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緒言 
 
 
 大麻（マリファナ）に含まれる麻薬成分や、近年問題視されている、いわゆる”危険

ドラッグ”の主成分は、カンナビノイド受容体の強力な作動薬である。これらは神経回

路に発現するカンナビノイド受容体に作用して、多幸感、幻覚、鎮静、鎮痛、記憶障

害、不安軽減、食欲増進などさまざまな神経薬理作用を及ぼす。生体内にはこの受容

体に対するリガンドである内因性カンナビノイド（endocannabinoid、eCB）の存在が

知られており、扁桃体においてはカンナビノイド受容体を活性化することが恐怖記憶

の消去学習に関わっている。この機能の障害は、ヒトにおいては、恐怖体験記憶の消

去学習が進まず心身の病的反応が持続する心的外傷後ストレス障害と関与している可

能性があり、eCBシグナル伝達の詳細な生理的機構を解明することは臨床的にも有用

である可能性が示唆される。 
 近年、中枢神経系の神経回路におけるカンナビノイドシグナル伝達のメカニズムに

関する理解が急速に進んでいる。脱分極誘発性の Ca2+イオン濃度の上昇 1-3、G q/11蛋

白共役型受容体の活性化 4、またはその両者 5-8によって、eCB がポストシナプスニュ

ーロンから産生・放出され、プレシナプス神経終末上に発現する1型カンナビノイド

受容体（CB1）に逆行性に働き、伝達物質放出の短期及び長期抑制を誘導する 9。この

逆行性伝達抑制は、上記の多くの神経機能調節に関与している 10。脳において、2-ア
ラキドノイルグリセロール（2-arachidonoylglycerol、2-AG）は、sn-1 ジアシルグリセ

ロールリパーゼ （DGL ）によって合成される主要な eCB である 11-16。2-AG は主に

モノアシルグリセロールリパーゼ（monoacylglycerol lipase、MGL）によって分解され
17-19、逆行性伝達の強さや時空間的特性を調節している 20-24。 
 大脳皮質、海馬及び扁桃体基底外側核では、CB1 は、錐体細胞の細胞体を標的とす

るコレシストキニン（cholecystokinin、CCK）陽性バスケット細胞のγアミノ酪酸

（ -aminobutylic acid、GABA）作動性終末に豊富に発現している 25-28。これらの皮質領

域や皮質様扁桃体において、DGL は錐体細胞で興奮性シナプスを形成する樹状突起

スパインに集積しているが 29-31、錐体細胞を支配する興奮性終末では CB１の発現は弱

い 32。この相反的な分子配置は、2-AGによって媒介される興奮性及び抑制性の逆行性

伝達抑制のバランスを調整していると考えられている 10。私が所属する研究室は、こ

の一般的な分子配置パターンとは異なり、DGL と CB1の双方が高いレベルで発現集

積するユニークなシナプスを扁桃体基底核において発見しており、その特異な形状か

ら陥入型シナプスと命名した 33。陥入型シナプスでは、CB1を発現するCCK 陽性バス

ケット細胞の神経終末が錐体細胞の細胞体に対して陥入構造を形成し、その陥入部位

のポスト側にDGL が高密度で集積している。皮質領域では、CCK 陽性バスケット細
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胞には 3 型小胞性グルタミン酸トランスポーター（vesicular glutamate transporter-3、
VGluT3）を共発現するものと、血管作動性腸管ポリペプチド（vasoactive intestinal 
polypeptide、VIP）を共発現する二群に分けられるが 33,34、陥入型シナプスを形成する

扁桃体基底核のバスケット細胞がそのどちらかであるかは不明である。さらに、陥入

型シナプスは扁桃体の中では基底核に特異的に形成されるが、皮質領域に存在するか

どうかも未だ不明である。 
 本研究では、私はこれら 2 つの疑問点を解明する目的で、VGluT3 を発現する扁桃

体基底核の CCK 陽性バスケット細胞の神経化学的特性を追求し、皮質領域における

陥入型シナプスの存在について検討した。その結果、扁桃体基底核において、VGluT3
を発現する CCK 陽性バスケット細胞が特異的に陥入型シナプスを形成することを見

出した。陥入型シナプスのポストシナプス膜はGABAA受容体を選択的に発現したが、

-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid（AMPA）型グルタミン酸受容体の発現

は観察されなかった。一方、G q/11蛋白共役型である 5 型代謝型グルタミン酸受容体

（metabotropic glutamate receptor-5、mGluR5）は錐体細胞の細胞体及び樹状突起表面の

シナプス外膜に広く分布していた。錐体細胞には、G q/11蛋白共役型の2型CCK受容

体（CCK2R）のmRNA も豊富に発現していた。さらに、VGluT3、CB1、DGL が集積

する陥入型シナプスは体性感覚野、運動野、嗅内領皮質など特定の皮質領域にも豊富

に存在していた。これらの所見は、GABA/グルタミン酸/CCK という 3 種類の伝達物

質からなる表現型は、皮質領域や皮質様扁桃体における陥入型シナプスに共通する神

経化学的特性であることを示すとともに、GABA が速いシナプス伝達に関与し、グル

タミン酸と CCK がそれぞれの G q/11タンパク共役型受容体の活性化を介してこれら

の伝達物質の放出を逆行性に制御していることを示唆する。 
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略語表 
 
本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである。 
 
2-AG 2-arachidonyl glycerol 

AMPA -amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

BCIP 5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate 

BSA bovine serum albumin 

CaMKII  calmodulin-dependent kinase II  subunit 

CB1 cannabinoid receptor type 1 

CCK cholecystokinin 

DGL  diacylglycerol lipase-  

DIG digoxigenin 

DSI depolarization induced suppression of inhibition 

eCB endocannabinoid 

FITC fluorescein isothiocyanate 

GABA -aminobutylic acid 

GAD67 67 kDa-glutamic acid decarboxylase 

GluA2 ionotropic glutamate receptor subunit A2 

GTBST gort normal serum tris-buffered saline with triton 

MAP2 microtubules-associated protein 2 

MGL monoacylglycerol lipase 

mGluR5 metabotropic glutamate receptor type 5 

NBT nitro-blue tetrazolium 

NTE NaCl-Tris-EDTA 

PB phosphate buffer 

PBS phosphate buffered saline 

SSC saline sodium citrate buffer 

TBST Tris-buffered saline with triton 

TNT Tris-NaCl-Tween20 

TSA tyramide signal amplification 

VGluT3 vesicular glutamate transporter 3 

VIAAT vesicular inhibitory amino acid transporter 

VIP vasoactive intestinal peptide 
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実験方法 
 
