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学 位 論 文 の 内 容 要 旨

Slow synaptic transmission mediated by TRPVl channels in CA3 
interneurons of the hippocampus. 

海馬 CA3野介在神経においてτ汲PVlチャネJレにより誘発される遅発持続型シナプス応答
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初めに

グルタミン酸は鴫乳類の中枢神経系における主要な興奮性神経伝達物質であり、 AMPA型、 NMDA型

などのイオンチャネル内在型グルタミン酸受容体に作用するのみでなく、代謝型グルタミン酸受容

体にも作用することが知られている (Nedergaardet. a 1.， 2002)。代謝型グルタミン酸受容体は8

つのサブタイプから成り、それらはグループ 1(mGluR1、mGluR5)、グループE 伽泊luR2、mGluR3)、

グループm(mGluR4、mGlu郎、 mGluR7、mGluR8)の3つのグループに分類されている。このうち、グ

ループIはシナプス後部に、グループEとEはシナプス前部に発現し、シナプス伝達を調節してい

る (LeBeauet. a 1.， 2005)。

海馬は記憶・学習に重要な役割を果たし、その興奮性神経回路は記憶・学習のための情報処理を

担っている。海馬 CA3野の主要な興奮性神経細胞である錐体細胞は、相互に密な反回神経回路を形

成しており、 CA3野の興奮性の調節に重要である (Caiet. al.， 2007)。神経興奮性を抑制的に調節

するのが介在神経細胞であり、 CA3野介在神経細胞にはグループI代謝型グルタミン酸受容体が発

現し、その活性化により、 CA3野錐体細胞に抑制性シナプス応答が生じることが報告されている

(Poncer et. al.， 1995). CA3野介在神経において、代謝型グルタミン酸受容体!とよる興奮性シナ

プス応答のメカニズムを検討するため、第養海馬スライス標本を用いて、介在神経細胞における遅

発持続型シナプス応答を記録し、この反応が代謝型グルタミン酸受容体の活性化による Transient

Receptor Potential Vani loid 1 (TRPV1)チャネルの活性化により引き起こされることを明らかにし

たので、報告する。

方法

スライス培養

全ての実験は、生後 5-7日のラット仔から作成したスライス培養で行った。本動物実験は、神戸

大学大学院医学研究科・動物実験委員会によって承認されている(許可番号:P130808)。厚さ 400仰

の海馬スライス切片を、凝固ニワトリ血祭(JapanBiotest， Saitama， Japan)でカバーガラスに固着

し、血清を含む培地で試験管に密封し、回転インキュベーターにより 36度で 14-21日問、培養した。

電気生理学

スライス培養標本を、正立顕微鏡(AxioExaminer，Zeiss， Jena， Germany)に設置された記録チャ

ンパーに移し、外液 (148.8mM Na¥2. 7岬 K+，149.2 mM CIー， 2. 8 mM Ca2+， 2. 0 mM Mg2+， 11. 6 n制

HC03-， 0.4 mM H2PO正， 5.6 mM D-glucose and 10 mg/I phenol red; pH 7.4)を34度で濯流した。

EPC10増幅器(H臥AE 1 ektron i k， Lambrecht， Germany)を使用し、パッチ電極 (2-5MQ)で、海馬 CA3

野介在神経細胞から記録した。電極は、肉液(140n制 Cs-acetate，10 n制 Hepes，O. 1 n制 EGTA，5 

mM QX-314-GI， 2 n制 Mg~ATP， 5 mM creatine phosphate， 0.4 n湖町P，lg/1and biocytin;. pH 7.2) 

