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～試験想定問題集＋解説～ 

 

（質問１） 

シナプスの微細構造を理解するにあたり、光学顕微鏡と電子顕微鏡を用いた方法

のそれぞれの利点や欠点を挙げてください。 

 

モノの形を見るには、大きく分けて、光

を使う方法と電子を使う方法があります。ま

ずは、光学顕微鏡の限界に迫ってみま

す。 

比較的若めのラットは、図のような格好

をしています。脳を取り出してみます。形を

仔細に調べるには、数十～数百ミクロン程

度の厚さの薄切り切片を作製するのは、よ

くある手です。これのうちの一枚を取り出し

てみます。図のもの自体は、ホルマリンに

よって化学固定した標本ですが、脳出しからスライス作製までを手早く行うことで、生きたままの脳

組織標本を作製することもできます。脳の中の小脳という箇所に注目して、拡大します。この組織の

中のたったひとつだけの神経細胞に、赤い蛍光色素を入れてみました。拡大するとこのように見え

ます。これがプルキニエ細胞です。通常の落射蛍光顕微鏡では、このくらいの解像度が限界です。

そこで、二光子レーザー顕微鏡という最新の顕微鏡を使って、さらに細かく見てみることにします。

この顕微鏡では、細胞の形を三次元的に再構築することができるので、回転させてみることもでき

ます。この細胞の樹状突起の一部を拡大していきます。樹状突起の一部に、とげ状の突起が見え

てきました。これをスパインと呼びます。このスパインという構造で、シナプス結合をしていて、シナ

プス前細胞からの信号を受け取ることが知られています。 
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光学顕微鏡で見えるのは、ここまでです。しかし、最新の二光子レーザー顕微鏡によって、生き

たままの脳組織のシナプス部位までは、何とか見ることができるわけです。ここから先は、電子顕微

鏡を使うことになります。 

生命活動を瞬間的に停止し、電子を使った方法に切り替えれば、細胞の形態をさらに細かく見

ることができるようになります。こちらは、超高圧電子顕微鏡で見た樹状突起上のスパインの画像で

す。超高圧電子顕微鏡では、比較的厚い組織切片を観察することが可能です。しかし、細胞の中

の小器官も含めて、さらに高解像度で観察しようとすると、数十 nm の超薄切片を作製して、透過

型電子顕微鏡で観察することになります。これでようやくシナプスの形が見えてきました。信号を受

け取る部分のスパイン、神経信号が出力される箇所である軸索終末部と呼ばれる構造などが見ら

れます。軸索終末部にある小さな球状の構造がシナプス小胞であり、これに神経伝達物質が詰ま

っています。二つの細胞が接している箇所が、少し黒く見えていますが、このような構造のことを、

post synaptic density、略して PSD と呼びます。この PSDに神経伝達物質に結合する受容体がたく

さん発現していることが知られています。 
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これがシナプス構造の全貌です。まとめますと、生きた細胞を観察するには光を使って行い、さ

らなる微細構造の追究には電子を使った観察を行うわけです。光学顕微鏡では数百ミクロンの切

片を使い、落射蛍光装置や二光子イメー

ジング法によって、細胞を観察します。電

子顕微鏡には、厚い切片を扱える超高

圧電顕などもありますが、通常は、数十

ナノメートルの超薄切片を作製します。ま

た、電顕観察の利点は、細胞の表面だけ

でなく、細胞内小器官まで見ることができ

る点です。 
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（質問２） 

脳神経回路の全配線図を明らかにしようとする試みのことをコネクトミクスと呼びま

す。コネクトミクス的アプローチとして考案されている方法をいくつか挙げ、それぞ

れの利点と欠点を挙げてください。また、線虫では、神経系の細胞302個全てが同

定されていて、その間の接続も明らかになっています。一方、ヒトの脳には1000億

個の神経細胞と 1 兆もの接続があると言われています。ヒトやマウスなどにおける

コネクトミクスを実現するには、今後、どのような技術革新が必要になるか、自由に

論じてください。 

 

個々のシナプスが同定できる解像度で、脳回路全体を展望することは可能でしょうか。 

上に示したような電子顕微鏡像は、１枚の超薄切片の画像です。ブロック状に固めた脳組織から

ダイヤモンドナイフを使って、次々と 70 nm程の超薄切片を作製していって、それを透過型電子顕

微鏡で観察すると、脳組織の三次元像を得ることができます。 

こういった画像の積み重ねで問題になるのは、位置合わせです。従来は手作業で１００枚近くの

画像の位置合わせを行うだけで、丸一日以上かかっていたのですが、画像情報から特徴抽出する

などの情報処理を行うことで、半自動化が達成でき、１０分程度での位置合わせができるようになり

ました。 

しかし位置合わせの問題は、画像処理

で何とかならなくもないのですが、とにかく、

このような連続超薄切片を作製して、透過

型電子顕微鏡でひとつひとつ写真を撮っ

ていくのは手間がかかり、また、熟練した手

技を必要としています。ところが、最近、

FIB-SEM という新しい手法が開発されまし

た。FIB というのは、focused ion beamの略

であり、これによって、脳組織ブロックを数 

nm 単位で切削することができます。また、

従来は、電子線を超薄切片に通過させて観察する方法、つまり、透過型電子顕微鏡、 trans 

electron microscope、略して TEMを使って観察していました。しかし、切削したブロックの表面に電

子線をあてて、跳ねかえってきた電子を観察するなどの方法を使う、走査型電子顕微鏡、serial 

electron microscope、略して SEMを使う観察でも、かなり、微細な構造を観察できることが分かって

きました。つまり、FIB レーザーを使って試料を数ナノメートル単位で切削し、残った試料ブロックの

方を走査型電子顕微鏡で観察するという手法を用いれば、より広域の画像が自動的に取得できる

可能性があります。この FIB-SEM の生物試料への適用は始まったばかりであり、また、１台２億円

ほどする機材になります。 
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また、レーザーではなくて、ダイヤモンドナイフを使って、組織の表面を薄く削って、やはり、SEM

観察をするという手法もあります。これはいわば鉋を使って木材を削って、その表面の写真をどん

どん撮っていくようなものです。いずれにせよ、ブロック状に固めた組織の切片ではなく、ブロックの

表面を観察するという意味で、こういった手法のことを serial block-face SEM というようにも呼びます。

これも１台２億円くらいするので、まだ、世界にも数少ない機械ですが、愛知県岡崎市の生理学研

究所に、２年ほど前に２台導入されており、共同利用できる体制になっています。 

通常、透過型電子顕微鏡に比べて、走査型電子顕微鏡は、解像度が落ちます。この機器を使う

際に心配だったのは、走査型電子顕微鏡で果たして、目的とする構造が見られるかどうかという点

でした。しかし、シナプス構造がはっきり見え、シナプス小胞の数まで数えられるほどの解像度が得

られることが判明しました。 

このように serial block-face SEMを使え

ば、数ミクロン立方の空間なら、そこに存

在する全ての構造を完全に把握できる時

代がやってきたのです。これは 6ミクロン x 

6 ミクロンを 30 nm毎に 300 枚ほど切削し

て再構築した像です。しかしこの辺りが現

在の限界です。脳全体の回路を再構築す

るほどのレベルには、現在の技術では達

していません。 

脳回路を理解するのは、仕様書のない

電子回路基盤を読み解くのに似ています。例えば、ジャンクヤードから何だかわからない基盤を拾

ってきた場合、これが何のボードなのか、どういった働きがあるのか、皆目見当がつきません。脳回

路も同じで、設計書が添付されていないので、何が何だかわかりません。こういった場合にできるア

プローチとしては、まずは、とりあえず全配

線図を書き出すということから始めるという

ことが考えられます。回路の全配線図を明

らかにしようというのがコネクトミクスと呼ば

れるアプローチです。 

ヒトの脳には１０００億個ほどの神経細胞

があり、それらの間には１兆ほどの接続が

存在すると考えられています。コネクトミクス

とは、全ての神経細胞の間の接続状態を

表した地図、すなわち神経回路の全地図

を明らかにしようという試みのことです。ヒト

ゲノムの解読は２００３年に終了しましたが、ヒトゲノムは３０億ほどの塩基対で構成されており、ヒト・

コネクトミスを追求するのは、それよりはるかに難しい試みであると言えます。 
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例えば、核磁気共鳴画像法MRIを用い