I. 使用動物及び脳切片作成 
 成熟（2-4 月齢）雄性 C57BL/6 マウスを用いた動物実験は、全て「国立大学法人北

海道大学動物実験に関する規定（平成 19年4 月1 日）」を遵守して行った。それぞれ

の定性及び定量データは 2-3 匹のマウスから取得した。 
ペントバルビタール深麻酔下で、4%パラホルムアルデヒド/0.1 M リン酸バッファー

（PB、pH 7.2）で経心的に灌流固定を行った脳を蛍光免疫染色及び発色性 in situ ハイ

ブリダイゼーション法に用い、4%パラホルムアルデヒド/0.1%グルタールアルデヒド

/0.1 M PBで灌流固定を行った脳を免疫電子顕微鏡法に用いた。蛍光免疫染色及び包埋

前免疫電子顕微鏡法には、マイクロスライサー（VT1000S、Leica、Nussloch、Germany）
を用いて切片（50 m 厚）を作成した。包埋後電子顕微鏡法には、マイクロスライサ

ー切片（400 m）を30%グリセロール/0.1 M PBに浸漬した後、EM CPC unit（Leica）
中で液体プロパンにより瞬間凍結した。AFS freeze-substitution unit（Leica）内で凍結切

片を-90℃で0.5%酢酸ウラン/メタノールに浸漬し、続いて-45℃でLowicryl HM-20 resin
（Chemisch Werke Lowi）に浸漬した。紫外線下で重合させた組織標本から、ウルトラ

ミクロトーム（Ultracut；Leica）を用いて超薄切片（80 nm）を作製した。 
発色性 in situ ハイブリダイゼーション法には、灌流固定後の脳標本を同固定液で 3

日間の室温後固定を行った脳を、蛍光 in situ ハイブリダイゼーション法にはエーテル

麻酔処置下で摘出した新鮮脳を用い、いずれも粉末状にしたドライアイスにより全脳

を凍結し、クライオスタット（CM1900、 Leica）を用いて凍結切片（50 m）を作成

した。 
 
II. 抗体 
 蛍光免疫染色及び免疫電子顕微鏡法において、本研究ではCa2+/calmodulin-dependent 
kinase II  subunit （CaMKII ）、CB1、DGL 、GABAA receptor 1 subunit（GABAAR 1）、
AMPA receptor subunit GluA2、mGluR5、microtubules-associated protein 2（MAP2）、VGluT3、
vesicular inhibitory amino acid transporter（VIAAT） 及びVIP に対する一次抗体を用いた。

これらの一次抗体の抗原部位の配列、宿主、特異性、参考文献情報を、表１に示した。 
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抗原分子 抗原部位（NCBI#） 宿主 特異性 参照 
CaMKII  ラットCaMKII  マウス IB Merck-Millipore 
    （05-532、Clone 6G9） 
CB1 443-473 ウサギ KO、IB Fukudome et al.（2004）36 
 （NM_007726） モルモット 
  ヤギ 
DGL  1003-1044 ウサギ KO、IB Yoshida et al.（2006）30 
 （NM198114） ヤギ 
GABAARα1 369-386 ウサギ IB/HEK Ichikawa et al.（2011）37 
 （NM_010250） 
GluA2 847-863 ウサギ IB/KO Yamazaki et al.（2010）38 
 （X57498）  
MAP2 927-1104 ヤギ * Miura et al.（2006）39 
 （NM_008632） 
mGluR5 1144-1171 ウサギ KO Uchigashima et al.（2007）40 
 （D10891） モルモット 
VGluT3 558-601 モルモット IB Somogyi et al.（2004） 34 
 （AF510321） ヤギ 
VIAAT 75-87 マウス  Synaptic Systems 

 （NM_031782）   （1310011） 

VIP porcine VIP ウサギ PT Euro-Diagnostica 
    （RB311） 
 

表 1. 使用した一次抗体の抗原部位の配列、宿主、特異性、参考文献 
 IB、脳ホモジナイズによるイムノブロットによる特異性検定；KO、遺伝子ノックアウトマウスによる

特異性検定；HEK、標的分子をトランスフェクションしたHEK細胞におけるイムノブロットによる特異

性検定；PT、免疫吸収試験による特異性検定；*、抗MAP2抗体は、ニューロンの細胞体及び樹状突起選

択的な免疫反応を示したことから特異的であると判断した。 

 
III. in situ ハイブリダイゼーション 
 cRNA プローブの調製と in situ ハイブリダイゼーションは過去に報告されたプロト

コルに従って行った 41。マウスCB1（121-1630bp、NCBI accession number U22948）、マ

ウス preproCCK（124-411、NM_031161）、マウス CCK2R（206-1243、NM_007627）、
マウス67 kDa-glutamic acid decarboxylase（GAD67、1035-2015; NM_008077）、マウス

VGluT1（301-1680、BC054462）、マウス VGluT3（22-945、NM_182959）及びマウス

preproVIP（155-683、NM_011702）の cDNA フラグメントをpBluescript IIプラスミド

ベクターにサブクローニングし、直鎖化したプラスミドを鋳型として、フルオレセイ

ンまたはジゴキシゲニン（digoxigenin、DIG）標識の cRNA プローブを調製した。 
 新鮮凍結切片を用いる場合は、まず 4%パラホルムアルデヒド/0.1 M PBで 10 分間固

定した。0.25%無水酢酸を含む 0.1 M trithanolamine-HCl（pH 8.0）で10 分間アセチル化

した後、2 x SSC（1 x SSC：15 mM クエン酸ナトリウム/150 mM NaCl）/0.1% Tween20、
0.1 x SSC/0.1% Tween20、70%エタノール、100%エタノールと順次5 分間リンスした

後に風乾した。その後、ハイブリダイゼーションバッファー（50% 脱イオン化ホルム



7 

アミド、50 mM Tris塩酸緩衝液（pH 8.0）、 200 ug/mL tRNA （Gibco-BRL、Bethesda、
MD、USA）、 1 x Denhardt（0.0004% Fincoll、0.0004% ポリビニルピロリドン、0.0004% 
BSA）、 0.6 M NaCl、0.25% SDS、10% デキストラン硫酸）を用いて室温で1 時間プ

レハイブリダイズさせ、2 x SSC/0.1% Tween20、0.1 x SSC/0.1% Tween20、70%エタノ

ール、100%エタノールと順次 5分間リンスし、風乾した。前述のリボプローブをハイ

ブリダイゼーションバッファーにそれぞれ 1:1000 希釈となるように添加して切片に

搭載し、63.5℃で12 時間のハイブリダイゼーションを行った。洗浄は、まず61℃で5 
x SSC/0.0005% Tween20で30 分間、4 x SSC/50% ホルムアミド/0.001% Tween20 で40
分間、2 x SSC/50% ホルムアミド/0.001% Tween20 で 40 分間、0.1 x SSC/0.0005% 
Tween20 で15 分間（2回）を行ない、次に室温で0.1 x SSC/0.0005% Tween20 で15 分

間行った。NTEバッファー（0.5 M NaCl、0.01 M Tris塩酸緩衝液（pH 8.0）、0.5 mM EDTA、
0.0005% Tween20）で 10 分間洗浄した後、NTE バッファーにヨードアセトアミドを

