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小脳プルキンエ細胞の脱分極による抑制性 シナプスの逆行性調節 はカンナビ
ノイ ド受容体 を介する

吉田 隆行 (よしだ たかゆき)

はじめに

中枢神経系のシナプスでは様々な神経伝達調節が行われてい

る.化学シナプスにおいて,情報は神軽伝達物質を介 してシナ

プス前ニューロンから後ニューロンへ伝達 きれる (]]]嗣子性 シグ

ナル伝達).これに加えて,中枢のい くつかのニューロンでは,

シナプス後ニューロンから前ニューロンへ逆向きに11綱tまを伝達

する機構が知られている (逆行性シグナル伝遁).これはシナプ

ス後ニューロンの活動状態を情報の送 り手であるシナプス前ニ

ューロン-伝える新たな情報伝達機構 として注 E‖きれてお り,

シナプス伝達の調節やシナプス結合形成に重要な役割を果たす

と考えられている.

小脳プルキンエ細胞および海馬ニューロンでは,シナプス後

ニューロンの脱分極によって抑制性 シナプスがll劉生に抑圧 さ

れる現象 (Depolarization-inducedSuppressionoflnbibition:

DSI)が知 られている1)2).DSlはシナプス後ニューロンの細胞

内カルシウム濃度 (【Ca21i)の上昇が引金となり,シナプス前終

末の伝達物質放出が抑制されることによって生 じるため,逆行

性シグナルが関与すると考えられてきた.い くつかの先行研究

において,小脳および海馬では,グルタミン酸がシナプス後ニ

ューロンから神経活動依存的に放出され,シナプス前ニューロ

ンの終末に存在する代謝型グルタミン酸受容体 (mGluR)に作

用 し,抑制性伝達物質であるγ-アミノ酪酸 (GABA)の放出を抑

えることによってDSIを引き起こすと報告 されていた.しか し,
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.
小脳プルキ ンエ細胞の

誘発IPS Cに生 じるDSI
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Sl)図2.GroupIImGluRはDSIに関与 しない DSIはmGluRの括抗薬によって阻害 されないことか ら

:",グルタミン酸がDSIの主要な逆行性 シグナルであることは

疑問視されていた.敢近,当研究室の前島らは,内因性カンナビ

ノイ ド (内因性のマ リファナ頒似物質)が シナプス前終末のカン

ナ ビノイ ド(cB)受容体に対 して逆行性に作用することを明

らかにした4川 oCB受容体はマ 7)フアナの有効成分であ

る△tLテ トラヒドロカンナピノールの標的分子で,三量体G

TP結合タンパク質Gi/Oに共役する膜7回貫通型受容体である

.これ らには1塑 (CBl)秦よび2型(CB2)の2つのサブ

タイプが存在する.形態学的には,CBl受容体は中枢神経系

の様々な領域に豊富に存在 し,小脳では興奮性シナプスの患富な分子

層 とプルキンエ細胞への抑制性入力細胞であるバスケット細胞の軸索終

末に強 く発現 している.また,電気生理学的には,プルキンエ細胞

の自発性の抑制性 シナプス後電流 (IPSC)はCB受容体作

動薬 によって減弱する.これらの知見から,小脳プルキンエ細

胞のDSIでは内因性カンナビノイドが主要な逆行性 シグナル国子ではない

かという仮説を立て,電気生理学的手法

を用いてその検証を行った.方法

生後8から13日齢のC57BL/6Jマウスをエーテル深麻酔下で

断頭し
,
小脳から厚さ250
."
mの矢状断スライス標本を作製し

た
.
標本を 人工脳脊髄液で搬流しながら正立顕微鏡下でプルキ

ンエ細胞を同意 し
,
その細胞体か らホールセルパッチ
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I DCGIV WIN図 5.
CBl遺伝子欠損マウスではDSIが全 く起こらない
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oceIl図 7.小脳DS

Iのメカニズム記録 を行

なった.プルキ ンエ細胞 を-7

0mVに膜電位固定 し,バス

ケ ッ ト細胞の軸索 を電気刺激す ることによってIPSCを

記録 した. また, カルシウムイメージングとして
,
蛍光指

示薬にマグネシウムグ1)-ン

を用い
,
共焦点レーザ-
顕微

鏡を使って,
脱分極によって

生じるプルキンエ細胞内のカ

ルシウム濃度変化を測定した
.