れば、脳内の神経結合の大ざっぱな地図

を調べることができます。拡散スペクトラム

画像法という方法では、MRI で取得される

信号の中から、水分子の拡散方向を抽出

することができます。水分子は、神経細胞

の出力線維である軸索に沿って拡散する

ことが多いので、この信号を利用すれば、

脳内神経線維の走行を可視化することが

できます。また、同じくMRIを使って、脳内

の局所血流量動態を測定することができ、この手法のことを fMRI と呼びますが、脳血流量は神経

活動の指標として使うことができます。fMRIによって測定された神経活動で、相関の高い領域を抽

出し、先ほどの拡散スペクトラム画像法と組み合わせることで、どの領域とどの領域の神経結合が

強いのかを、地図として表現することが可能です。 

ただこの手法では、脳領野間の結合を調べる程度で、どの細胞とどの細胞がつながっているか、

単一細胞レベルで明らかにすることができません。神経細胞をひとつひとつ同定して、どこでどの

ようなシナプスが形成されているのかを明らかにするには、どうしても電子顕微鏡の解像度が必要

です。 

現在、神経系の全てのコネクションが明

らかになっているのは、c. elegans、いわゆ

る線虫だけです。C. elegans とは、体長 1 

mm 程度の生き物で、神経系を構成する

細胞302個全てが同定されています。頭の

先が尻尾の先まで、50 nm 間隔で超薄切

片を作製して、計 8000枚の電子顕微鏡画

像を 10 年かけて撮影し、解析した論文が

1986 年に発表されました。この論文だけで

340ページもあるので、この雑誌の１号がま

るまる使われています。302 個全ての細胞

間のコネクションを調べ上げて、マップが作製されています。 

マウスの脳、あるいは、ヒトの脳でこれをやろうとすると、気の遠くなるような作業量と情報量になり

ますが、技術革新によって、そのうちにできるようになると考えています。 
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（質問３） 

シナプスにおいては、Ca2+イオンが引き金となって伝達物質放出が起こると考えら

れています。この Ca2+仮説を支持する実験の例をいくつか挙げてください。 

 

こちらは、脳から薄い切片を作製し、電

子顕微鏡で観察したシナプスです。信号

の送り手である軸索終末部、信号の受け

手であるシナプス後部があります。軸索終

末部には、神経伝達物質の詰まったシナ

プス小胞があります。神経細胞が興奮する

と、細胞は脱分極します。脱分極すると軸

索終末部の Ca2+チャンネルが開き、細胞

外から細胞内へと Ca2+が流入します。これ

が引き金となって、シナプス小胞が開口放

出されます。シナプス小胞の中に入ってい

た神経伝達物質は、シナプス前細胞とシ

ナプス後細胞の間の間隙、シナプス間隙

を拡散し、受容体を活性化させることで、

信号が伝わります。これが基本過程です。 

神経伝達物質の放出が Ca2に依存する

という仮説を検証するのに、主に使われた

３つの実験を紹介します。まずは、シナプ

ス前細胞 Ca2+と神経伝達物質放出量の間

で相関を示した実験。続いて、シナプス前

細胞への Ca2+流入路である Ca2+チャネルを薬理学的に阻害すると、神経伝達物質放出が抑えら

れたという実験。最後に、シナプス前細胞内の Ca2+を、Ca2+チャネルを介さずに人工的に上昇させ

たときでも、伝達物質放出が起こることを

示した実験です。 

こちらは、網膜の双極細胞 BC と神経節

細胞 GLCの間のシナプスを解析した論文

です。双極細胞を脱分極すると、双極細

胞に流入する Ca2+が電流として計測され

ます。それにともなって、双極細胞のシナ

プス後細胞にあたる神経節細胞に、興奮

性の内向き電流が生じます。これが、双極

細胞から放出されたグルタミン酸に対する
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神経節細胞の反応です。 

双極細胞への脱分極の度合いを変えると、双極細胞の Ca2+チャネルの活性化の度合いが変化

するので、Ca2+電流の振幅が変化します。それにともなって、神経節細胞の応答も変化することが

明らかになりました。つまり、シナプス前細胞への Ca2+流入量が多いほど、シナプス後細胞の反応

が大きいわけです。Ca2+流入量と伝達物質放出量の間の相関を示したこの実験は、Ca2+仮説を支

持するひとつの実験となります。 

また、こちらでも、シナプス前細胞への

Ca2+流入にともない、シナプス後細胞から

シナプス応答が記録されているのが分か

ります。ここで、Ca2+チャネルの阻害剤で

ある、Co2+を投与しました。すると、シナプ

ス前細胞への Ca2+流入が阻害され、それ

に伴い、シナプス応答も完全になくなりま

した。Co2+を洗い流せば、応答は復活し

てきます。このような Ca2+チャネルを阻害

する実験でも、Ca2+仮説を支持することが

できました。 

最後に決定的な実験です。こちらでは、

caged Ca2+という薬物を使いました。Ca2+イ

オンを閉じ込めてある分子のことを caged 

Ca2+と言います。この分子に強力なUV光

を照射すると、分子の一部が壊れて、Ca2+

が遊離されます。瞬間的に、高濃度の

Ca2+イオンを出現させるのに使います。こ

の caged Ca2+をシナプス前細胞内に詰め

込みました。そこで、UV 照射をすると、細

胞内の Ca2+濃度が瞬間的に上昇すること

が、Ca2+イメージング法により確認されました。シナプス前細胞では、Ca2+濃度が変化しただけなの

で、電流は流れません。一方、シナプス後細胞からは、放出された伝達物質に反応したシナプス

応答を記録することができました。シナプス放出には、Ca2+イオンそのものが引き金となっていること

を示す、決定的な実験になります。 
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（質問４） 

シナプスにおける伝達物質放出は、何千分子かのまとまった単位で生じると考えら

れています。これを素量仮説と呼び、シナプス小胞からの開口放出によって伝達

物質が細胞外空間にもたらされていると考えられています。このような、素量仮説・

小胞仮説・開口放出仮説を支持する実験の例を挙げてください。 

 

素量仮説とは、伝達物質の放出は、ある程度のまとまりをもって放出されるとする仮説です。これ

が小胞仮説につながります。つまり、直径 30 nm ほどのシナプス小胞の中に伝達物質が詰め込ま

れていて、これが放出されるので、放出量の単位は、シナプス小胞が１個とか２個とか数えられる単

位で起こると考える説です。それで、どのようにして、シナプス小胞に詰められた伝達物質が、細胞

外空間へと放出されるのかについては、開口放出仮説というのにつながります。 

素量仮説というのは、例えば、このような

実験を通して、考えられてきました。シナプ

ス後細胞からじっと記録していると、シナプ

ス前細胞は刺激されていないのに、時々、

散発的な応答が記録されます。この小さな

応答は、だいたい似たような振幅で、この

細胞の場合、およそ 10 pA 程度の振幅に

なります。こういった散発的なイベントの平

均を取ると、このような形になります。こうい

ったイベントのことを miniature EPSC、

excitatory postsynaptic current と呼んだりします。似たような応答が散発的に生じるので、何千個か

の伝達物質分子がまとまって放出されていることが想像されます。 

電子顕微鏡を使った研究でも、素量仮

説は支持されています。神経終末部位に

は、伝達物質の詰まった小胞が集積して

いるのが観察されるのですが、うまいタイミ

ングで固定された標本を観察すると、ちょ

うど開口放出の瞬間のオメガシェイプを観

察することができます。また、開口放出さ

れた膜が回収される、endocytosis の瞬間

も見ることができます。 

こちらは、凍結割断レプリカ法という方

法で、細胞を輪切りにするのではなく、細胞膜面を二次元的に観察したものです。この方法でも、

exocytosisや endocytosisの瞬間を捉えることが可能です。 

本当に、シナプス前細胞を刺激した瞬間に、シナプス小胞の開口放出が起きて、伝達物質の放
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出が生じているのか。これを検証する手段として、膜容量測定法というものが開発されました。 