20 mMとなるように加え、室温下30分間反応させ、NTEバッファーでさらに10分間、

TNT バッファー（0.1 M Tris 塩酸緩衝液（pH 7.5）、0.15 M NaCl、0.00075% Tween20）
で15 分間洗浄した。 
 フルオレセイン及びDIG の免疫組織化学的検出のために、発色性検出の際にはDIG 
blocking solution（1% blocking reagent（Roche Diagnostics、Basel、Switzerland）、4%正

常ヒツジ血清/TNTバッファー）で1 時間、蛍光検出の際にはDIG blocking solution 及

び0.5% tyramide signal amplification（TSA） blocking reagent（PerkinElmer、Waltham、

MA、USA）/TNT バッファーでそれぞれ 30 分間、ブロッキングを行った。その後、

発色性検出の際にはDIG blocking solutionで1:500に希釈したアルカリフォスファター

ゼ標識抗 DIG 抗体（Roche Diagnostics）で 1.5 時間、蛍光検出の際には DIG blocking 
solution で1:1000 に希釈したペルオキシダーゼ標識抗DIG（Roche Diagnostics）または

抗フルオレセイン抗体（Invitrogen、 Eugene、 OR）を 1 時間、反応させた。発色性

検出にはTNTバッファーで 15 分ずつ2回洗浄した後、detection buffer（0.1 M Tris 塩
酸緩衝液（pH 9.5）、0.1 M NaCl、50 mM MgCl2）1:50希釈したnitro-blue tetrazolium（NBT）
/5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate（BCIP）（Roche Diagnostics）と 12 時間反応させ

た。 
二重蛍光 in situ ハイブリダイゼーションでは、まず切片にペルオキシダーゼ標識抗

フルオレセイン抗体を 1時間反応させ、その後 fluorescein isothiocyanate（FITC）-TSA 
plus amplification kit（PerkinElmer）を10 分間反応させフルオレセイン標識 cRNA の検

出を行った。1% H2O2を30 分間反応させて残存するペルオキシダーゼ活性を失活させ

た後、切片にペルオキシダーゼ標識抗 DIG 抗体を 1 時間反応させ、その後、

indocarbocyanine（Cy3）-TSA plus amplification kit（PerkinElmer）を10 分間反応させて

DIG標識 cRNAの検出を行った。TOTO-3（invitorogen）をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）
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中に1:50 希釈し、20分間反応させることで対比染色を行った。 
 発色性 in situ ハイブリダイゼーションの画像は光学顕微鏡（BZ-9000；Keyence、Japan）
とPlanApo（4 x/0.20、10 x/0.45）対物レンズ（Nikon、Tokyo、Japan）で撮像し、蛍光

in situハイブリダイゼーションの画像はHeNe/Arレーザーを搭載した共焦点レーザー

走査型顕微鏡を用いて撮像した。なお、前述のアンチセンスプローブを用いたハイブ

リダイゼーションシグナルの特異性は、それぞれのセンスプローブでは有意なシグナ

ルが現れないことによって確認した。 
 
IV. 蛍光免疫染色 
 免疫組織化学的反応は、全て室温でガラス試験管を用いた浮遊法で行った。抗体希

釈及び洗浄には PBS/0.1%Tween20 を用いた。マイクロスライサー切片を 10%正常ヤ

ギ血清/PBS を用いて 20 分間反応させた後、PBS/0.1%Tween20 で希釈した一次抗体の

混合液（各 1 g/mL）と一晩反応させた。翌日、5 分間の洗浄を 3 回行った後、

PBS/0.1%Tween20で希釈した動物種特異的なAlexa405、Alexa488、Cy3 及びAlexa647
標識ロバ二次抗体（1:200、Invitrogen、Eugene、OR、USA；Jackson ImmunoResearch、
West Grove、PA、USA；Abcam、Cambridge、UK）と2 時間反応させた。5 分間の洗

浄を3 回行った後、スライドグラス上にマウントし、VectaShield（Velctor Laboratries、
Burlingame、CA、USA）を用いて封入した。 
 画像は405、473、559、547 nm ダイオードレーザーとPLAPON 60 x OSC2対物レン

ズ（NA 1.4）を備えた共焦点レーザー走査型顕微鏡（FV1200；Olympus）を用いて撮

像した。 
 
V. 免疫電子顕微鏡法 
 包埋前銀増感免疫金電子顕微鏡法では、マイクロスライサー切片をブロッキング溶

液（Aurion、Wageningen、The Netherlands）に30分間反応させた後、1%ウシ血清アル

ブミン（BSA）/0.004%サポニン/PBSで希釈した一次抗体（1 g/mL）と一晩反応させ

た。翌日、0.004％サポニン/PBSによる 10 分間の洗浄を3回行った後、0.004％サポニ

ン/PBSで希釈した 1.4 nm 径金標識二次抗体（1:100、Molecular probes、Stony Brook、
NY、USA）と2 時間反応させ、0.004%サポニン/PBS で 10 分間の洗浄を3 回行った。

1%グルタールアルデヒド/PBSで10 分間の後固定を行い、PBSで 5 分間の洗浄を3 回

行った後、銀増感キット（R-GENT SE-EM、Aurion）を用いて免疫金粒子シグナルを

増強した。免疫染色後の切片を 1%四酸化オスミウム溶液に15 分間、2%酢酸ウラン溶

液に20 分間反応させ、アルコール脱水を行い、QY-1 に置換後、Epon812に包埋した。

Epon812 に包埋した組織標本から、ウルトラミクロトーム（Ultracut；Leica）を用いて

超薄切片（80 nm）を作製した。銅グリッド上の超薄切片を2 %酢酸ウラン溶液で5 分
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間、5 分間、3 回超純水で洗浄後、Reynold クエン酸鉛溶液で 30 秒間、電子染色を行

い、再び3 回の洗浄を行った。 
 包埋後免疫金電子顕微鏡法では、ニッケルグリッド上の超薄切片を飽和ナトリウム

エトキシドで 2 秒間エッチングを行った後、50 mM グリシン/TBST（0.03%Triton 
X-100/Tris 緩衝生理食塩水、pH 7.4）で 10 分間反応させ、ブロッキング溶液（2%正常

ヤギ血清/TBST（GTBST））で10 分間ブロッキングを行った。GTBST で希釈した一次

抗体（ウサギGABAAR 1またはGluA2抗体（各20 g/mL））を一晩反応させた。5 mg/mL
ポリエチレングリコール含有GTBST で希釈した金コロイド（直径10 nm） 標識抗ウ

サギ二次抗体（1:100、British BioCell Internatinal、Cardiff、UK）で2 時間反応させた。

TBST で洗浄した後、2%正常ウサギ血清/TBST で 30 分ブロッキングを行い、GTBST
で希釈したモルモット抗VGluT3 抗体（20 ug/mL）を 6 時間反応させ、5 mg/mLポリ