で満たした。 CA3野錐体細胞層に細胞外刺激電極を設置し、電気刺激による CA3野介在神経細胞にお

けるシナプス応答を記録した。代謝型グルタミン酸受容体によるシナプス応答を記録するために、

細川型グルタミン酸受容体措抗薬CNQX(40μM)、NMDA型グルタミン酸受容体措抗薬APV(50μM)、



GABAI受容体錆抗薬 gabazi ne (10μ冊、 GABAs受容体措抗薬 CGP55845(1μM)を細胞外液に加えた。

電気信号はPATCHMASTERソフトウェア(HEKAElektronik， Lambrecht， Germany)を用いてデジタル記

録し、ハードデ二fスクに保存した。数値データlま平均土標準誤差として表した。

結果

保持電位一7伽lVでシナプス応答を惹起したところ、遅発持続型内向き電流が記録された(ピーク振

幅はー71.2土 13.2pA)。遅発持続型肉向き電流の逆転電位Iまー16.0:!: 3.3 mVであり、非選択的陽

イオンチャネルを介することが示唆された。この遅発持続型シナプス応答は、グループI代謝型グ

ルタミン酸受容体の措抗薬である AP3(100μM)により阻害された。また、細胞外液からカルシウム

を除くと応答は消失したことから遅延性肉向き電流はグループI代謝型グルタミン酸受容体活性化

により引き起こされる興奮性シナプス後電流 (Excitatorypostsynaptic current: EPSC)と考えら

れた。以下、遅発持続型 EPSCと呼称する。

代謝型グルタミン酸受容体活性化による応答であることを確認するため、記録電極内に G蛋白質

随害剤、 GDPβS(1 mM)を加えたところ、遅発持続型 EPSCが抑制された。このため、遅発持続型 EPSC

はG蛋白質を介した細胞内情報伝達を介していると考えられた。次にカルシウムキレート剤、 BAPTA

(10酬)、ホスホリバーゼc阻害剤、 U73122(5μM)をそれぞれ記録電極内に加えたが、 BAPTA、U73122

のいずれも遅発持続型 EPSCを変化させなかった。遅発持続翠 EPSCはグループI代謝型グルタミン

酸受容体活性化により引き起こされるが、細胞内カルシウム漫度、ホスホリバーゼcは関与してい

ないことが示された。

次に、脳に発現する陽イオンチャネル、 TRPチャネル(TransientReceptor Potential Channel)に

着目し、 TRP・チャネル阻害剤であるランタン札a恥， 100 IJM)を投与したところ、遅発持続型 EPSCIま

抑制された。そこで、海罵に発現し、シナプス可墾性への関与が報告される TRPV1チャネルの関与

を検討した。 TRPV1チャネルの阻害剤、力プ沙ゼピン(10μM)を投与したところ、遅発持続型 EPSC

は臨書された。また、 TRPV1チャネルの選択的アゴニス卜、カプサイシン(5μ附を投与したところ、

介在神経細胞に内向き電流が惹起された。

最後に、グループI代謝型グルタミン酸受容体と TRPV1チャネルの関係について検討した。グル

ープI代謝型グルタミン駿受容体の選択的アゴニスト、 DHPG(10μM)を投与すると、 CA3介在神経細

胞に内向き電流が記録され、この内向き電流はカプサゼピン(10μM)により抑制された。グループ

I代謝型グルタミン酸受容体活性化により誘導される電流は、 TRPV1チャネルが担っていることが

示唆された。

討論

TRPチャネルはヒト組織に広〈発現していることが知られており、慢性悲痛、心血管系疾患、皮膚

疾患、代謝性疾患、癌など、多くの疾患との関連が報告されている (Kanelωet.al.， 2014) 0 TRPV1 

チャネルは TRPチャネルのサブタイプの 1つであり、末梢神経においては温痛覚の受容器として知

られ、海馬をはじめ脳での発現が報告されている (Brownand Passmore， 2010)。シナプス前部に発

現する TRPV1チャネルlま神経伝達物質の放出を調節し (Kauerand Gibson， 2009)、シナプス後部に

発現する TRPV1チャネルは、 AMPA型グルタミン酸受容体や GABAI受容体のエンドサイトーシスによ

りシナプス応答を調節することが報告されている (Grueteret. a 1.， 2010)。本研究では、海馬 CA3

野介在神経細胞の TRPV1チャネルが、海馬 CA3野の興奮性を制御している可能性を示した。

グループI代謝型グルタミン酸受容体は、ホスホリバーゼcの活性化とそれに続く細胞内カルシ

ウム濃度の上昇を経て、細胞膜イオンチャネルを活性化することが知られている (Carlier et. al.， 

2006)。本研究で観察された遅発持続型 EPSCI立、グループ I代謝型グルタミン酪受容体の活性化が

必要であるが、ホスホリバーゼcの活性化と細胞肉カルシウム濃度上昇は関与していない。 TRPV1チ

ャネルの肉因性アゴニストとしてアラキドン酸、エンドカンナピノイドも知られており (Puenteet. 

al.， 2011)、これらの物質がホスホリバーゼGを介さない細胞内情報伝達により TRPV1チャネルを

活性化し、遅発持続型EPSCが惹起される可能性が考えられる。

TRPV1ノックアウトマウスは明暗箱テスト(Light-dark box test)や高架式十字迷路試験

(E 1 evated p 1 us maze test)で不安行動が少ないことが報告されている。これらの行動は海馬によ

る記憶・学習機能と関連があると考えられている (Marschet. a 1.， 2007)ロ海馬スライス標本を用

いた実験では、薬剤に誘発されたてんかん様神経活動が TRPV1チャネル阻害剤、カブサゼピンによ

り抑制されることが報告されている (Gonza1 ez-Reyes et. a 1.， 2013)。これらの研究報告は、海馬

の TRPV1チャネルが記憶・学習や、てんかんの発症に重要な役害:11を果たしている可能性を示してい

る。 TRPV1チャネルと海馬の機能や疾患との関連については、今後更なる研究が必要である。
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【目的】