細胞膜というのは、抵抗とキャパシタンス

の並列回路と見做すことができます。開口

放出が起きるとすると、細胞膜の面積が増

えるのですから、キャパシタンスが増えると

考えられます。この回路に、サイン波状の

電圧変化を与えやると、膜容量のチャージ

ングによって流れる電流と、細胞膜の抵抗

を通して流れる電流のふたつの成分が出

てきます。この二つの成分は、位相がちょ

うど90度ずれています。サイン波状の電圧

に対して、流れる電流成分の位相を分けて抽出すると、膜容量の大きさを実測することができま

す。 

そこで、まず、シナプス前細胞の膜電位をサイン波状に振って、流れる電流を計測し、そこから、

膜容量成分を抽出します。途中で、シナプス前細胞に大きな脱分極刺激を与えると、シナプス前

細胞への Ca2+流入が、電流として計測されます。シナプス後細胞からは、伝達物質放出によって

生じるシナプス応答が記録されます。その後、シナプス前細胞へのサイン波状の膜電位変化を続

けると、膜容量成分が増えたことが分かりました。 

このような実験により、シナプス前細胞から伝達物質放出が起こる際に、膜容量が増えることが

分かり、本当に、シナプス小胞の開口放出によって、伝達物質が放出されていると考えるのが妥当

だと考えられるようになりました。 

 

（質問５） 

シナプス小胞に伝達物質が充填された後、アクティブゾーンと呼ばれるシナプス前

構造にシナプス小胞が集積されて、Docking, Priming と呼ばれる過程を経て、開

口放出の準備ができると考えられています。この過程に関わる分子群のことを総

称してSNAREと呼びますが、このSNAREを構成する分子の名前を 3つ挙げてく

ださい。また、開口放出の準備ができた後、Ca2+イオンに結合して、放出へとつな

げるのに重要な役割を果たしていることが知られている分子の名前を挙げてくださ

い。さらに、強固に構成された SNARE complexを解散させるのに働く 2つの分子

の名前を挙げてください。シナプス小胞が放出されてリサイクルされるまでの 1 サ

イクルの間で、これらの分子がどのタイミングでどのように働くのかを解説してくだ

さい。 

 

シナプス前終末部の中では、まず、シナプス小胞に伝達物質が充填されて、これが active zone

と呼ばれるシナプス前部に dockingされ、すぐに放出ができるように、primingされると考えられてい
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ます。ここで、Ca2+イオンの流入があれば、すぐに、シナプス小胞は開口放出されます。その後、膜

が endocytosis という過程を経て回収され、これがリサイクルされて、再び、伝達物質が充填されるこ

とになります。これが、シナプス前終末部におけるシナプス小胞の一生です。シナプス小胞の開口

放出に関わる分子の一群を総称して、SNARE と呼ばれます。今のところ、こんな感じに、分子の連

携があると考えられています。 

シナプス小胞に突き刺さっている膜タンパク質を Synaptobrevin/VAMP と呼びます。これが、

vesicle側の SNAREということで、v-SNAREと呼ばれます。また、細胞膜側に突き刺さっている膜タ

ンパク質は、SNAP-25 と Syntaxinです。この二つのことを t-SNARE と呼びます。これら三つのタン

パク質は、非常に強固な結合をして、SNARE core complex という複合体を作ります。この三つが複

雑に絡み合って、coiled-coil 状態になることで、シナプス小胞を細胞膜に近づける作用が生まれる

わけですが、この過程のことを zipperingと呼びます。これでいつでも、放出ができる準備ができたと

いうわけです。ここに Ca2+イオンが作用すると、SNARE complex に何かが起こって、シナプス小胞

と細胞膜は融合します。ここで、何が起こるのかは、いったん飛ばします。 

開口放出が起きたあとも、SNARE complex は、強固に結びついているので、そのままでは解除

されません。そこで、SNAP と NSFという分子が結合し、ATPの加水分解作用を通して、ようやく、こ

の強固な complex が解除される、という過程を経て、最終的に、シナプス小胞が回収されて、

endocytosisが生じます。 
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それでは、肝心の、Ca2+イオンを感知して、細胞膜融合へと結びつけるタンパク質は何でしょうか。

もっとも有力な候補は、Synaptotagmin です。シナプス小胞膜に突き刺さったこの膜タンパク質には、

Ca2+結合モジュールである C2 ドメインが２つついていることが知られています。 

野生型の神経細胞と、Synaptotagminの

変異タンパク質で、機能しないタンパク質

を発現させた神経細胞を比較してみまし

た。野生型では、シナプス刺激でシナプス

応答が記録されるのですが、変異型では、

シナプス放出がほとんど起きないということ

が分かりました。ただ、面白いことに、全く

起きないわけではないのです。刺激から

少し遅れて出てくる成分が、野生型の神

経細胞でもあるのですが、この非同期的な

放出に関しては、Synaptotagmin の変異型は、影響を与えません。こういったゆっくりとした開口放

出を起こすのは、Synaptotagmin とは別のメカニズムが介在しているようです。 
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（質問６） 

中枢神経系において、興奮性伝達物質として働くことを知られているのは、グルタ

ミン酸です。グルタミン酸受容体のうち、イオンを透過するタイプの名称を 2 つ挙げ

てください。この 2つの受容体の間での性質の違いを挙げてください。 

 

中枢神経細胞では、興奮性の信号伝達に使われている主な神経伝達物質は、グルタミン酸で

す。グルタミン酸に対して、素早く反応する受容体は、大きく分けて、AMPA 受容体と NMDA 受容

体の二つになります。 

シナプス前細胞からのグルタミン酸放

出に対して、まず、最初に反応するのは、

AMPA 受容体です。グルタミン酸が

AMPA 受容体に結合すると、イオンチャ

ネルが開き、主に Na+イオンが細胞外か

ら細胞内へと流れ込みます。これによっ

て、シナプス後細胞の膜電位は脱分極し

ます。 

一方、NMDA 受容体のほうは、AMPA

受容体より、グルタミン酸に対する親和性

が高いくらいなので、グルタミン酸は、す

ぐに NMDA 受容体に結合します。

NMDA 受容体は、それで、イオンチャネ

ルを開こうとするのですが、NMDA 受容

体のチャネルの通り道は、特殊な構造を

していて、生来、細胞外にある Mg2+によ

って、チャネルの通り道がブロックされて

しまいます。したがって、NMDA 受容体

にグルタミン酸は結合するのですけど、

NMDA 受容体を通しては、電流は流れ

ません。 

ところが、シナプス後細胞の膜電位が脱分極していくと、この Mg2+ブロックが外れていきます。す

ると、イオンチャネルの通り道が解放されるので、AMPA 受容体と同じく、Na+イオンを通すようにな

ります。また、NMDA 受容体のイオンチャネルの通り道の構造上、Na+イオンに加えて、Ca2+イオン

も通すようになります。これが、NMDA受容体の重要な役割になります。 
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グルタミン酸受容体を介したシナプス応答を計測すると、このようになります。まず、-80 mV の過