エチレングリコール含有GTBST で希釈した金コロイド（15 nm）標識抗モルモット二

次抗体（1:100、British BioCell Internatinal）で 2 時間反応させた。切片を超純水で洗浄

した後、5%酢酸ウラン/40%エタノールで90秒間、Reynoldクエン酸鉛溶液で90秒間、

電子染色を行った。 
 画像はH-7100（Hitachi、Tokyo、Japan）または JEM1400（JOEL、Tokyo、Japan）電

子顕微鏡で撮像した。定量的な解析では、シナプス後膜から金粒子中心までの距離が

30 nm 未満であるものをシナプス後膜に結合した金粒子と定義し、ImageJ ソフトウェ

ア（http://imagej.nih.gov/ij/）を使用し計測した。 
  

http://imagej.nih.gov/ij/
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実験結果 
 
I. VGluT3+/CCK+介在ニューロンはCB1 mRNA を高レベルに発現する 
 まず全体の発現パターンを把握する目的で、扁桃体を含む前脳の冠状断切片を用い

てCB1、VGluT3 及びGAD67 mRNA に対する発色性 in situ ハイブリダイゼーションを

行った。前脳では、CB1 mRNA の2つの異なる細胞発現パターン（びまん性で弱い細

胞発現と孤立性で強い細胞発現）が認められた（図 1A、B）。大脳皮質、海馬及び扁

桃体基底核では２つの細胞発現パターンが混在していたのに対して、線条体、扁桃体

中心核及び視床下部腹内側核ではびまん性で弱い細胞発現パターンのみが観察された。

VGluT3 mRNA は、大脳皮質、海馬、線条体及び扁桃体基底核の少数の細胞に孤立性

に発現していたが、扁桃体外側核や中心核には発現細胞は認められなかった（図 1C、 
D）。GAD67 mRNA は大脳皮質、海馬、扁桃体基底核及び外側核では比較的少数の細

胞に発現しており、扁桃体中心核、線条体、視床網様核、不確帯及び視床弓状核では

ほとんど全て細胞に発現していた（図1E、F）。これらの発現パターンは、先行研究 33,42-44

と一致していた。また、センスプローブを使用した場合には、有意な反応は見られな

かった（データ不掲載）。これらの結果から、使用した in situ ハイブリダイゼーション

プローブの特異性が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 CB1、 VGluT3、 GAD67 mRNA の発現パターン 
成体マウスの扁桃体を含む前脳冠状断標本でのCB1（A、B）、VGluT3（C、D）、GAD67（E、F）mRNA

に対する発色性 in situハイブリダイゼーション。B、D、FはそれぞれA、C、Eの枠内の拡大画像。 

Arc、視床下部弓状核,；BA、扁桃体基底核；CeA、扁桃体中心核；Cx、大脳皮質； Hi、海馬,；LA、

扁桃体外側核,；RTN、視床網様核,；St、線条体,；VMH、視床下部腹内側核；ZI、不確帯。 

スケールバー：A、C、E、500 m；B、D、F、100 m 
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 扁桃体基底核では、CB1 mRNAを強く発現する細胞はCCK陽性GABA 作動性介在

ニューロンであることが知られている 45-47。VGluT3 mRNA を発現する細胞の神経化

学的特性を検討するために、二重標識蛍光 in situハイブリダイゼーションを行った（図

2）。全てのVGluT3 mRNA 陽性細胞は、GAD67 mRNA（n = 57細胞）、CB1 mRNA（n 
= 42）及びpreproCCK mRNA（n = 52）を発現していた（図2A-C、矢頭）。CB1 mRNA
及びpreproCCK mRNAの発現パターンに関して、扁桃体基底核では強く発現する細胞

と弱く発現する細胞とが容易に識別され、VGluT3 mRNA を発現するニューロンは全

てCB1 mRNAとpreproCCK mRNAを共に強発現する細胞であった（図2B、C、 矢頭）。

一方、CB1 mRNA とpreproCCK mRNA を共に強発現する細胞には、VGluT3 mRNA を

発現しない細胞もあった。VGluT3 mRNA を発現する細胞は、CB1 mRNAを強発現す

る細胞（n = 152）のうち27.6%であった。CB1を弱発現する細胞のほとんどはVGluT1 
mRNA を発現する錐体細胞で、一部はGAD67 mRNA を発現するGABA 作動性介在

ニューロンであった（データ不掲載）。従って、VGluT3 mRNA を発現する全てのニュ

ーロンは、CB1とpreproCCK を強発現するGABA作動性介在ニューロンであり、これ

は扁桃体基底核におけるCB1強発現細胞の約4分の1 を占めることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2扁桃体基底核におけるVGluT3 mRNA の選択的発現  
扁桃体基底核におけるVGluT3 mRNA（赤）と神経マーカー（緑）に対する二重標識蛍光 in situハイブ

リダイゼーション。矢頭は、VGluT3 mRNAを発現するニューロンはGAD67 mRNA（A）、CB1 mRNA

（B）およびpreproCCK mRNA（B）を高レベルで共発現する一方、preproVIP mRNA（D）を発現しな

いことを示す。 

スケールバー；50 m 
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II. VIP+/CCK+介在ニューロンはCB1 mRNA を弱く発現する 
 海馬や大脳皮質では、VIP も CCK 陽性バスケット細胞に発現しているが、これは

VGluT3 を発現する細胞とは別の集団を構成することが報告されている 34。扁桃体基底

核では、preproVIP mRNA を発現する介在ニューロンはVGluT3 mRNAをほとんど発

現せず、逆も同様であった（図 2D）。preproVIP mRNA を発現する全てのニューロン

はCB1 mRNA（n = 106）を発現していたが、その大多数（89.6%） はCB1弱陽性細胞

に分類された。このように扁桃体基底核では、VIP 発現 CCK 陽性介在ニューロンは

VGluT3 発現 CCK 陽性介在ニューロンとは異なる細胞集団を形成し、CB1  mRNA の

発現は弱いことが判明した。 
 
III. DGL はVGluT3+/CB1+バスケット細胞終末近傍にクラスターを形成する 
 次に、扁桃体基底核のCB1とVGluT3を共発現するGABA 作動性介在ニューロンの

終末分布を、多重標識免疫染色で検証した（図3）。CB1に対する強い免疫反応を示し

たほぼ全ての終末は、GABA 作動性及びグリシン作動性抑制性終末のマーカーである

VIAATと重なっていた。これらのCB1
+/VIAAT+終末にはVGluT3陽性のものと（図3A、

矢頭）、VGluT3 陰性のものとがあり（矢印）、いずれもCaMKII 陽性の錐体細胞細胞

体を取り囲むにバスケットを形成したり、ニューロピルにも分布していた（図 3A）。
VGluT3 陽性のCB1

+/VIAAT+終末は、細胞体表面にあるCB1
+/VIAAT+終末の56.6%（n = 

687）を占め、ニューロピルにあるCB1
+/VIAAT+終末の31.5%（n =54）を構成した（図

3B）。この異なる構成比率は、VGluT3陽性CB1
+/VIAAT+終末が錐体細胞の細胞体を優

先的に支配していることを示唆する。一方、扁桃体外側核（図3C）や中心核（図3D）
では、VGluT3 は主にニューロピルに分布し、細胞体周囲にバスケットを形成する傾

