
１． はじめに

化学シナプスでは神経伝達物質がシナプス小胞の開口放
出により放出される．開口放出の後，小胞は形質膜からエ
ンドサイトーシスにより回収され，再び神経伝達物質が充
填され次の開口放出に備える．したがって，回収，再利用
されたシナプス小胞が再びシナプス伝達に寄与するために
は，再度の伝達物質充填が不可欠である．
シナプス小胞へのグルタミン酸充填は液胞型 H＋-ATP

アーゼ活性によって生じた H＋濃度勾配を利用して，小胞
型グルタミン酸輸送体（vesicular glutamate transporters：
VGLUTs）によって行われる．グルタミン酸充填の生化学
的な取り込み測定は単離精製シナプス小胞標本や膜再構成
系を用いて行われ，VGLUTによる放射標識されたグルタ
ミン酸の充填時間は１０数分であると報告されてきた１，２）．
一方，げっ歯類海馬体グルタミン酸作動性の興奮性シナプ
スにおける電気生理学的観測による知見では，高頻度のシ
ナプス伝達によって大量のシナプス小胞が消費され再充填
される環境においても微小シナプス電流（miniature excita-
tory postsynaptic currents：mEPSCs，単一シナプス小胞由来
の電流応答を反映する）振幅は変化しないことが報告され
ており，シナプス小胞への神経伝達物質充填はずっと速
く，数秒の単位で完了されなければならないと予測され
る３，４）．
では，シナプス部位における神経伝達物質の充填時間は

実際にはどのくらいなのだろうか？ この疑問にアプロー
チするため我々はシナプス前終末に直接パッチクランプ記
録を適用し，ケイジド化合物を用いて細胞質の神経伝達物
質濃度を急速に上昇させることでシナプス小胞へのグルタ
ミン酸充填を直接計測することを試みたので，ここに紹介
したい５）．

２． ケイジドグルタミン酸光分解を利用したシナプス小
胞へのグルタミン酸充填速度の測定

図１に，実験の概要を示す．哺乳動物中枢神経系興奮性
シナプスにおいて，シナプス前終末細胞質中のグルタミン
酸をシナプス小胞には輸送されないケイジドグルタミン酸
（NMI-glutamate）に置換すると，神経活動に伴う小胞の開
口放出に伴って小胞内に貯蔵されたグルタミン酸はシナプ
ス間隙に放出され空になり，シナプス応答が減弱する．ほ
ぼすべての小胞が空になった後，紫外線を照射し，細胞質
グルタミン酸濃度を瞬時に上昇させる．光照射後のシナプ
ス応答を継時的に測定することで，小胞へのグルタミン酸
充填過程を観測することが可能となる．
実験はマウス脳幹急性スライス標本を作製し，表面に露

出するヘルドのカリックス（calyx of Held）と呼ばれる大
型のシナプス前終末と台形体内側核（MNTB）シナプス後
細胞で電気生理学記録を行った（図２上段）．このシナプ
スは聴覚伝達路におけるグルタミン酸作動性の興奮性シナ
プスで，細胞体を直接取り巻く大きなシナプス前終末から
光学顕微鏡目視下に直接パッチクランプが適用できるた
め，シナプス前終末膜の直接電気記録と前終末細胞質成分
の置換が行える．電極内にケイジドグルタミン酸を含む細
胞内溶液を用いて前終末ホールセルパッチクランプを行う
と，軸索への繰り返し刺激（１Hz）とともに後シナプス電
流（EPSC）振幅の減少が観察される（図２下段）．これは
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図１ ケイジドグルタミン酸光分解を利用した，シナプス小胞
へのグルタミン酸充填速度測定の模式図
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細胞質内グルタミン酸が洗い流され，開口放出により一度
グルタミン酸がシナプス小胞から放出されると，再充填さ
れないことが原因である６）．EPSCが実験開始直後の大き
さから十分小さくなった後紫外線を照射し，ケイジドグル
タミン酸から迅速にグルタミン酸を遊離させると，光照射
直後から EPSC振幅は増加し始め，およそ１分以内に実験
開始直後とほぼ同程度（９４％）にまで回復する．
この EPSC振幅回復過程は一次指数関数（式は図３の説