分極状態で、シナプス後細胞の膜電位を固定し、シナプス前細胞を刺激して、シナプス後細胞の

細胞膜を横切る電流を計測します。すると、このような一過性の興奮性内向き電流が記録されます。

ここで、NMDA受容体の阻害剤、APVを投与しても、応答はほとんど変化しません。 

ところが、少し脱分極した状態、-40 mV に膜電位固定した状態だと、ゆっくりしたシナプス応答

成分がでてきます。このゆっくりした成分は、NMDA 受容体の阻害剤 APVによって、阻害されまし

た。この二つの波形の差分が、NMDA受容体を介した成分だということになります。-40 mVの膜電

位で、Mg2+ブロックが外れて、NMDA 受容体を介した電流が生じるようになったというわけです。0 

mVを越えて、+20 mVに、さらに脱分極させて、膜電位を固定した条件だと、シナプス電流は反転

します。主に細胞内から細胞外へと K+イオンが流れ出ているのを計測していることになります。プラ

スの電位に保持すると、なおさら、NMDA受容体を介した成分が顕著になります。 
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（質問７） 

海馬におけるシナプス長期増強のメカニズムを述べてください。どのタイプのグル

タミン酸受容体の活性化がシナプス可塑性につながるのか。シナプス後細胞にお

いて、Ca2+に結合して長期増強へと導くタンパク質の名前は何か。シナプス増強の

際には、グルタミン酸受容体のリン酸化や、新たなグルタミン酸受容体のシナプス

後膜への挿入が生じると考えられていますが、それぞれの過程に関わることが知

られている酵素の名前を答えてください。 

 

シナプス伝達の効率が変化する状況について解説します。シナプス伝達効率が変化することを

シナプス可塑性と呼び、変化が長く維持される状況を長期可塑性と呼びます。シナプス長期可塑

性は、学習や記憶といった脳機能の基盤となると考えられています。いろいろなメカニズムでシナ

プス長期可塑性が生じるのですが、一番、良く調べられているのは、NMDA 受容体を介した長期

可塑性です。NMDA 受容体を介した Ca2+流入が重要な役割を果たします。シナプス長期可塑性

のうち、長期的にシナプス伝達効率が上がる現象を、Long-term potentiation、略して LTP と呼びま

す。 

例えば、海馬のグルタミン酸作動性シナ

プスですが、このシナプスを特定の周波数

で、高頻度刺激すると、その後、シナプス

応答が増強されて、この増強された状態が

少なくとも３０分以上、維持されることが知ら

れています。このような増強作用は、APV

という NMDA 受容体の阻害剤を投与した

条件では生じません。したがって、NMDA

受容体の活性化が、この LTP 現象につな

がっていることが示唆されました。 

実際には、何が起こっているのでしょうか。先程、示したように、シナプス前細胞からグルタミン酸

が放出されると、シナプス後細胞の AMPA受容体が活性化します。これによって、細胞内に陽イオ

ンが流れ込み、シナプス後細胞は脱分極していきます。シナプス前細胞からの放出が高頻度に生

じると、シナプス後細胞は充分に脱分極していき、NMDA 受容体の Mg2+ブロックが外れていきま

す。すると、NMDA 受容体を介して、シナプス後細胞内に Ca2+イオンが流入します。この Ca2+イオ

ンが、calmodulin に結合します。Ca2+と結合した calmodulin は、CamKII という酵素に働いて、これ

が、AMPA 受容体をリン酸化すると考えられています。これによって、AMPA 受容体の特性が変化

して、同じ、グルタミン酸放出に対しても、より長く開くようになり、シナプス後細胞内への陽イオン流

入が増えると考えられます。 

また、細胞内に流入した Ca2+と結合した calmodulin は、PKC という酵素にも働いて、これが、シ
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ナプス後細胞内に控えていた AMPA 受容体を、細胞膜上まで誘導する働きがあると考えられます。

LTPの後期相では、このようにAMPA受容体が挿入され、シナプス後膜でのAMPA受容体の数が

増えるということで、シナプス伝達効率が上昇するのだと考えらえています。 

記憶や学習といった脳機能は、シナプスといったミクロの空間でのちょっとした変化が支えている

ということになります。 

 

 

 

（質問８） 

伝達物質受容体の応答特定を計測する手法として、outside-outパッチ膜実験とい

うものがあります。この手法について解説してください。 

 

神経細胞に発現している受容体の性能を調べるには、細胞膜を一部だけ切り剥がしてくる手法、

通称、outside-outパッチ膜実験を行います。 

どのようにやるかというと、細胞にガラス電極を近づけて行って、適切なタイミングで吸引を行い、

電極を後退させると、細胞膜の一部を切り取ってくることができます。切り剥がしてきた細胞膜は、

電極の先端についているのですが、この膜上に AMPA 受容体がたまたまついてきてくれていれば、

この膜に対して、グルタミン酸を投与することで、AMPA 受容体のグルタミン酸応答を測定すること
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ができます。グルタミン酸の投与には、シ

ータ管を使います。シータ管とは、ひとつ

のガラス管が二つの区画に分かれている

もので、片方にコントロール溶液、もう片方

にグルタミン酸を含んだ溶液を流します。

このシータ管の位置をピエゾ素子を使っ

て高速に動かすことで、グルタミン酸を瞬

時に投与することができます。AMPA受容

体は、グルタミン酸が投与されてからミリ秒

単位で応答し、脱感作もしてしまうので、ミ

リ秒以内に溶液交換ができるシステムでないと、この受容体の性質を完全に把握することができな

いわけです。この場合は、グルタミン酸は 10 ms 以上、定常的に高い状態なのですが、グルタミン

酸応答はすぐに小さくなってしまいます。このように応答がなくなってしまう現象を「脱感作」と呼び

ます。 

このような方法で、様々な濃度のグルタ

ミン酸を投与したり、グルタミン酸の投与時

間を変えたりして、この膜に発現している

AMPA 受容体の応答特性を詳しく調べて

いきます。続いて、AMPA 受容体の応答

特性モデルを作製します。いったい、いく

つのグルタミン酸分子が結合して、受容体

チャネルが開くのか、どの時点で、脱感作

という状態になって、チャネルは閉じてしま

うのか、等を詳細に検討すれば、実際の

データが再現できるような反応モデルを作製することができます。 
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（質問９） 

凍結割断レプリカ標識法を説明してください。この手法でどういったことが分かるか

も挙げてください。 

 

細胞は細胞膜で覆われており、細胞膜

は脂質、つまり脂でできた二重の層でで

きています。脂質二重層を貫通するような

膜タンパク質が受容体の正体です。急速

に凍結した脳組織標本を割断すると、脂

質二重層のちょうど真ん中で割れることが

多いです。この箇所が物理的に最も弱い

箇所であるからだと言われています。脂

質二重層に埋まっていた膜タンパク質は、

脂質二重層が割れる際に、細胞外に面し

た膜と一緒に連れて行かれる場合と、細

胞内に面した膜と一緒に連れて行かれる

場合とがあります。どちらに連れて行かれ

るのかは、膜タンパク質の種類によって異

なると考えられています。プラチナとカー

ボンを脂質二重層の内側に向けて薄く吹

きかけることで、膜のレプリカを作製します。

細胞膜以外を構成する余分な組織は、

SDS という界面活性剤によって洗い流し

ます。続いて、それぞれの膜タンパク質に

対して特異的に結合する一次抗体をかけ、

さらに金粒子を付着させた二次抗体をか

けます。金粒子の場所は電子顕微鏡で見

分けることができるので、標的とする膜タ

ンパク質の位置や分布を明らかにすること

ができます。 

シナプスにおける凍結割断レプリカ標

本は、このように見えます。ピンクがシナプ

ス前構造、水色がシナプス後部構造です。

この標本では AMPA 酸受容体に対する

抗体を用いて、金粒子標識してあるので、
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AMPA 受容体の位置は黒い小さな点点として観察することができます。このようにして、どのような