向は認められなかった。しかも、VGluT3とVIAAT とはほとんど重ならならいことか

ら、VGluT3はGABA 作動性終末以外の終末に発現していることも判明した。 
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図 3 VGluT3はCB1+/VIAAT+バスケット細胞終末に豊富に発現する 

A：扁桃体基底核における VGluT3（赤）、CB1（緑）、VIAAT（青）、CaMKII （白）に対する四重蛍光

免疫染色。矢印と矢頭は、それぞれ、CaMKII 陽性の錐体細胞細胞体（*）及びニューロピルにおける

VGluT3陽性または陰性のCB1
+/VIAAT+終末を示す。 

B、C：VGluT3（赤）及びVIAAT（青）に対する二重蛍光免疫染色。扁桃体外側核（LA、B）及び中心

核（CeA、C）では錐体細胞細胞体上のバスケット細胞終末にはVGluT3が発現していない。 

D：細胞体（左）とニューロピル（右）におけるVGluT3陽性（黄）及びVGluT3陰性（緑）のCB1+/VIAAT+

終末の割合。中央の数値は解析に使用したCB1+/VIAAT+終末の数を示す。 

スケールバー；5 m 

 
 扁桃体基底核で、2-AG の主な合成酵素である DGL が、錐体細胞の細胞体に集積

し、CB1発現CCK陽性バスケット細胞終末と対向するように存在する33。今回、VGluT3
陽性または VGluT3 陰性のバスケット細胞終末がどのように DGL クラスターと対向

しているかを比較検討するために、これらの分子の四重免疫染色を行った（図4）。そ

の結果、細胞体近傍に DGL クラスターを形成する錐体細胞と、CB1
+/VIAAT+終末に

囲まれていてもDGL クラスターを形成しない錐体細胞とが存在することが判明した

（データ不掲載）。そこで、細胞体にDGL クラスターをもつ97 個の錐体細胞を解析

した結果、大多数（81.7%）の VGluT3 陽性 CB1+/VIAAT+終末が DGL クラスターと

対向していた（図4A、 矢頭、n = 246）。一方、VGluT3 陰性CB1
+/VIAAT+終末では、

28.8%のみが DGL クラスターと対向し、残りの大多数は DGL クラスターと対向し

なかった（図4A、矢印、n = 215）。 
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同様の四重蛍光免疫染色による解析をVIP についても行ったところ、VIP 陽性終末

が錐体細胞の細胞体近傍に出現する頻度は非常に低かった（図4B）。細胞体近傍のVIP
陽性終末はVIAAT、CB1 と共に標識されたが、近傍にDGL クラスターは認められな

かった（n = 15）。これらの所見は、VGluT3 を発現するCB1陽性バスケット細胞終末

の直下にDGL のクラスターが選択的に形成されていることを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 VGluT3陽性のCB1

+/VIAAT+終末はDGL クラスターと対向する 
A：扁桃体基底核における VGluT3（赤）、CB1（緑）、VIAAT（青）、DGL （白）に対する四重蛍光免

疫染色。矢頭と矢印はそれぞれ錐体細胞細胞体（*）上のVGluT3陽性及びVGluT3陰性のCB1
+/VIAAT+

終末を示す。VGluT3陽性終末はDGL クラスターと対向するが、陰性終末は対向しない。 

B：扁桃体基底核における VIP（赤）、CB1（緑）、VIAAT（青）、DGL （白）に対する四重蛍光免疫染

色。矢頭と矢印はそれぞれ錐体細胞細胞体（*）上のVIP陽性及びVIP陰性のCB1
+/VIAAT+終末を示す。

VIP陽性終末の近傍にはDGL クラスターが認められない。 

スケールバー：5 m 
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IV. VGluT3陽性のバスケット細胞終末は選択的に陥入構造を形成する 
 扁桃体基底核において、CB1 陽性のバスケット細胞終末が錐体細胞細胞体上に特異

な陥入構造を形成することが知られている 33。そこで、VGluT3陽性及び陰性のどちら

の CB1陽性バスケット細胞終末が陥入構造を形成するかを、VGluT3 に対する包埋前

免疫電子顕微鏡法を用いて調べた（図5）。錐体細胞の細胞体上に対称性シナプスを形

成する終末を解析したところ、VGluT3 陽性終末の91.2%が細胞体への陥入を形成する

陥入型シナプスを形成していた（n = 34）。対照的に、VGluT3 陰性終末は全て陥入構

造を形成しない平坦型シナプスであった（n = 105）。この結果は、VGluT3を発現する

CB1 陽性バスケット細胞終末が選択的に陥入型シナプスを形成していることを示して

いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 VGluT3陽性バスケット細胞終末は選択的に陥入構造を形成する 

A：錐体細胞細胞体（緑）、VGluT3陽性バスケット細胞終末（青）、VGluT3陰性バスケット細胞終末（赤）

を疑似着色した低倍の電子顕微鏡像。BはAの枠内領域の拡大画像。VGluT3陽性終末が陥入型シナプ

ス（矢印）を形成し、その上のVGluT3陰性終末は平坦型シナプスを形成している。2つの矢頭は、陥

入構造の周囲にある対称性シナプス結合を示す。 

Py、錐体細胞細胞；Te、神経終末 

スケールバー：500 nm 
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V. 陥入型シナプスにおけるGABAAR 1 の発現 
 扁桃体基底核における陥入型シナプスの対称型結合は、速いシナプス伝達を媒介す

る主な伝達物質がGABA であることを示唆する 33。分子解剖学的視点からこれを確認

するために、陥入型シナプスのシナプス後膜上におけるGABA 受容体GABAAR 1 と

グルタミン酸受容体GluA2 の発現局在を、包埋後免疫金電子顕微鏡法を用いて調べた

（図 6）。陥入型シナプスのサンプリングにあたっては、陥入構造の存在と（黒矢印、

図 6A、C）、シナプス前終末で VGluT3 が少なくとも２つ以上の金粒子で標識されて

いるものを抽出した。また、比較のために、非対称性の軸索-樹状突起シナプスも抽出

した（画像不掲載）。シナプス後膜 1 m 当たりの金標識密度を計測したところ、

GABAAR 1（白矢印、図6B）及びGluA2（白矢印、図6D）の標識密度は、陥入型シ

ナプスではそれぞれ 2.75 ± 0.62（平均 ± 標準誤差 n = 30）および0.00 ± 0.00（n =12）
であり、非対称シナプスではそれぞれ 0.17 ± 0.17（n = 25）および1.67 ± 0.61（n = 24）
であった。この所見から、陥入型シナプスはGABA 作動性の神経化学特性を有するこ

