 され た(Issac,etal.1995;Liao,etal.1995).我 々 の

観測 してい る長期 増強 の発 現 メカ ニズムに もサイ レン トシナ プス が関 与 して い る

可能性が ある.そ こでサイ レン トシナプス の有無 を調べ た .CsMS5電 極 内液 を用

い 、+60mVに 電位 固定 した.刺 激電流量 を徐 々 に増加 させ てシナ プス後応 答 を測

定 した.通 常 、-60mVに てシナプス後応答 を記録す るためには通 常5か ら10ｵAの

電 流を必要 とす るが、2か ら3ｵAの 電流で なだ らか な立 ち上が りのシナプス後応 答

を記録す るこ とに成勇 した(Fig.9).こ のシナプ ス後応 答 は過分極 に電位 固定 した際

には見 られなか りた 遅 い立 ち上カミりと大 きな減衰時間 よ り ㎜A -Rを 介 した も

の と考え られ る.+60mVに 長時 間電位 固定 し記録 をす る ことは困難 なた め
、阻 害

剤 による確認 は行 っていない.ま た、このサ イ レン トシナプス は比較 的簡単 に探す

こ とが可能 であった.
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第4節 考察

ヒヨコIMHV領 域 にお ける主な興 奮性 シナ プス伝達 はグル タ ミン酸作動性

シナプスでAZK-R、NMDA-Rを 持つデ ュアル コンポーネ ン トシナプス であ るこ と

を確認 した.こ のシナ プスにおけ る長期増強 を5Hz/300発 とシナ プス後細胞 の脱 分

極 刺激 に よ り誘 導す るこ とが出来た.増 強の変化 の仕 方 は2種 類 に分類 したが、分

類 に関わ らず 多 くの増 強例 において、EPSCの 減衰 時間の増加 が観 察 で きた .ま た、

増強 の前後で 柵 を介す る飜 と ㎜A-Rを 介す る電流 を比較 した ところ、

NMDA-Rを 介 す るシナ プス後電 流の方 が よ り増強 され てい るこ とがわか った.さ

らにMiniの 解析 に よ り、A/K-R電 流を介す る電流 が大 き くなっていない ことが明

らか とな った.

IfastLTPとslowLTPに 関 し て

5Hz1300発 の刺激 によ り長期増 強を誘 導で き、増 強の仕 方 は2種 類 に分類

で きた.し か しなが ら現段 階 においてその差 を生む メカ ニズムに関 して は不 明で あ

る.発 生期 に見 られ る長期 増強 として報告が あるのは、視蓋か ら外側膝 状体へ の入

力シナプス(Mooney,etal.1993)、 視床 か ら大脳皮質体性感 覚野へ の入力 シナ プス

(CrairandMalenka1995)で ある.こ れ らの長期増強 にお け る増 強の時 間経 過 は、ゆ

っ く りと した ものであ り、我 々が今 回観測 したslowLTPと 同様 で あ る.し か も と

もにNMDA-R依 存的 な発現機構 であるこ とも一致 してい る.海 馬 のLTPの 発 現 に

はキナーゼ による ノVK-R等 の リン酸化 が第 一ステ ップ である と有 望視 され てい る

が、この ゆっ くりとした時間経過 は、単純 なチ ャネル等 の リン酸化 に よる ものに し

て は時間がかか りす ぎてい る と考 え られ る.新 しくシナ プス を形成 す る、シナ プス

部位 の数 が増加す る、また は現存 のシナプスの密度が変 わる とい った形態 的変化 を

伴 うために時間 を要 してい る可能性 がある.こ れ に関 しては、今後 検討 を要す る点

で ある.ま たfastLTPは 海 馬で見 られ る長期増強 と同 じよ うな時間経過 で ある.

IMHVで 両方 の タイプの長 期増強が見 られ る原 因は不明で あるが、1つ に どの種類
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の細胞間 のシナ プスを見てい るかが同定 で きていないた めで ある と思われ る.我 々

の用 いた刺激 方法 ではIMHV領 域 内 を刺激 してい るた め領域外 か らなのか
、領 域

内の細胞 間の シナプ スなのかは正確 には区別 できない.ス ライスの切断方 向か ら考

える と領域外 か らの投射 は切断 されてい る ことが考 え られ るが、正確 な3次 元 的投

射地図 が明 らか にな ってい ない現状では、断言 できない.slowとfastLTPの 発 現

の差は見てい る細胞種 問の違 い によるものか も知れ ない .現 在 、DiIを 用い て逆行

性 に標識す る ことに よ り、入 力繊維 の3次 元マ ップ の作成 を試 みてい る.