結果

IPSCを走常記録した後
,
DSIを誘埠するためにプルキンエ細

胞に脱分極パルス(17OmV
からOmV,
4■桐･;i日射川100ms,1H7J,10
回)を与えた
.
すると
,
IPSCの振幅は一過性に減少し,およそ
2分後には元の振幅に回復した(図1A
,
冗)
.
DSIは減衰すること

なく
,
繰り返し同程度に生じた(図1A,D
)
.
次に
,
この現象が

シナプス前性の効果であることを確かめるため
,
l削門川t.Hi絹

50msの2発刺激によって得られる大きさの異なるIPSC振幅の

比率(1発目のIPSCに対する2発目のIPSC)であるPaired-Pulse
Ratio(PPR)を算出した.-一
般に
,
PPRの変化はシナプス前終末

からの伝達物質 放出の変化を反映すると考えられている
.
DSI

ではPPRが有意に増大することから(図1B
,
C)
,
この現象はシ

ナプス前終末からの伝達物質放出の減少によって生じることが

示唆された
.
DSIは逆行性のシグナルによって引き起こされることが本実

験系でも追試できたことから
,
まず始めに
,
グルタミン酸が逆

行性シグナルとして作用する可能他を検証した
.
IPSCはバス

ケット細胞軸索終末に存在するGroupIImGluRの選択的作動

薬(DCGIⅥによってシナプス酷使に抑圧されたが(図2B
,
C)
,
飽和濃度のDCGIV存在下でもDSIは影響されなかった(図

2A
,
D)
.
また
,
非選択的nlGluR措抗非(MCPG)はDCGⅣの効

果を阻害したが(図2A
,
D)
,
DSIには彩轡を全く与えなかった

(図2A
,
E)
.
これらの結果より
,
DSIとGroupIImGluRの活性化

による効果とは独立していると言え
,
DSIに関与する逆行性シ

グナルがグルタミン酸である可能性は極めて低いと言える
.
次に
,
内因性カンナビノイドの関与について検討した

.
IPSCはCB受容体作動薬(WIN55
,
212-2:
WIN)によってシナプ

ス前便に抑制され(図3B
,
C)
,
飽和濃度のWIN存在uFではDSI
は完全に遮断(occlude)された(図3A,
D)
.
このことから
,
WIN
によるIPSCの減少作用とDSIは
,
同一のシグナル経路を介す

ることが示唆さ れた
.
このWINの効果はCB受容体措抗薬

(SR141716A:SR)で完全に回復した(図3A
,
D)
.
さらに
,
SRによってCB受容体を阻害するとDSIは全く生じ

なかった(図4A
,
B)
.
さらなる確証を得るため
,
CBl遺伝子欠損マウスを用いた実
験を行なった.
CBl遺伝子欠損 マウスにおけるDCGIV

の効果は野生型マウスでの結果 と同様であったが (図5D,E),
DSIを誘導 してもPPRに変化はな く (図5B,C),WINの効果お よびDSI nHL.iE3一5
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.SR141716Aや CBl遺伝子欠損はプルキンエ紳 抱のカルシウム濃度上昇に彩管 を及ぼさない

は完

全に銅 つれていた (図5A,D,E).これ らの実験で は,脱

分極 によって生 じるプルキンエ細胞(図6A,F:点線郎)の[C

a当i上 狛 ま全 く障零されないことか ら(図6D,E,H),

A)レシウム依存的な内剛 幾カンナビノイドの生成には;;1ff

轡はないと考えられる.結論以 Lのことから,小脳DSrをお

こす逆行性 シグナル倍速物質はグルタミ

ン酸ではな く内剛聖カンナビノイドであ り,DSIはプルキ ンエ細胞か ら放出 された内剛生カンナビノイドが抑制性

シナプス前終末のCBl受容体へ逆行性 に作周 し,GABAの放出を抑制することによって生 じる規範であると棺諭 された (図7).
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