性能の受容体がどのように細胞膜上で二次元的に配置されているのかが分かります。 

 

 

（質問１０） 

シナプス間隙や細胞外空間において、伝達物質グルタミン酸がどのくらいの濃度

になって、どのくらいの速さで薄まって消えていくのかを推定するのは困難です。こ

れは、シナプス小胞内に詰まっているグルタミン酸分子の数（N）が分からないこと

と、細胞間隙におけるグルタミン酸分子の拡散係数（D）が不明だからです。水にお

ける拡散とは異なり、細胞間隙では拡散が遅くなっていると予想されるのですが、

どの程度、遅くなっているのかが分かりません。上記２つのパラメーターを求める

ために、どういった実験が考えられるのか。授業で紹介した内容を詳述してくださ

い。 

 

シナプスの信号伝達性能を調べるには、どのような性能の受容体が、どのように配置されている

のかを調べる必要があります。これには、outside-out パッチ膜実験や、凍結割断レプリカ標識法な

どが活用できます。加えて、シナプス間隙を含む細胞外の空間を、グルタミン酸がどのように拡散

するのかを知る必要があります。しかし、これを求めることは非常に困難であることが知られていま
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す。 

なぜ、細胞間隙におけるグルタミン酸の拡散

が分からないのか。それは、まず、シナプス小胞

にどれだけのグルタミン酸分子が詰まっている

のかが分らないのと、細胞間隙でのグルタミン酸

分子の拡散係数が分からないからです。いろい

ろな間接的な証拠から、細胞外の空間は、ただ

の水とは異なることが分かっています。ただの水

だったら、グルタミン酸分子がどのくらいのスピ

ードで拡散するのかは実測できます。ただの水

ではなく、なぜか、拡散が遅くなる作用がある空

間なのです。どのくらい遅いのかが実測できな

い。この二つのパラメーターをどうにかして求め

ることはできないでしょうか。 

脳内の多くのシナプスでは、伝達物質はシナ

プス間隙に放出された後、複雑な拡散経路を

たどります。拡散経路の複雑さの度合いでも、

グルタミン酸の薄まるスピードが影響されてしま

うので、これでは、不確定なパラメーターがひと

つ増えてしまうのです。そこで、まずは単純な形

態のシナプスに注目しました。聴覚伝導路の

Calyx of Heldシナプスでは、シナプス前細胞の

軸索終末部がカップ状に、シナプス後細胞の

細胞体を取り囲んでおり、放出された伝達物質

は、細胞間隙に沿って、二次元的にしか拡散で

きません。 

二次元的拡散の場合、拡散方程式に対する

解が得られています。それぞれのパラメーター

は、こちらの通りですが、このうち、放出される

シナプス小胞内の伝達物質分子の数、N、と細

胞間隙での伝達物質の拡散係数、D、の二つ

のパラメーターが分からないわけですが、とも

かく状況は単純なわけです。 

Calyx of Held シナプスの凍結割断レプリカ

標識像は、このように見えます。まず、シナプス

前細胞の細胞質を横切るようにして、割れた箇
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所があり、こういった割れ方をする箇所を cross fracture と呼びます。シナプス前細胞の細胞膜のう

ち、細胞質に面した内側の膜のことをP-faceと呼びますが、ここにP-faceが見えています。シナプス

前細胞に対して、反対側に接している、シナプス後細胞の膜も見えます。この膜は、シナプス後細

胞の細胞膜のうち、外側に面したほうの膜であり、これを E-faceと呼びます。このシナプス後細胞膜

の青で示した領域が、いわゆる postsynaptic density、略して PSDになります。ここが、シナプスの形

成される箇所であり、ここにAMPA受容体が高密度に集積しています。このように、calyx of Heldシ

ナプスにおいては、ひとつの軸索終末部とひとつの細胞体の間に、たくさんのシナプスが形成され

ているということが分かります。 

このようなレプリカの拡大像を示します。

シナプス前細胞の細胞質を横切る

cross-fracture が見え、矢印の位置に見え

るのが、細胞質の中にあるシナプス小胞で

す。シナプス前細胞の細胞膜が見え、それ

に対するシナプス後細胞の細胞膜が見え

ます。シナプス後細胞の細胞膜には、形態

学的に特徴のある領域があって、この領域

こそが、シナプス部位であると考えられて

います。さらに、このシナプス部位のところ
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だけを拡大します。黒く点々に見えている

のが、AMPA 受容体に対する金抗体標識

です。 

さて、こういった神経と神経の間の接合

部のあちこちでシナプス小胞の放出があ

ると考えられます。シナプス後部の受容体

の位置は測定できるので、このシナプスで

放出が起こったと仮定します。そのとき、こ

のシナプスで期待されるシナプス応答の

シミュレーションをやってみました。 

シミュレーションは、具体的には、このよ

うにしてやりました。まず、シナプスの中心

でグルタミン酸の放出があると仮定します。

グルタミン酸は、拡散方程式に従って広が

ります。この式のうち、グルタミン酸分子の

数 N と拡散係数 D が求まっていません。

これを仮に N = 7000, D = 0.3 µm2/ms と仮

定します。そうすると、個々の AMPA 受容

体の位置でのグルタミン酸濃度変化を計

算することができます。Outside-out パッチ

膜実験で、受容体応答特性の数理モデルを作ることができます。これを適用すれば、どのようなグ

ルタミン酸濃度変化に対して、どのように受容体が応答するのかをシミュレーションすることができま

す。それぞれの受容体の応答をシミュレーションしてみました。全ての受容体でのシミュレーション

を行い、これらの値を加算していくと、このシナプスでの応答を再現することができます。 

問題は、NとDの値が求まっていないことです。N = 7000, D = 0.3として、拡散が起こるとすると、

個々の受容体の応答はこのように推移すると考えられます。一方、例えば、N を二倍にすると、応

答の大きさも大きくなると予想されます。実

際の N と Dの組み合わせはいくつなので

しょうか。これを求めるため、実際のシナプ

ス応答を再現できるような、N と D の組み

合わせを探していくという手順になります。 
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実際に生きているシナプス後細胞から

記録をしました。シナプス前細胞からは、

自発的に一つ一つのシナプス小胞の放

出が起こるのですが、これに対する電気

的な応答を記録しました。個々のシナプス

小胞放出に対する応答を揃えて、平均応

答振幅を計測しました。続いて、シミュレ

ーションによって、予想される応答振幅を

計算しました。これを様々な N, D の組み

合わせで計算し、予想される応答振幅を

疑似カラー表示しました。実験的に記録さ

れる応答振幅を再現する、N, Dの組み合

わせは一つには定まらず、この灰色の線

上の組み合わせなら、どれでも実験結果

を再現できてしまうことが明らかになりまし

た。 

そこで、続いて、再びシナプス応答を実

際に記録し、受容体に対する競合的阻害

剤の効果を調べました。競合的阻害剤と

は、基本的に、伝達物質濃度が高ければ

高いほど、阻害効果が小さくなる性質を持

つ薬物です。同様にシミュレーションを繰

り返したところ、実験的に記録される阻害

効果を再現するには、灰色の線上の N, D

の組み合わせが必要であることが分かりま

した。 

実験的に記録された応答振幅および

阻害剤の効果を、ともにシミュレーションで

再現するには、N = 7000, D = 0.3の組み

合わせが必要であることが求まりました。こ

れで、細胞間隙における伝達物質濃度の

推移を、初めて定量的に評価することが

できたわけです。 
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（質問１１） 

シナプス応答は、N × Pr × Qの式で表現できます。これらのパラメーターの意味を

解説してください。また、シナプス伝達における確率的挙動が二項分布で表現でき

ると仮定した場合、シナプス応答の平均は、N × Pr × Q と表現できます。それでは、

シナプス応答の分散はどのような式で表現できるでしょうか。また、シナプス伝達に

おけるMean-Variance Analysis を解説してください。どのような実験・解析によって、

N, Pr, Qの値を抽出できるのかを詳述してください。 

 