とが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 陥入型シナプスのシナプス後膜の表現型はGABA 作動性である 
陥入型シナプスにおける GABAAR 1（A、B;）と GluA2（C、D）の発現。包埋後免疫金電子顕微鏡法

により、VGluT3（  = 15 nm 金コロイド粒子）及びGABAAR 1（A、B;、  = 10 nm）、またはグルタミ

ン酸受容体GluA2（C、D、  = 10 nm）を二重標識を行った。Bの白矢印は陥入型シナプスにおける

GABAAR 1の免疫金標識を示す。B及びDはそれぞれ、A及びCの枠内領域の拡大画像である。 

Py、錐体細胞細胞体；Te、神経終末 

スケールバー：A、C、500 nm、B、D、100 nm 
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VI. 扁桃体基底核の錐体細胞におけるmGluR5のシナプス外発現 
 VGluT3 の発現は、このバスケット細胞終末からGABA に加えグルタミン酸も共放

出され、代謝型グルタミン酸受容体の活性化を介して神経調節的に作用する可能性を

示唆する。これを追究するため、G q/11タンパク共役型グルタミン酸受容体の 1 つで

あり、扁桃体基底核の錐体細胞で豊富に発現することが知られているmGluR5
33の免疫

組織化学的分布を調べた（図 7）。扁桃体基底核において、mGluR5 の蛍光免疫反応は

MAP2 で標識された錐体細胞の細胞体及び樹状突起表面周囲に広範に検出された（図

7Ａ、矢印）。mGluR5の免疫反応は、錐体細胞細胞体のDGL クラスターの周囲に集積

する傾向は認められなかった（図7Ａ、矢頭）。包埋前免疫電子顕微鏡法で検討すると、

mGluR5を示す金属粒子は、錐体細胞の細胞体、樹状突起およびスパインのシナプス外

膜や細胞内領域に広く分布していた（図 7B）。一方、シナプス膜は、シナプスの端を

除いてほとんど標識されなかった。細胞膜に結合した金属粒子の密度を計測した所、

神経終末やミエリン鞘と比較して、細胞体、樹状突起およびスパインにおいて高い標

識レベルであることが確認された（図7C）。したがって、mGluR5は、扁桃体基底核の

錐体細胞の細胞体・樹状突起領域のシナプス外膜に広く分布していることが明らかと

なった。 
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図 7 扁桃体基底核の錐体細胞におけるmGluR5のシナプス外発現 

A：mGluR5（赤）、DGL （緑）、MAP2（青）に対する三重蛍光免疫染色。MAP2 陽性の細胞体及び樹

状突起（矢印）に沿ってmGluR5の発現が認められる。 

B：mGluR5に対する包埋前免疫金電子顕微鏡像。細胞体の細胞膜（So）、樹状突起軸（Dn）及び樹状突

起スパイン（Sp）の細胞膜に結合している金属粒子を白矢印で示す。2つの矢頭は対称性シナプス結合

の両端を示す。 

C：ニューロン各部の領域における、細胞膜に結合している mGluR5 の金属粒子の密度を表した棒グラ

フ。ミエリン鞘の標識はネガティブコントロールのために計算した。それぞれの棒グラフ上の数値は計

測した構造の個数を示す。 

S、細胞体；Dn、樹状突起軸；Sp、樹状突起スパイン；Te、神経終末；My、ミエリン鞘 

スケールバー：A、5 m；B、500 nm 
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VII. 扁桃体基底核の錐体細胞におけるCCK2R mRNA の高発現 
 陥入型シナプスを形成する終末からCCK も共放出され、CCK 受容体、特に神経系

に豊富な CCK2R の活性化を介して神経調節的作用を及ぼすことも考えられる。免疫

組織化学で使用可能な抗CCK2R 抗体は未だ得られていないことから、蛍光 in situ ハイ

ブリダイゼーションによってその発現を調べた（図 8）。CCK2R mRNA のアンチセン

スリボプローブは扁桃体基底核で強く標識した（図 8A、C）。二重標識蛍光 in situ ハ

イブリダイゼーションによって、CCK2R mRNAは、VGluT1 mRNA を発現する錐体細

胞とGAD67 mRNA を発現する介在ニューロンの両方に発現が認められ、前者の方が

明らかに高いレベルであった（図8B、D）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 扁桃体基底核及の錐体細胞にCCK2R mRNA が豊富に発現している 
扁桃体基底核におけるCCK2R mRNA（緑）と神経マーカー（A、B、VGluT1 mRNA；C、D、GAD67 mRNA；

赤）に対する二重標識蛍光 in situハイブリダイゼーション。矢印は、VGluT1 mRNA を発現する錐体細

胞（B）とGAD67 mRNA を発現するGABA作動性介在ニューロン（D）を示す。 

BA、扁桃体基底核；LA、扁桃体外側核；CeA、扁桃体中心核 

スケールバー：A、C、200 m；B、D 、20 m 
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VIII. 皮質領域においてVGluT3/CB1/DGL が集積するバスケット細胞シナプス 
 次に、扁桃体において基底核に特異的なVGluT3、CB1及びDGL が集積する錐体細

胞を標的とするバスケット細胞シナプスが、大脳皮質や海馬などの皮質領域にも存在

するかをどうかを検討した（図9）。VGluT3、CB1、VIAAT（またはDGL ）及びCaMKII
に対する四重蛍光免疫染色を行ったところ、一次運動野において、VGluT3 陽性の

CB1
+/VIAAT+終末がCaMKII で標識された錐体細胞細胞体を取り囲むバスケットを形

成し（矢頭、 図9A）、その多くがDGL のクラスターと対向していた（矢頭、図9B）。
対照的に、海馬CA1 では、VGluT3陽性のCB1

+/VIAAT+終末が錐体細胞に対してバス

ケットを形成しているにも関わらず、DGL のクラスター形成は認められなかった（矢

頭、図9C）。 
 このような神経化学特性を有するシナプスの領域分布の違いを明らかにするために、

CaMKII 標識された錐体細胞細胞体上にVGluT3 陽性のCB1
+/VIAAT+終末が１つ以上

結合している錐体細胞の出現頻度と、DGL クラスターが１つ以上観察される錐体細

胞の出現頻度をそれぞれ計測した。VGluT3 陽性の CB1
+/VIAAT+終末が結合している

錐体細胞の出現頻度は、40～90％の頻度分布の範囲の中で計測した全ての皮質領域（内

側前頭前野、１次体性感覚野、１次運動野、２次運動野、内嗅領皮質、海馬CA1）に

存在していた（図 9D、赤カラム）。これに対して、DGL クラスターを持つ錐体細胞

の出現頻度は皮質領域により大きく異なり、GluT3 陽性の CB1
+/VIAAT+終末が結合し

ている錐体細胞の出現頻度との相関性は認められなかった（図 9D、青カラム）。さら

に、VGluT3 陽性の CB1
+/VIAAT+終末が結合し、かつ DGL クラスターを持つ錐体細

胞の出現頻度を求めると、一次運動野、二次運動野、一次体性感覚野、嗅内領皮質に

おいて扁桃体基底核と同様に高い出現頻度が認められ、海馬CA1 及び内側前頭前野に

は扁桃体外側核や中心核のように極めて稀であった（図9D、緑カラム）。したがって、

陥入型シナプスに特徴的な分子集合体を持つ錐体細胞周囲のバスケット細胞シナプス

は皮質領域にも存在し、その存在頻度は皮質領域間で大きく異なることが明らかとな

った。 
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図 9 VGluT3/CB1/DGL が集積するバスケット細胞シナプスの皮質領域分布 