II発 現 部位 につい て

増強 の前後 の波形 よ り、NMDA-Rを 介す るシナプス後電流 がAIK-Rを 介 す

るシナプス後電流 よ り大 き くなってい る結果 を得 た.こ の現象 は単純 に伝達物質放

出確 率の上昇だ けで は説明で きない.通 常A/K-RとNMDA-Rの グル タ ミン酸 に対

す る親和性 はNMDA-Rの 方 が100倍 程度 高い.ま た シナプス間隙 内の グル タ ミン

酸濃度 は数mM程 度 で あるこ とが推 測 され ている.各 受容体Kd値 か ら考 えて、同

じシナプス部位 内に伝達物質が放 出 され る範囲内 におい ては、NMDA-Rの 応答 が、

〃K-Rの 応 答 を上回 る ことはあ り得 ない.ま た、NMDA-R電 流 の振幅 が増強 され

ているに も関わ らず 、波形 に変化 がない ことは、チャネル 自体 の開 閉のカイネテ ィ

クスが変化 しい ていない ことを示唆す るこ と実であ る.た だ し、チ ャネル コンダク

タンスの増加 に伴 い開閉 のカイネテ ィクス が変化 しない こ とは あ り得 ない こ とを

仮定 してい る・以上 の よ り考察か ら、NMDA-Rの 数が増加 した と考 えるのが適 当

で ある.こ の数 の増加 は1り の シナ プス部位 にお け る増加 、 も しくは、㎜A-R

を持つシナプス部位 の増加 で もよい.

A/K-R成 分 は、Miniの 振幅が大 き くなっていない こ とよ り、残 され る可能

性 は、伝達物質放 出確率 の上昇かシナプス部位 の増加 のいずれ か、も しくは両方 で

あ る.し か しなが らMiniの 出現頻度の顕著 な増加 は観測 され なか った こ とか ら、

シナ プス部位 の増加 の可能性 が高い.ま た、サイ レン トシナプ スの存在 を確認 して

お り、海馬 にお けるサイ レン トシナプスの活性化 と同様 の こ とが起 きて いる とす れ
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ば、サイ レン トシナプス に機 能的なAZK-Rの 組 み込 みに よって 、シナプス部位 の

増加 が起 きるこ とにな る.サ イ レン トシナプス に条件刺 激 を行 い、非サイ レン トシ

ナプスに換 える こ とが出来 るかを検討 中であ る.'

-70mVに おいて観 測 され るEPSCの 減衰時間 の増加 は
、何 に起 因す るの で

あ るか.可 能性 と しては、シ リーズ抵抗 の上昇 、NMDA-Rの 寄与増 大、チ ャネ ル

のカイネテ ィクス の変化 と電位 固定 の問題 で ある.上 記 した通 り、脱 分極 時 の波形

が大 きく変化 してい るこ とよ り、NMDA-Rが 増加 してい る ことは確 実 であ るが
、

この ことが過分極 時に見 られ る減衰 時間の増加 を引 き起 こす であ ろ うか .Fig.2に

示 した通 り過分極 では全 く電流 を流 さない訳 では ない.こ の成 分 が増 加 した際 に

EPSCの 減衰 時間 に影 響 を及 ばす こ とは十分 に考 え られ る.ま た シ リー ズ抵抗 の上

昇 も関与 してい る と考 えれ る。シ リーズ抵抗 は一貫 して上昇 の傾 向 を持 ってい る.

しか しなが らFig.3の 場合 、条件 刺激 前 は推 定 シ リー ズ抵抗 は36MΩ か ら刺激 後は

39MΩ に増加 してい る(8%) .Majorら は、モデルセル を使 って、 シ リーズ抵抗 の減

衰時 間に及 ぼす影響 を見積 もってい る(Major1993) .こ の場合 、 シ リー ズ抵抗 と

減衰 の時定数 は線 形 の関係 になる こ とを示 してい る.従 って この場 合 、時 定数 は

108%の 増加 が予想 され る.し か しなが ら実 際の減衰 時間は9 .94msか ら12.1msへ

と増加 した(22%)(時 定数 は6 .39msか ら8.19msで28%).こ の増加 は、シ リーズ抵 抗

だけの変化 では説 明で きない.チ ャネル カイ ネテ ィクスが変化 した場 合 に この変化

が説 明でき るかについでであ るが、A血bros-Ingersonら は 〃K-Rを5状 態 と仮 定 し

てシュ ミレー シ ョンを行 い、開 閉速度 の増加 、伝 達物質濃度 の増加 、脱感 作 と再感

作 のrateの 減少が起 きた際 に どの様 な波形 の変化 ど して現 れ るかを計算 してい る

(Ambros-lngersonandLynch1993).そ の結果 、振幅 が大 き くな り、減衰時 間の増加

として現れ るの は、開閉速度 の増加 と脱感作 と再感作 の速度 の減少 が同時 に起 こっ

た時に起 こ りうるこ とを示 してい る.故 に、我々の結果 は0-Rの カイネ テ ィク

スが変化 したためであ るとも説 明可能であ る.し か しなが ら、彼 らの計算で は必ず

振幅が大 き くなるので、Miniの振 幅が変化 していない我 々の結果 と矛 盾 を起 こす .

