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〈要 約〉

　ニューロンとニューロンとが接するシナプスにおいて，シナプス前末端に集積するシナプス小胞には神経伝達物質が高濃度に蓄積されており，このシナプス小胞がシナプス前末端膜と融合することで神経伝達物質が放出されることはよく知られている．神経伝達物質を放出したのち，シナプス前末端膜に融合したシナプス小胞はエンドサイトーシスによりシナプス前末端に取り込まれ，神経伝達物質を充填したうえでシナプス伝達に再利用される．シナプスが長時間にわたり高頻度の伝達を維持するためにはシナプス小胞の放出と取り込みとのバランスをとるしくみが必要だと考えられるが，その詳細は明らかではない．今回，筆者らは，ラットの脳幹にある聴覚中継シナプスcalyx of Heldにおいて，シナプス小胞の放出と取り込みとのバランスをとるためのシナプス逆行性の制御機構が存在することを明らかにした．この制御機構は，1）神経伝達物質であるグルタミン酸によるシナプス後膜におけるNMDA受容体の活性化，2）NOの産生と放出，3）シナプス前末端におけるcGMP依存性プロテインキナーゼの活性化，4）ホスファチジルイノシトールビスリン酸の動員，5）エンドサイトーシスの加速，という一連の反応により起こることをつきとめた．このシナプス逆行性の制御機構は，生後2週齢よりあと，cGMP依存性プロテインキナーゼの発現の上昇にともない出現し，高頻度の入力を高い信頼性をもって伝達するシナプス伝達機能の生後発達に貢献している．
はじめに

　ニューロンのあいだの情報伝達は，シナプス前末端からの神経伝達物質の放出と，シナプス後細胞における神経伝達物質の受容により行われる（図1）．神経伝達物質はシナプス前末端にあるシナプス小胞に蓄積されており，活動電位のシナプス前末端への到達を引き金に，シナプス小胞がシナプス前末端膜と融合することで，その内部の神経伝達物質をシナプス間隙へと放出する（エキソサイトーシス）．シナプス前末端膜に融合したシナプス小胞はそののちシナプス前末端へと取り込まれ（エンドサイトーシス），新たなシナプス小胞として再利用される1,2)．高頻度のシナプス伝達が行われると多数のシナプス小胞が放出されまた取り込まれるが，このようなシナプス伝達を長時間にわたり維持するためには，放出されたシナプス小胞をその量に応じてすばやく取り込み再利用に備えることが必要となる．
　哺乳動物の脳幹に存在する聴覚中継シナプスcalyx of Heldはグルタミン酸作動性の巨大シナプスとして知られ，前シナプスにおける分子機構の研究に広く用いられている3-6)．このcalyx of Heldシナプスは聴覚の獲得期である生後2週において劇的な変化をとげ，高速かつ高信頼性のシナプスに分化する4,5)．筆者らは，このcalyx of Heldシナプスを用い，膜容量測定法によりシナプス前末端におけるシナプス小胞のエキソサイトーシスおよびエンドサイトーシスの制御機構を調べた．
1．シナプス前末端のcGMP依存性プロテインキナーゼは生後発達に依存してシナプス小胞のエンドサイトーシスを制御する

　シナプス前末端に発現する種々のプロテインキナーゼは，シナプス伝達関連タンパク質をリン酸化することによりその機能を修飾し制御していると考えられている．その制御機構を調べるため，プロテインキナーゼの阻害剤をパッチピペットからcalyx of Heldシナプスのシナプス前末端に直接に注入し，シナプス小胞のエキソサイトーシスおよびエンドサイトーシスに対する効果を調べた．その結果，生後13～14日目のラットのcalyx of Heldシナプスにおいて，cGMP依存性プロテインキナーゼの阻害剤がエンドサイトーシスを有意に遅らせることがわかった．一方で，生後発達よりまえ（生後7～9日目）のcalyx of HeldシナプスではcGMP依存性プロテインキナーゼの阻害剤は作用を示さなかった．これらの結果は，シナプス前末端においてcGMP依存性プロテインキナーゼがシナプス小胞のエンドサイトーシスを加速していること，また，その機構は生後発達とともに出現することを示唆していた．
2．NOによるシナプス逆行性のシグナルはシナプス前末端のcGMP依存性プロテインキナーゼを活性化する