一つの神経細胞ともう一つの神経細胞

の間で形成されるシナプスの数は、ひとつ

とは限らず、複数のシナプスがある場合が

あります。この数を N とします。また、シナ

プス前細胞が刺激されたからと言って、必

ずしも伝達物質が放出されるとは限りませ

ん。ひとつのシナプスおいて、伝達物質が

放出される確率のことを、放出確率 Pr と呼

びます。したがって、一つの軸索線維が複

数のシナプスを作っている場合、放出が

起こるシナプスの数の期待値は、N × Prになります。たったひとつのシナプス小胞からの放出によ

って生じる応答の大きさを Q と表現すると、N × Pr × Q という式で、シナプス応答全体を表現するこ

とができます。この、N, Pr, Qの三つのパラメーターを求めることが、シナプス伝達を理解することへ

の第一歩となります。 

また、シナプスにおける放出の過程は、

それぞれ独立であるとみなすと、二項分布

の関係が成立するはずです。二項分布と

は、コインをいくつか投げた時に、表にな

る枚数の挙動を表した統計用語です。二

項分布の場合は、平均と分散が計算でき

ます。シナプスのパラメーターに合わせて

表現すると、このような数式になります。平

均と分散の間の関係を、数式で表現する

と、このようになります。これで、分散Vを平均Mの関数と考えると、ここに二乗の項があるわけです

から、放物線の関係と考えることができます。これをグラフにするとこのようになります。平均に対し

て、分散をプロットすると放物線になるわけです。 

この式を細かく見ていくと、Mが十分に小さいときは、M2の項が消えていくわけですから、V = Q 
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× Mと近似できます。つまり、この放物線の初期の傾きがQになるわけです。続いて、Pr = 1の状況

を考えてみますと、平均M = N × Q、分散 V = 0になります。つまり、放物線の X切片をみれば、N 

× Qの値が分かるというわけです。Qは求まっているわけですが、これで Nが求まります。N と Qが

求まっているわけですから、これで、シナプス応答の平均値が求まれば、その時の Pr も求まること

なります。こういった解析のことを、シナプス伝達におけるMean-Variance Analysis と呼びます。 

実際の視神経線維と外側膝状体中継

細胞との間のシナプス伝達記録から、平

均と分散を求めて、プロットしたものがこち

らになります。放物線をフィットすることで、

シナプス応答を定める３つのパラメーター、

N, Pr, Q を全て求めることができます。この

図の例では、ひとつのシナプス小胞放出

による応答は、17 pA と推定されました。ち

なみに、Sr2+を使って、非同期的にシナプ

ス小胞の放出を起こすことで、素量応答を

直接計測することもできます。その場合も 10-20 pA程度の素量応答が記録され、今回の統計的手

法での値とほぼ一致することが分かりました。また、シナプスの総数は、71 個と計算されました。生

理的な細胞外液の Ca2+濃度が 2 mMだと考えれば、この濃度での放出確率は、0.61 と計算されま

した。この 0.61 という値は非常に高いと言えます。海馬のシナプス、小脳の平行線維シナプス、

MNTBの calyx of Heldシナプスなどの多くのシナプスでは、放出確率は、0.1から 0.3程度である

と推定されています。一方、これまで計測された最大の放出確率は、小脳の登上線維シナプスで

あり、ここでは 0.9を越えるという報告もありますので、それよりは、小さいということが分かりました。 

 

 

（質問１２） 

連続する 2回のシナプス刺激に対する応答の比を paired pulse ratio（PPR）と呼

びます。二発の刺激の間で、シナプス小胞の補充が起こらないと仮定すると、PPR

はどのような式で表現できるのでしょうか。N, Pr, Q を用いて、式を使って解説して

ください。 

 

視神経線維と外側膝状体中継細胞との間のシナプスにおいて、二発の刺激に対する応答を良

く見てみます。一発目の刺激に対する応答は、N × Pr × Qで表現されます。ひとつひとつのシナプ

スでは、放出の準備が整ったシナプス小胞がひとつずつしかないと仮定します。すると、一発目の

刺激で、N × Pr個のシナプス小胞を使ってしまったので、残っているシナプス小胞の数は、N - N × 

Pr 個ということになります。二発目の刺激では、残っているシナプス小胞が Pr の確率で放出される

ので、二発目の刺激に対する応答として期待される値は、この式で表現できます。二発の刺激に
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対する応答の比を Paired Pulse Ratio、

PPRと表現しますが、比を取ると、Nおよび

Qの項が消えるので、PPRは 1 - Pr となる

こ と が 期待 され ます 。 Mean-Variance 

Analysis により放物線をフィットさせた先ほ

どの実験より、Pr = 0.61 と求まっているの

で、PPR は、0.39 となることが期待されま

す。 

 

 

 

 

（質問１３） 

受容体の脱感作とはどういった状態のことを指すのでしょうか。また、脱感作から

の回復とはどのような現象を指すのでしょうか。Outside-out パッチ膜実験の図を

描き、記録される電流波形を描いて解説してください。 

 

外側膝状体中継細胞に発現している AMPA

受容体の性質を調べる実験を例に挙げます。

細胞の細胞膜を一部だけ切り剥がしてくる手法

を outside-out パッチ膜実験と呼びますが、これ

を行います。上の波形がグルタミン酸の投与時

間を示しており、下の波形は、AMPA 受容体の

活性化のタイムコースを示しています。AMPA

受容体は素早く活性化されましたが、わずか

2.4 ms の時定数で、脱感作してしまいました。

グルタミン酸自体は、十数 msの間、ずっと同じ

濃度で投与され続けているにも関わらず、応答

は最初だけで、すぐに応答がなくなっているの

が分かります。 

続いて、このようなグルタミン酸を２度、様々

な間隔で投与しました。これによって、脱感作

からの回復過程が計測できます。脱感作からの

回復は、驚くほど遅く、時定数にして 140 msほ

どかかることが分かりました。 

他の神経細胞、例えば小脳プルキニエ細胞に発現している AMPA 受容体と比較すると差は歴
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然です。まず脱感作する過程は、プルキニエ

細胞の AMPA 受容体のほうがはるかに遅いで

す。また、脱感作からの回復過程ですが、プル

キニエ細胞のAMPA受容体の場合、ほんの30 

ms 程度で、グルタミン酸応答が元のレベルま

で回復します。 

このようにして受容体の応答特性を様々に

測定できるわけですが、これらのデータをもと

に、外側膝状体中継細胞の AMPA 受容体の

状態を化学反応の組み合わせで表現した 

Markov 型動態モデルを作製しました。パラメ

ーターを調整することで、記録された AMPA受

容体応答を完全に再現できるようにしました。

また、このモデルを使って、脱感作からの回復

過程も完全に再現することができました。実験

的には、矩形波状の伝達物質濃度変化しか与

えることができませんが、この動態モデルが手

に入れば、いかなる濃度変化に対しても、受容

体の応答を予測することができるようになりま

す。 
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（質問１４） 

ひとつのシナプス間隙から伝達物質が溢れ出る現象、いわゆるスピルオーバー

（漏出）現象に関して、解説してください。スピルオーバーが生じて、近接するシナ

プスまで伝達物質が届くと、何が起きるのかを考えてください。また、スピルオーバ

ーが起きると、シナプス伝達特性がどのような影響を受けるのかを考察してくださ

い。 

 