明を参照）でよく近似でき，回復の時定数は約１７秒で
あった．この EPSC回復過程は液胞型 H＋-ATPアーゼ阻害
薬である bafilomycin A１により阻害される．さらに，軸索
刺激による誘発性 EPSCが減弱した後，mEPSCを観察し
たところ，グルタミン酸光分解の後 mEPSC振幅と発生頻
度が上昇し，記録開始直後と同程度に回復した．単位時間
あたりの mEPSC総電荷量の回復過程は誘発性 EPSCと同
様一次指数関数でよく近似され，回復の時定数は約１８秒
であった．これらの実験結果は EPSC回復過程が液胞型
ATPアーゼ活性と VGLUTによるシナプス小胞へのグルタ
ミン酸充填過程を反映することを強く示唆する．
この測定はシナプス小胞の再充填を直接計測しているわ

けではなく，シナプス応答を指標としていることから，前

終末におけるカルシウム流入や開口放出するシナプス小胞
数の増加をも検出している恐れがある．そこでシナプス前
終末細胞膜容量測定を行った．電解質にはさまれた細胞膜
は電気的にはコンデンサとしての性質があり，脂質二重膜
の単位面積あたりの電気容量（固有膜容量）は一定である．
形質膜の電気容量は膜の表面積に正比例するので，膜面積
の増減を伴う開口放出およびエンドサイトーシスを電気的
に測定できる．光分解前後での開口放出とそれに引き続く
エンドサイトーシスの時間を比較すると，光分解前後で
は，前終末における電位依存性カルシウム電流の振幅，開
口放出量，およびエンドサイトーシスの時定数には統計的
に有意な差はみられない５）．ケイジドグルタミン酸光分解
とそれに伴う細胞内および小胞内グルタミン酸濃度の変化
は，シナプス前終末におけるカルシウム流入，シナプス小
胞開口放出，そして形質膜からの回収再利用過程には影響
を与えないことが確認できた．
次に，小胞充填の細胞質グルタミン酸濃度依存性と，グ

ルタミン酸充填の結合親和性（Km）を検討する目的で，
さまざまな濃度のケイジドグルタミン酸（２～１０mM）を
用い，EPSC振幅の回復速度を計測した．光分解後の
EPSC回復速度は細胞質遊離グルタミン酸濃度に依存し，

図２ グルタミン酸充填速度の測定
ケイジドグルタミン酸をパッチクランプ法でシナプス前終末に注入して光分解を
行い，シナプス小胞へのグルタミン酸充填速度を測定する．下図は文献５より改
変，紫外線照射の後，シナプス小胞へのグルタミン酸充填に伴う EPSC振幅の増
加が観測される．
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回復時定数の濃度依存性から Lineweaver-Burkプロット図
を作成すると，小胞グルタミン酸充填の Km値は０．９１mM
と推定された５）．この値は再構成系における実験で報告さ
れている VGLUT１および VGLUT２の Km値と近い値であ
る７，８）．一方で，推定される小胞充填時定数の最小値（１／
Vmax）は１５．１秒で，これは単離シナプス小胞を用いた実験
系で報告されている，放射ラベルされたグルタミン酸取り
込み時定数３，４，９）に比べて１０倍以上速い実験結果となった．
充填速度の実験結果の差は，取り込み実験における小胞外
イオン環境の違い，あるいはシナプス小胞単離精製に伴う
重要分子の欠落やグルタミン酸取り込み分子機構へのダ
メージが主な原因ではないかと考えられる．

３． シナプス小胞へのグルタミン酸充填速度に影響する
因子

次にシナプス小胞へのグルタミン酸充填速度に影響する
因子を捜索した．まず始めに，温度依存性を検討した．生
理的温度条件下（３７度）での取り込み時定数は７秒で，
この結果から計算される温度計数 Q１０は２．４であった．こ
の値は海馬スライス標本アストロサイト細胞へのグルタミ
ン酸取り込みにおける温度依存性に近い１０）．
次に生後発達依存性を検討した．マウス聴覚神経系では