　cGMP依存性プロテインキナーゼはcGMPにより活性化するが，このcGMPの合成酵素である可溶性グアニル酸シクラーゼは細胞膜透過型のセカンドメッセンジャーである一酸化窒素（NO）により活性化することが知られている．また，calyx of Heldシナプスにおいて，そのシナプス後細胞であるMNTBニューロンがNOを産生し放出することが報告されている6)．そこで，シナプス後細胞から放出されたNOがシナプス逆行性にシナプス前末端へと到達し，cGMP依存性プロテインキナーゼを活性化している可能性を検討した．NOスカベンジャーであるPTIOを細胞外に潅流してシナプス後細胞から放出されるNOを除去したところ，シナプス前末端におけるシナプス小胞のエンドサイトーシスは有意に遅くなった．このPTIOによるシナプス小胞のエンドサイトーシスの阻害効果は，シナプス前末端にcGMPを注入することによりレスキューされた．これらの結果から，シナプス後細胞から放出されたNOが細胞膜を透過してシナプス逆行性にシナプス前末端へと到達し，可溶性グアニル酸シクラーゼを活性化してcGMPを生成，これにより活性化したcGMP依存性プロテインキナーゼがシナプス小胞のエンドサイトーシスを加速することが明らかになった．
　また，NMDA型グルタミン酸受容体の阻害剤であるD-AP5を細胞外に潅流すると，シナプス小胞のエンドサイトーシスに対しPTIOと同様の作用を示すことが明らかにされた．calyx of HeldシナプスではNMDA受容体から流入したCa2+がNOの産生を促進することが知られていることから6)，シナプス前末端から放出されたグルタミン酸がNMDA受容体を介してシナプス後細胞からのNOの放出を促進することで，シナプス小胞のエンドサイトーシスをシナプス逆行性に加速していると結論された．
3．cGMP依存性プロテインキナーゼはホスファチジルイノシトールビスリン酸を介してシナプス小胞のエンドサイトーシスを制御する

　リン脂質の一種であるホスファチジルイノシトールビスリン酸は，AP-2やダイナミンなどシナプス小胞のエンドサイトーシスに関連するタンパク質と結合しその機能を制御していると考えられている7,8)．cGMP依存性プロテインキナーゼがこのホスファチジルイノシトールビスリン酸の代謝を制御することでエンドサイトーシスを加速しているのではないかと考え，その検証を行った．ホスファチジルイノシトールビスリン酸の前駆体であるホスファチジルイノシトールリン酸の合成酵素の阻害薬PAOは，ホスファチジルイノシトールリン酸の合成を阻害することでホスファチジルイノシトールビスリン酸の濃度を下げるはたらきがある．このPAOをシナプス前末端に注入したところ，cGMP依存性プロテインキナーゼ阻害剤と同様に，シナプス小胞のエンドサイトーシスが遅くなった．また，cGMP依存性プロテインキナーゼ阻害剤とともにシナプス前末端にホスファチジルイノシトールビスリン酸を注入したところ，cGMP依存性プロテインキナーゼ阻害剤によるエンドサイトーシスの阻害作用は消失した．以上の結果から，シナプス前末端においてcGMP依存性プロテインキナーゼがホスファチジルイノシトールビスリン酸の量を制御することでエンドサイトーシスを加速していることが示唆された．
　cGMP依存性プロテインキナーゼがホスファチジルイノシトールビスリン酸の量を制御していることは免疫組織化学的な手法によっても示された．免疫染色法により可視化されたcalyx of Heldシナプスのシナプス前末端におけるホスファチジルイノシトールビスリン酸の量は，cGMP依存性プロテインキナーゼ阻害剤およびNOスカベンジャーであるPTIOにより有意に減少した．この結果は，ラットの脳幹におけるホスファチジルイノシトールビスリン酸のELISA法による定量によっても同様に示された．これらの結果から，シナプス前末端においてcGMP依存性プロテインキナーゼがホスファチジルイノシトールビスリン酸の合成を促進あるいは分解を抑制することによりその濃度を制御し，その結果，シナプス小胞のエンドサイトーシスが加速していることが示唆された．
4．NOとcGMP依存性プロテインキナーゼによるエンドサイトーシスの制御が高頻度のシナプス伝達の維持に寄与する