よって、チ ャネルカイネテ ィクス の変化 を主 たる要因 とは判断 で きない.つ ぎに電
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位 固定の問題 があ る.IIの 神経細胞 は非 常に発達 した樹状 突起 を持 つマル チ ポ

ー ラーである.シ ナプ ス部位 が細胞 体 よ り遠 い ところある と完 全 に電位 固定が出来

ていない 可能性 が ある.実 際、主要 な陽イオ ンがK+の 細胞 内液 を用 いた場合 には 、

強 いシナ プス入 力 に対 してはナ トリウムスパ イクが観察 され るこ ともあった.こ れ

は、電位 固定が十分 に出来ていない ことを示 唆す るもので ある.本 研 究で用いた電

極 内液はCs+が 主要イオ ンであ り、電位 固定 の問題 は大 き く改善 され てい るはず で

あ る(Cs+を 用い ての細胞 の膜 抵抗は500か ら1000MΩ であ った)(Spruston
,etal.

1994).し か しなが ら、樹 状突起のケーブル 特性 と固定電流 のシ リー ズ抵抗 に よる

電位 降下 による膜 電位 上昇 、それ に伴 うNMDA-Rの 活性 化 が起 こ り、EPSCの 波

形 の変化 を引き起 こ してい る可能性 が ある.し か しなが ら、10pA程 度のMiniの 波

形 にも減衰 時間の差 が現れ るので、電位 固定の問題 だ けでは説 明で きない .し か し、

これ はFig.8のEPSCとMiniの 減衰 時間の差 を生む原因 にな りうる.以 上、明 白

に要 因を限定す る ことは困難 で あるが、NMDA-Rの 寄与が、大 きな要 因であ る と

考 え られ る.

以上 、長期増 強の発 現機構 の解析結 果 をま とめる と、 「AIK-Rを 含 むシナ

プス部位 が増 え、伝 達物質放 出によって活性 され るItの 数 がふ える」 であ

る.以 上を もとにモデル をFig .10に しめす.
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Fig.10

before

after

after&after

Fig.10長 期増強のモデル

増強後にサイ レン トシナプスが非サイ レン トシナプスにな る事 と
、シナプスの形態変化 によ

ってNMDA-Rを 介す るシナプス電流が増 える
、 さらにこの

NMDA-Rの 存在部位 がシナプス となる.
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第五章 総括

デ ュアル コンポーネ ン トシナプスの シナ プス形成 と可塑性 につい て研究 を

行 い、要約す る と以 下の結果 が得 られ た.

ニ ワ トリ胚終脳 解離培養系 を もちいての研 究

1.機 能的なシナプス形 成 は、 シナプス後細胞 のEEDaysに 依存す る.

2.EEDaysllの 神経 細胞 は、機能的 な 〃K-Rを 発 現 してい るに も関わ らず
、サ

イ レン トシナ プスを形成 しうる.

3.EEDaysl5か ら17に か けてのAIK-Rを 介す るシナプス電流 の増加 は
、2種 類

の シナプス伝 達(活 動電位 を伴 うシナプ ス伝達 と自発的 なシナ プス小胞 の放 出

による伝 達)に 依 存 した異 なる成 熟過程 に よる

ヒヨコIMHV領 域 を含 むス ライス標 本 を用いて の研 究

4.5Hz!300発 とシナ プス後細胞 の脱分極 を組 み合 わせた刺激 に よ り長期増 強を誘

導で きる.

5.長 期増 強において はNMDA-RとAIK-Rを 介す るシナプス後電流 の両方 が増強

され たが、前者 の方 が増強度 は大 きい.

6.サ イ レン トシナ プスが存在 す る.

長畑 にお いて、㎜A-Rの 増加 力轍 髞 か ら示唆 され たが、これ は

NMDA-Rの シナプス部位 にお ける増加 、も しくは、サイ レン トシナ プスの形成 を

示唆 してい る.一 方 、シナプス形成 の解析 において、サイ レン トシナ プス の形成が 、

シナプス後細胞 の成熟 に依存 してい る結果 を得た.こ の2つ の現象 には関連が考 え

られ る.こ のサイ レン トシナ プスが培養 系で解析 できる事 は、シナプ スの可塑 的な

現象の分子 レベル、細胞 レベル のメカニズム解明 に有用で あ り、今 後 の解析 が重 要

な知 見 を提供 す るもの と期待 され る.
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