A：一次運動皮質における VGluT3（赤）、CB1（緑）、VIAAT（青）及び CaMKII （白）に対する四重

蛍光免疫染色。矢頭と矢印はそれぞれ、CaMKII 錐体細胞細胞体（*）上のVGluT3陽性またはVGluT3

陰性のCB1+/VIAAT+終末を示す。 

B、C：一次運動皮質（B）及び海馬 CA1（C）における VGluT3（赤）、CB1（緑）、DGL （青）及び

CaMKII （白）に対する四重蛍光免疫染色。 

D：皮質領域における、VGluT3 陽性の CB1
+/VIAAT+終末が１つ以上結合している錐体細胞の出現頻度

（赤カラム）、１つ以上の DGL クラスターを持つ錐体細胞の出現頻度（青カラム）、VGluT3 陽性の

CB1
+/VIAAT+終末が１つ以上結合し、かつ１つ以上のDGL クラスターを持つ錐体細胞の出現頻度（緑

カラム）示す棒グラフ。皮質領域として、内側前頭前野（mPFC）、１次体性感覚野（S1）、１次運動野

（M1）、２次運動野（M2）、内嗅領皮質（EC）、海馬CA1（CA1）を計測した。比較対照として、扁桃

体の基底核（BA）、外側核（LA）,中心核（CeA）の出現頻度もグラフの左側に示す。なお、計測した

錐体細胞数は、扁桃体基底核（VGluT3 発現に関して錐体細胞 165、DGL クラスターに関して 170）、

扁桃体外側核（32、58）、扁桃体中心核（66、53）、内側前頭前野（119、117）、一次体性感覚野（114、 

134）、一次運動野（176、169）、二次運動野（159、104）、嗅内領皮質（133、209）、海馬CA1（70、61）。

層状皮質では第2/3層を解析した。 

スケールバー：5 m  
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IX. 内嗅領皮質の陥入型シナプス 
 最後に、嗅内領皮質の錐体細胞におけるのバスケット細胞シナプスについて精査し

た（図 10）。ここでも、VGluT3 陽性の CB1
+/VIAAT+終末は CaMKII 陽性の錐体細胞

細胞体に結合し（矢頭、図 10A）、これらの終末の多くは DGLa クラスターと対向し

ていた（矢頭、図10B）。VGluT3 陽性のCB1
+/VIAAT+終末は、細胞体上のCB1

+/VIAAT+

終末の32.3%を占めていた（図10C； n = 226）。さらに、DGL クラスターをもつ46
個の錐体細胞の細胞体をサンプリングし計測したところ、VGluT3陽性のCB1

+/VIAAT+

終末の75.0%がDGL クラスターと対向していたのに対し（n = 108）、VGluT3 陰性 の
CB1

+/VIAAT+終末の28.8%のみが対向していた（n = 111）。さらに、VGluT3 陽性のバ

スケット細胞終末が陥入構造を形成し（図 10D）、そのような陥入構造に対向して

DGL のクラスター形成が観察された（図10E）。以上の所見から、VGluT3/CB1/ DGL
が集積する陥入型シナプスは、特定の皮質領域においても形成されていることが明ら

かとなった。 
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図 10 内嗅領皮質におけるVGluT3、CB1、DGL をもつ陥入型シナプス 

A：VGluT3（赤）、CB1（緑）、VIAAT（青）及びCaMKII （白）に対する四重蛍光免疫染色。矢頭と矢

印はそれぞれ、CaMKII 錐体細胞細胞体（*）上のVGluT3 陽性またはVGluT3 陰性のCB1+/VIAAT+終

末を示す。 

B：VGluT3（赤）、CB1（緑）、DGL （青）及びCaMKII （白）に対する四重蛍光免疫染色。矢頭と矢

印はそれぞれ、CaMKII 錐体細胞細胞体（*）上の VGluT3 陽性または VGluT3 陰性の CB1陽性終末を

示す。 

C：錐体細胞細胞体上のVGluT3陽性及びVGluT3陰性のCB1+/VIAAT+終末の割合を示す円グラフ。中

央の数値は解析に用いたCB1+/VIAAT+終末の数を示す。 

D、E：嗅内領皮質のVGluT3（D）及びDGL （E）に対する包埋前免疫金電子顕微鏡像。矢頭は錐体

細胞細胞体上の対称性シナプス結合を示している。 

スケールバー：A、B、5 m；D、E、200 nm  
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考察 
 
 GABA 作動性介在ニューロンは、発火パターン、分子発現特性、神経支配する錐体

細胞領域に基づいて分類される。VGluT3 を発現するCCK 陽性バスケット細胞は、海

馬CA1では少なくとも21種類存在する介在ニューロンのうちの1種である 34,35。CCK
陽性バスケット細胞は、皮質領域と扁桃体基底外側核においてCB1を高いレベルで発