　以上の結果から，シナプス前末端におけるシナプス小胞のエンドサイトーシスが，NO-cGMP依存性プロテインキナーゼ-ホスファチジルイノシトールビスリン酸を介して，シナプス後細胞からのシナプス逆行性の制御をうけていることが明らかになった．つぎに，このシナプス逆行性の制御がシナプス伝達にどのように関与しているかを調べた．シナプス前末端にホールセルパッチクランプを行い，電流注入により活動電位を発生させた．また同時に，細胞外記録によりシナプス後細胞の活動電位をモニターした．シナプス前末端における活動電位の発生頻度を100 Hzとし50秒間にわたり刺激をつづけたところ，シナプス後細胞の活動電位の追従率（シナプス前末端の活動電位に応じてシナプス後細胞が発火する割合）は徐々に減衰し，50秒後には約70％となった．つぎに，パッチピペットをとおしてシナプス前末端にcGMP依存性プロテインキナーゼ阻害剤を注入したところ，活動電位の追従率の減衰は刺激開始20秒後から阻害剤のない場合と比べ速く進むようになり，50秒後には約45％となった．この結果は，cGMP依存性プロテインキナーゼ阻害剤によりシナプス小胞のエンドサイトーシスが遅くなることでシナプス小胞の再形成が阻害され，その枯渇が生じたことによると考えられた．以上より，cGMP依存性プロテインキナーゼによるシナプス小胞のエンドサイトーシスの加速がシナプス小胞の枯渇を防ぐことにより，高頻度のシナプス伝達の維持に寄与しているものと結論された．
おわりに

　今回の研究により，シナプス前末端におけるシナプス小胞のエンドサイトーシスはシナプス後細胞からのシナプス逆行性の制御をうけており，この制御により高頻度かつ高信頼性のシナプス伝達が可能となっていることが明らかになった（図2）．また，この機構は生後発達とともに出現することから，シナプスの成熟に深く関与していることも示唆された．このシナプス逆行性の制御はシナプス前末端から放出されたグルタミン酸がシナプス後細胞のNMDA受容体により受容されることにはじまる．したがって，このNMDA受容体-NO-cGMP依存性プロテインキナーゼ経路は，シナプス前末端から放出されたグルタミン酸の量，すなわち，エキソサイトーシスされたシナプス小胞の数に応じて作用しシナプス前末端におけるシナプス小胞のエンドサイトーシスを制御している．この研究により，ニューロンがシナプス小胞のエンドサイトーシスをエキソサイトーシスと同調させ，シナプス伝達を持続するしくみが示された．
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〈図説明〉

図1　シナプスにおけるニューロンのあいだの情報伝達

シナプス前末端にはシナプス小胞とよばれる小胞があり，このなかに神経伝達物質が詰め込まれている．活動電位がシナプス前末端に到達すると，シナプス小胞がシナプス前末端膜と融合することで，なかの神経伝達物質は放出される（エキソサイトーシス）．シナプス後膜にある受容体は神経伝達物質を受け取り，電気信号へと変換することで情報の受け渡しがなされる．シナプス前末端膜に融合したシナプス小胞は再びシナプス前末端へと取り込まれ（エンドサイトーシス），新たなシナプス小胞として再形成され神経伝達物質を詰め込まれ再利用される．エキソサイトーシスされるシナプス小胞の量とエンドサイトーシスされるシナプス小胞の量とのバランスを制御することで，持続的なシナプス伝達が行われている．
図2　NOによるシナプス小胞のエンドサイトーシスのシナプス逆行性の制御

シナプス前末端から放出された神経伝達物質（グルタミン酸）は，シナプス後膜においてNMDA受容体に結合する．グルタミン酸を受け取ったNMDA受容体はシナプス後細胞へCa2+を流入させ，このCa2+はカルモジュリンを，カルモジュリンはNO合成酵素を活性化しNOを産生する．NOはシナプス後膜およびシナプス前末端膜を透過しシナプス前末端において水溶性グアニル酸シクラーゼ（sGC）を活性化する．活性化した水溶性グアニル酸シクラーゼはcGMPを産生し，このcGMPはcGMP依存性プロテインキナーゼ（PKG）を活性化する．活性化したcGMP依存性プロテインキナーゼはホスファチジルイノシトールビスリン酸（PIP2）の量を制御し，シナプス小胞のエンドサイトーシスを加速する．このようにして，NO-cGMP依存性プロテインキナーゼ-ホスファチジルイノシトールビスリン酸経路によるシナプス小胞のエンドサイトーシスのシナプス逆行性の制御が行われている．