海馬は記憶や空間認知に重要な役割を果たし、その興奮性神経回路は記憶・学習のための

情報処理を担っている。海馬 CA3野の主要な興奮性神経細胞である錐体細胞は、相互に密

な反回神経回路を形成しており、 CA3野の興奮性の調節に重要である。神経興奮性を抑制

的に調節するのが介在神経細胞であり、 CA3野介在神経細胞にはグループI代謝型グルタ

ミン酸受容体 (metabotropicglutamate receptor; mGluR)が発現し、その活性化により、

CA3野錐体細胞に抑制性シナプス応答が生じる乙とが報告されている。本研究は、 CA3野
介在神経において、代謝型グルタミン酸受容体による興奮性シナプス応答のメカニズムを

調べた。

【方法]

全ての実験は、生後 5・7日のラット仔から作成したスライス培養で行われた。本動物実験

は、神戸大学大学院医学研究科・動物実験委員会によって承認されている(許可番号:

P130808)。スライス培養標本は、回転インキュベーターにより 36度で 14-28日間培養さ

れた。スライス培養標本は、正立顕微鏡に設置された記録チャンパーに固定され、 34口の
細胞外液で濯流された。 EPClO増幅器を使用し、パッチ電極 (2-5MQ)で、海馬 CA3野

介在神経細胞からシナプス応答が記録された。mGluRによるシナプス応答を記録するため

に、 AMPA型グルタミン酸受容体措抗薬 CNQX(40pM)、 NMDA型グルタミン酸受容体

括抗薬 APV(50 pM)、 GABAA受容体拾抗薬 gabazine(lOpM)、 GABAB受容体拾抗薬
CGP55845 . (1 PM)が細胞外液に加えられた。

[結果1
1. CA3野錐体細胞層への細胞外刺激により、 CA3野介在神経細胞において外向き整流性

を有する遅発持続型シナプス応答が記録された。

2.この遅発持続型シナプス応答はグループImGluRの阻害薬で消失することから、興奮

性シナプス後電流 (Excitatorypostsynaptic current: EPSC)であることが示された。

3.この遅発持続型 EPSCはG蛋白質阻害薬により阻害されるが、細胞内へのカルシウム

キレート薬やホスホリバーゼ C阻害薬では匝害されない。この結果から、この遅発持
続型 EPSCは、グループ 1mGluRによる G蛋白質活性化を介するが、グループI
mGluRにより活性化される細胞内カルシウム上昇やホスホリバーゼCを介さないこと
が示唆された。

4.遅発持続型EPSCはTRPV1チャネル阻害薬により阻害され、グループ1mGluRの刺

激により TRPV1阻害薬で消失する内向き電流が誘導される。この結果から、この遅発

持続型 EPSCは、グループ 1mGluRによる TRPV1活性化を介することが示唆された。



[結論】

TRPチャネルはヒト組織に広く発現していることが知られており、慢性察痛、心血管系疾

患、皮膚疾患、代謝性疾患、癌など、多くの疾患との関連が報告されている。 TRPVlチャ

ネルは TRPチャネルのサブタイプの 1つであり、末梢神経においては温痛覚の受容器と

して知られ、海馬をはじめ脳での発現が報告されている。シナプス前部に発現する TRPVl
チャネルは神経伝達物質の放出を調節し、シナプス後部に発現する TRPVlチャネルは、

AMPA型グルタミン酸受容体や GABAA受容体のエンドサイトーシスによりシナプス応答

を調節することが報告されている。本研究では、海馬 CA3野の錐体細胞は、グループI代

謝型グルタミン酸受容体による TRPVlチャネルの活性化を介して介在神経細胞を活性化

し、海馬 CA3野神経細胞の興奮性を制御している可能性が示された。

以上、本研究は、パッチクランプ法を用い海馬におけるシナプス応答を記録し、海j馬CA3

野の介在神経細胞におけるグループ 1mGluRによるTRPVlチャネル活性化の存在を明ら

かにしたものであり、海馬の局所神経回路の役割を理解する上で重要な貢献をしたものと

して価値ある集積であると認める。よって、本研究者は、博士(医学)の学位を得る資格

があると認める。