外耳道の開口前後（生後１０日前後）でさまざまな分子サ
ブタイプのスイッチングが起こるが，この期間に VGLUT
分子は VGLUT１の発現量が発達依存的に増加し，一方
VGLUT２発現量は同程度を維持することが報告されてい
る１１，１２）．耳道開口前にあたる生後７～９日齢では取り込み時
定数は約６０秒であった．これは，耳道開口後にあたる生
後１３～１５日齢（１７秒）および生後２０～２２日齢（１４秒）と
比較して有意に遅い．これは，シナプス小胞膜上に発現す
る VGLUT分子数の発達依存的な増加に伴い充填速度が早
くなっていると考えられる．
さらに，細胞質塩化物イオン濃度依存性について検討し

た．単離精製シナプス小胞では小胞外塩化物イオン濃度が
数 mM（１～１０mM）の間で最も早く取り込まれ，低濃度
でも高濃度でも充填速度が低下する二相性を示すことが報
告されている４，７）．一方，Price，Trussellらによる報告では，
calyx of Heldシナプス前終末細胞質の塩化物イオン濃度を
変えても mEPSC振幅に影響がない１３）．我々は，前終末
ホールセルパッチ電極内の塩化物イオンをメタンスルホン
酸に置換し，さまざまな塩化物イオン濃度（０．０２，
０．２，２，３０，１１０mM）での EPSC回復時定数を測定した．
取り込み時定数，および EPSCの回復率はいずれも塩化物
イオン濃度が３０mMのとき最大となり，単離小胞での報
告と同様の塩化物イオン濃度に対する二相性を示した．グ
ラミシジンによる穿孔パッチクランプによる研究結果で

は，calyx of Heldシナプス前終末の細胞質塩化物イオン濃
度は２１mMと報告されており１３），前シナプス塩化物イオ
ン濃度はシナプス小胞への伝達物質充填に最適な環境に保
たれているといえる．

４． グルタミン酸再充填速度の生理学的意味

シナプス小胞が時定数１５秒で再充填されることの生理
学的重要性は何か？ シナプス小胞内の伝達物質濃度につ
いては直接的な証拠はないが，大半の陰イオンがグルタミ
ン酸に置き換えられるとするとその濃度は６０～１００mM程
度に達するであろう．シナプス小胞の大きさを直径５０nm
の球，小胞内のグルタミン酸濃度を仮に６０mMとした場
合，およそ２０００分子強のグルタミン酸充填を４５秒かけて
完了する計算となる．Ryanらは海馬培養細胞シナプスに
おける蛍光色素 FM１-４３取り込み実験においてグルタミン
酸輸送速度を毎秒７０分子と仮定し充填完了時間を３０秒と
概算し，シナプス小胞の平均再利用時間６０秒と比較して
十分短いと考察しているが１４），我々の直接観察による実験
結果はこの時間経過にきわめて近い．我々の実験結果から
推定される輸送速度は毎秒８０分子強である．高森らの報
告１５）から小胞膜上の VGLUT分子数を１０分子とすると，
VGLUT １分子あたりの輸送速度は毎秒８．４グルタミン酸
分子となり，単離シナプス小胞を用いた実験系で報告され
た速度より１０倍速い．一方でこの速度で小胞が充填され
れば，シナプス小胞の平均再利用時間より短時間で伝達物
質充填が完了する．他方，シナプス小胞再利用過程の研究
においては kiss-and-runに代表される速い再利用過程も提
唱されている．図３に示すように，再利用時間が短い場
合，シナプス小胞は伝達物質の充填が不十分なまま次の開
口放出を起こすため，シナプス素量振幅が低下し，シナプ
ス伝達を減弱する可能性がある．

図３ グルタミン酸充填速度と各時間における充填率
シナプス小胞は一次指数関数 EPSC＝EPSCss＋Ae（－t／τ）（EPSCss：充
填後の平均 EPSC振幅，A：EPSC振幅の回復量，τ：回復時定
数）に従って充填される．
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５． おわりに

多くのシナプス研究では素量サイズ q はもっぱら後シ
ナプス受容体の数や性質の変化として考察され，前シナプ
ス素量放出サイズは変化しないという前提で仮説が構築さ
れてきた．我々の今回の研究結果が，素量放出サイズの変
動やばらつきがシナプス伝達に寄与する可能性を考慮する
手がかりになれば幸いである．
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