こちらは、視神経線維と中継細胞の間

のシナプスを電子顕微鏡で観察した像で

す。超薄切片像なので、細胞の断面が見

えています。視神経線維のシナプス前構

造をピンク色、中継細胞のシナプス後部

構造を水色で表示します。伝達物質グル

タミン酸の詰まったシナプス小胞は小さい

丸丸の構造として観察され、これらのシナ

プス小胞は、電子密度の高い、矢印のよう

な位置で放出されることが知られています。

矢印の箇所を「シナプス」と定義すると、ここに見えているシナプス前構造とシナプス後部構造の間

には、少なくとも二つのシナプスが存在することになります。ひとつのシナプスから伝達物質グルタ

ミン酸が放出されると、もう一つのシナプスまで、グルタミン酸が溢れ出ることが容易に想像できま

す。 

多くの中枢神経細胞間のシナプスは、このような構造をしていません。シナプスひとつひとつが

グリア細胞によって覆われており、シナプス毎に流れる信号が混線しないような工夫が施されてい

ます。グリア細胞には、放出された伝達物質を取り込むトランスポーターが発現しており、シナプス

から溢れ出た伝達物質を貪欲に取り込むので、隣のシナプスまで、伝達物質が溢れ出ることは稀

です。それに対して、このようにふたつの

細胞が接触する箇所に、複数のシナプス

が並んでいる形状は、他の脳部位ではあ

まり見られず、この構造のことをマルチ・シ

ナプス・コンタクトと名付けました。 

さて、上述した例では、ひとつのシナプ

スでの応答をシミュレーションしました。外

側膝状体・中継細胞の凍結割断レプリカ

像を低倍で撮影すると、いくつものシナプ

スが近傍に存在することが分かります。シ
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ナプスの位置は矢印で示してあります。それぞれのシナプスの間の間隔は 1ミクロン以内であること

が分かり、このようにシナプスが所せましと並んでいる様は、連続超薄切片の三次元再構築像から

得られた知見と一致しました。これらのシナプスで、それぞれに放出が起きた場合、どのようなシナ

プス応答が生じるのか。また、シナプスから溢れ出たグルタミン酸によって、近傍のシナプスの

AMPA受容体がどのように影響を受けるのか。このようなマルチ・シナプス・コンタクトでのシミュレー

ションを行うことにしました。 

まずは、先ほどと同様に、ひとつのシナプスでの AMPA受容体の配置を調べました。このシナプ

スで放出が起こる場合、シナプスの中央で起こると仮定しました。続いて、７つのシナプスの配置を

考慮に入れました。簡略化のため、図のように 1 ミクロン間隔でシナプスを並べた状態をシミュレー

ションしました。 

さて、先ほど紹介したように、シナプス応答の平均と分散に対して放物線をフィットさせた実験か

ら、個々のシナプスでの放出確率は、およそ0.5 – 0.6であると推定されました。そこで、一発目の刺

激では、７個あるシナプスのうち４か所で放出が起こると仮定しました。いったん放出が起こると、放

出の準備が整った小胞の数が減ってしまうことが予想されることも、これまでの実験で紹介しました。

シナプス後細胞の AMPA受容体の脱感作を阻害した条件で実験をやった場合、二発目の刺激で

は、一発目での刺激に対して、応答は半分に減ることが分かっています。したがって、このシミュレ

ーションでは、二発目では一発目での放出より、半分の２個のシナプス小胞が放出されると考えま

した。 
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これまでは、ひとつひとつのシナプスで発生する応答のみを抽出してきましたが、想定した７個

のシナプスに配置された 217個全部の AMPA受容体の応答をシミュレーションしました。この細胞

の応答は、これらの受容体応答全ての総和になります。このモデルでは、一発目の刺激では、32

個のAMPA受容体が開き、二発目の刺激では、7個のAMPA受容体が開くことが推定されました。

シナプス前細胞からのシナプス小胞の放出は、１発目で４個、２発目で２個です。したがって、放出

の paired pulse ratioは、0.5です。一方、シナプス応答のほうは、一発目で 32個で、二発目で 7個

のAMPA受容体が開いたので、応答の paired pulse ratioは、0.22です。したがって、放出された量

に比べて応答のほうが 42%も小さく、これは AMPA 受容体の脱感作によるものであることが分かり

ました。 

これはシミュレーションモデルでの計算結果ですが、実際のシナプス応答と再び比較してみまし

ょう。一発目のシナプス応答と比べて、二発目のシナプス応答は非常に強く抑制されています。し

かし、AMPA 受容体の脱感作を阻害する薬を投与すると、二発目の抑制が緩和され、実際の放出

量を反映した応答を示すようになりました。 

以上の実験およびシミュレーションより、多数のシナプスが 1 ミクロン程度の間隔で並んでおり、

それぞれから放出が起こる確率が高い状態だと、シナプスの間で伝達物質グルタミン酸の漏出が

起こり、漏出によって AMPA 受容体が強く脱感作されることが明らかになりました。このようなメカニ

ズムによって、視神経線維を伝わってくる信号が、外側膝状体・中継細胞へ入力する段階で、フィ

ルタリングされることが明らかになりました。 

 

 

（質問１５） 

授業では、網膜から外側膝状体へのグルタミン酸作動性シナプスに関して、詳細

に解説しました。このシナプスでは、網膜から立て続けに伝わる信号を、ばっさりと

切り落とすための仕組みがいくつも用意されていて、信号伝達特性としては、主に、

ローパスフィルターの性質を持っています。このシナプスにおいて、信号の高周波

成分を切り落とすための仕組みを解説してください。 

 

視神経線維と中継細胞の間のシナプス伝達に関して、シナプス入力の大きさの平均・分散を解

析した結果、このシナプスではシナプス小胞の放出確率が高いことが分かり、高い放出確率によっ

て、シナプス小胞が枯渇しやすいことが分かりました。また、脱感作阻害剤を利用する実験を通し

て、このシナプスでは、一発目の刺激によって、AMPA 受容体は脱感作され、二発目の刺激に対

する応答が抑制されるということが分かりました。続いて、外側膝状体・中継細胞から引きはがして

きたパッチ膜を使った実験を通して、この細胞に発現しているAMPA受容体は脱感作しやすく、脱

感作からの回復が遅いことが分かりました。また、電子顕微鏡を用いた解析より、一本の視神経線

維と中継細胞の樹状突起の接する箇所には、複数のシナプスが 1 ミクロン単位で並ぶ、マルチ・シ

ナプス・コンタクトを形成していることが分かりました。このように複数のシナプス間で生じるグルタミ
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ン酸の漏出によって、AMPA受容体の脱感作が進むことがシミュレーションより示唆されました。 

ラットの視覚野皮質での Critical Flicker Frequencyは極端に低いのですが、網膜ではそれほど

低くありません。したがって、網膜から視覚野皮質に至る経路のどこかで、強力な信号フィルタリン

グがかかっていることが予想されたので、視神経線維から外側膝状体へのシナプス伝達を調べま

した。その結果、このシナプスでのフィルタリングを支配する様々なメカニズムを発見することができ、

わずか数ミクロン程度の微細な構造や分子の配置が、究極的には視覚の性質を支配しているとい

うことが分かりました。 

ここで当然、疑問になってくるのが、もっ

と視覚の性能が良い、ヒトやネコの外側膝

状体がどうなっているのかということです。

同じような法則があるのか、それとも、もっ

と高周波数成分まで追いつけるような工

夫が施されているのか。また、ラットの場合、

なぜ、せっかく網膜で作り出した 50 Hzの

応答性能を捨ててしまっているのか。外側

膝状体で強力なフィルタリングをすること

で、単純に CFF を測定しているだけでは分からない、何らかのメリットがあるのか。また、本実験結

果より、そもそものシナプス入力の振幅に従って、フィルタリングの性質はだいぶ異なることが分か
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りました。それでは、シナプスを多く作る視神経線維と少なくしか作らない視神経線維とで、そもそも

何が違うのか。網膜神経節細胞にもさまざまな種類が存在しますが、それらの種類の違いと投射シ

ナプス数との間に、何らかの相関はあるのか。これらは未解決の問題であり、今後、追求していきた

いテーマであります。 

 

 

（質問１６） 

細胞間の信号伝達過程を調べる画期的なツールとして、オプトジェネティクス（光

遺伝学）というものが生まれました。このツールはどのようなものであるかを解説し

てください。 

 

脳内の神経細胞やグリア細胞の間で交わされる信号伝達過程を調べるのに使える、オプトジェ

ネティクスという画期的なツールがあります。オプトジェネティクスは、7～8年ほど前に生まれた技術

ですが、これは、光を使って脳細胞の活動を自在に操作する新技術です。世界中の脳科学者がこ

れに飛びついて、次々と新しい発見をしています。これ自体は、言ってみればただのツールです

が、これを使うと脳研究の考え方がこれま

でと全く変わるといって過言ではなく、まさ

にパラダイムシフトと呼ぶべき事態に我々

は直面していると言えます。 

鍵になったのは、クラミドモナスという藻

です。この単細胞生物にはチャネルロドプ

シン２（ChR2）という光感受性分子が発現

しています。クラミドモナスには、鞭毛が生

えていて、光を感じて、光を避けたり、逆に

寄っていったりすることが知られています。

この ChR2 を発現する遺伝子を取り出して、

マウスなどの動物の細胞に発現させる工

夫をしたのがオプトジェネティクスです。 

ChR2 は細胞膜に発現するタンパク質

で、これに光をあてると、陽イオンを透過

するチャンネルが開きます。陽イオンが流

れ込むと細胞は脱分極し、この状態を興

奮していると表現します。この ChR2 を脳

細胞に発現させれば、光を使って、細胞

の興奮状態を人工的に制御できるという

わけです。こちらの例では、小脳プルキニ
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エ細胞に ChR2を発現させました。この ChR2には蛍光タンパク質 EYFPを融合させてあります。し

たがって、ChR2を発現している細胞は、緑色に見えます。また、記録した細胞には、赤色の色素を

注入しました。この細胞に光をあてると、記録電極を介して、この細胞で光に応じて活動電位が発

火していることが分かりました。ちなみに、ここでは、野生型の ChR2 をいちアミノ酸だけ、変異させ

た C128S型の ChR2を用いています。この変異体は、光に対する感度が 100倍以上に上昇してい

るので、ツールとして非常に使いやすい特徴があります。また、野生型の ChR2 は、青色の光でチ

ャネルが開き、青色を止めればチャネルが閉じる性質があるのですが、この変異体は、野生型には

ない特徴が生まれており、このチャネルは青色の光で開き、黄色の光で閉じるという性質を持ちま

す。 

さて、このように、特定の細胞にChR2を発現させれば、その細胞の活動だけを制御できます。た

だ、ひとつ問題がありました。ChR2 の単一チャネルコンダクタンスは物凄く低く、他のイオンチャネ

ルと比べて、1000分の 1 程度しかイオンを通す力がありません。細胞活動を制御しうるだけの電流

入力を得るには、大量の ChR2を発現させなければなりません。発現を特定の細胞種に絞って、か

つ、大量に発現させる仕組みを開発して、はじめて、この分子がツールとして役立つわけです。 

そこで、我々は KENGE-tet systemを開

発しました。まず、特定の細胞種だけで働

くプロモーター下に、テトラサイクリントラン

スアクティベーターtTA を発現する遺伝子

改変マウスを用意しました。tetO プロモー

ターというのは、tTA が結合して初めて発

現を誘導するプロモーターです。そこで、

続いて、tetO プロモーター下で、ChR2 を

発現する遺伝子改変マウスを用意しました。

鍵になったのは、この tetO-ChR2 カセット

を-actin サイトの下流にノックインしたことでした。最も簡便に遺伝子操作マウスを作る場合は、

DNAのランダムな位置に、外来遺伝子を組み込むことを行います。しかし、ここでは、生来の DNA

配列の特定の箇所を目指して、外来遺伝子を挿入するという手段を使いました。この-actin という

のは、どの細胞でも良く発現するものなので、tTAは、このサイトにアクセスしやすいのではないかと

考えてのことでした。この二種類のマウスのいずれかと掛け合わせることで、２つの遺伝子がそろい、

特定の細胞種に ChR2 を発現するという仕組みです。このようにして、いろいろな細胞種の活動を

制御できる、遺伝子改変マウスのレパートリーを作製することができました。 

脳とはいわば、ジャンクヤードで拾った電子基盤です。当然、取扱説明書はついてきていません。

これはいったい何の装置なのでしょうか。身元不明の装置を相手にする場合、通常は、まずはテス

ターを使って、どことどこがつながっているのかを調べることから始めます。これを形態的にやるの

か機能的にやるのかに違いはありますが、全配線図を明らかにする試みをコネクトミクスと呼びます。

次に、オシロスコープを使って回路を流れる信号を計測します。これが電気生理学や光学イメージ
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ング法です。今、第三のアプローチとして、

オプトジェネティクスが生まれました。これ

を使えば、回路の特定の素子に入力を与

えることで、回路の動作がどのように変化

するのかを調べることができます。今回ご

紹介した方法では、ChR2の発現を十分に

誘導することができたので、これをツールと

して実用化できるレベルまできたと言えま

す。 

さて、オプトジェネティクスを使って、具

体的には何ができるのでしょうか。光を使

って細胞活動を操作し、その結果を、光で

計測する方法、電気で計測する方法、形

態や分子の変化を計測する方法、行動の

変化を計測する方法などが考えられます。

下の三つはうまくいっているのですが、誰

もが憧れる光操作－光計測のオールオプ

ティカルの系、これは、今のところ、我々の

ところではうまく確立するに至っていませ

ん。技術革新によって、何とかなりそうな雰

囲気になってきましたが、別にオールオプティカルなんていらないっちゃいらない。電極を下す手

間が省けるだけという考えもできます。そんなことより、今あるツールで、何をやるのかということが重

要です。これまでの脳科学研究では、例えば、動物の行動と細胞の活動との相関を調べる研究等

が行われてきました。一方、オプトジェネティクスの登場によって、細胞の活動がどういった行動や

心の状態を生むのか、といった因果関係の研究ができるようになったというわけです。ただの物質

であるはずの脳に、どのようにして「心」が生まれるのか。オプトジェネティクスは、これを解き明かす

挑戦への強力な武器になるのです。 

 

（質問１７） 

脳虚血時には、グリア細胞内が酸性化することが知られています。酸性化に至る

プロセスを詳述してください。また、細胞内が酸性化することで、細胞間信号伝達

がどのような影響を受けるのかを考察してください。 

 

授業で紹介したグリア細胞と脳虚血の研究内容は、2014年 1月に、Neuron誌に掲載されました

（Beppu,…,Matsui*, Neuron, 2014）。論文本体を参照するか、ラボのホームページの研究内容の

項を参照してください。 
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