現するという特徴も備えている 25-28,46。CCK 陽性バスケット細胞は、海馬錐体細胞の

ネットワーク振動の特定の位相タイミングで活動することが知られ、その内在性カン

ナビノイドへの感受性を介して、活動依存的および状況依存的な記憶プロセスの制御

に関係すると考えられてきた 48,49。扁桃体基底核のCB1を発現するCCK陽性バスケッ

ト細胞が選択的にVGluT3 を発現することは、海馬CA1 に代表される皮質領域の介在

ニューロン多様性の基本的枠組みと一致する。今回の私の研究を通して、扁桃体基底

核において、錐体細胞細胞体周囲の CB1 を発現するバスケット細胞終末の 56.6%は

VGluT3 に免疫陽性であること、また DGL クラスターをもつ錐体細胞において

VGluT3 陽性の CB1発現バスケット細胞終末の 81.7%が DGL クラスターと対向する

ことを明らかになった。さらに電子顕微鏡を用いた解析により、91.2%のVGluT3 陽性

終末が陥入構造を形成する一方、VGluT3 陰性終末でこれを形成するものは皆無であ

った。従って、この研究におけるオリジナルで重要な所見は、「VGluT3 を発現する

CCK 陽性バスケット細胞が、CB1とDGL が集積する特異な陥入型シナプスを選択的

に形成する」ということを明らかにした点にある。 
 
I. 陥入型シナプスに共通する 3種の伝達物質の表現型 
 VGluT1 と VGluT2 が古典的なグルタミン酸作動性ニューロンに発現しているのに

対し、VGluT3 は一部のGABA 作動性、セロトニン作動性及びコリン作動性ニューロ

ンに発現している 34,43,50,51。最近の研究で、VGluT3 を発現する神経終末から実際にグ

ルタミン酸が共放出されていることが示されている 52-55。VGluT3 を発現するCCK 陽

性バスケット細胞終末が陥入型シナプスを選択的に形成しているということは、その

終末から GABA、グルタミン酸、CCK の 3 種の伝達物質が放出され、それが陥入型

シナプスに共通する神経化学的表現型であることを示している。 
 この 3 つの伝達物質表現型に対応して、私は、扁桃体基底核の錐体細胞において

GABAAR 1、mGluR5及び CCK2R の発現を検出した。この中で、GABAAR 1 は陥入

型シナプスのシナプス後膜に集積しているのに対し、mGluR5は扁桃体基底核の錐体細

胞のシナプス外膜に広く分布していた。シナプス外膜に優勢なmGluR5の発現分布は、

海馬錐体細胞や線条体中型有棘細胞とも一致している 40,56,57。異なる受容体クラスの

異なる細胞領域分布から、GABA は速い抑制性シナプス伝達に関与していることが示
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唆される。一方、グルタミン酸は、通常は興奮性シナプスにおける速い興奮性シナプ

ス伝達の主役を担っているが、陥入型シナプスではむしろボリューム伝達的にニュー

ロンやシナプス機能を調節する神経調節物質として機能していることを示唆する。

GABA 伝達に関するこの見解は、陥入型シナプスは抑制性シナプスに典型的な対称性

結合であることや 33、陥入型シナプスのシナプス後膜にAMPA 型グルタミン酸受容体

が検出されないこと、さらに、扁桃体基底外側核の錐体細胞へのGABA作動性のシナ

プス伝達がCB1を介して短期抑制（depolarization-induced suppression of inhibition（DSI））
や長期抑圧を受けるという観察結果によって支持される 33,45,46,58,59。また、グルタミン

酸伝達に関する見解は、mGluR5 の遮断薬により扁桃体基底外側核での DSI の持続時

間が短縮することや 59、海馬でのCB1媒介性短期シナプス抑制が消失するという事実

とも一致する 60。

 このようなグルタミン酸による調節的役割は、CCK についても成り立つと思わえる。

CCK と CCK2R は扁桃体基底核において高レベルで発現しており 61-64、本研究では、

扁桃体基底核の錐体細胞に豊富なCCK2R mRNAの発現を確認した。CCK2Rの細胞上

の局在は不明であるが、扁桃体基底核の錐体細胞の活動性が CCK2R を介して直接的

に促進されるという薬理学的実験結果から、少なくともその細胞体や樹状突起に発現

していることが示唆される 65,66。従って、この 種の伝達物質とその受容システムは、

陥入型シナプスが何らかの特別なシナプスメカニズムを駆動するための協同的制御機

構を反映していることが考えられる。

 
II. 陥入型シナプスの神経化学特性が示唆するシナプスメカニズム 
 それでは、陥入型シナプスの特異な神経化学特性から、どのような種類のシナプス

メカニズムが予測されるのだろうか。 
シナプス後側のニューロンでの 2-AG の産生は，3 つのメカニズムによって誘導さ

れる。すなわち、強い脱分極によって誘発される[Ca2+]i の上昇、基礎レベルの[Ca2+]i

下での強い G q/11タンパク共役型受容体の活性化、および[Ca2+]iの上昇と G q/11タン

パク共役型受容体の活性化の共同による誘導メカニズムである 10,67。第一の予測は、

共放出されるグルタミン酸とCCK が、錐体細胞上に発現するG q/11タンパク共役型の

mGluR5と CCK2R を活性化することによる 2-AG の産生促進である。これらの受容体

の活性化単独で2-AG の産生に十分であれば、CB1によって媒介されるGABA 放出の

逆行性抑制が陥入型シナプスによって誘発されるであろう。たとえmGluR5とCCK2R
の活性化が閾値以下であったとしても、脱分極誘発性の[Ca2+]i の上昇と同時に起こっ

たとき、2-AG の産生が容易に起こるであろう。この2-AG 産生の促進メカニズムに加

え、CB1 の高い発現が相乗することで、他の領域のシナプスと比べ、扁桃体基底核の



26 

抑制性シナプスがCB1媒介性逆行性抑制の誘発閾値が低く振幅も大きいという機能特

性 33の分子基盤と考えられる。 
 陥入型シナプスの構造的特徴は、シナプス前終末の突出構造とそれに対応するシナ

プス後部の陥凹構造による非シナプス性接触領域の拡大である。一方、GABA 作動性

シナプスは陥入部の縁の部分、すなわち、陥入型シナプスの周辺部に形成される。こ

のシナプス構造において、DGL は陥凹構造の非シナプス性接触領域に高密度に集積

し、狭い細胞間隙を挟んでシナプス前終末の突出部のCB1と向かい合う 33。この極端

な近接性により、他のシナプスに比べ、陥入型シナプスの CB1は、一旦 2-AG が産生

されれば、たとえそれが少量であっても、より容易に 2-AG と結合し容易に飽和する

ことが想定される。したがって、第二の予測は、陥入型シナプスでは、CB1 の活性化

によるGABA 放出抑制が持続的に起こりやすい性質を有していることである。海馬で

の電気生理学的研究から、CCK 陽性バスケット細胞の活性化によって錐体細胞での大

きな抑制性シナプス後電位が誘発されるものの、一部の CCK 陽性介在ニューロン・

錐体細胞シナプスでは eCB を介した GABA 伝達の持続的抑制が標的細胞依存的かつ

標的部位依存的に起こっていることが報告されている 68-70。この予測が正しいのであ

れば、陥入型シナプスは、2-AG 媒介性の伝達物質放出の持続的抑制を受けやすいシ

ナプスとして進化してきたと推測することも可能であろう。バスケット細胞の活動性

変化、CB1の細胞表面発現動態の変化、細胞間隙の 2-AG 濃度変化など、陥入型シナ

プスの持続的抑制を誘導したり解除しうる生理的および病態生理的な状態に応じて、

陥入型シナプスは錐体細胞の興奮性や発火パターンを強力に制御し変化させるのでは

ないだろうか。 
 CCKは不安を惹起する神経ペプチドとして知られ、げっ歯類においては不安様行動

と条件付け恐怖発現を促進させ、人間ではパニック発作を誘発する 71-73。興味深いこ

とに、CCK2R とCB1を介した伝達システムは、恐怖記憶の消去に対して相反した作用

を及ぼすことが知られている 74。薬理学的な CB1 遮断による恐怖記憶の消去障害が、

扁桃体基底外側核への CCK2R 作動薬の注入によって回復するという観察に基づき、

Chhatwal ら 75は CB1阻害作用によって生じた恐怖消去学習の障害は、eCB がCCK 放

出を抑制できなくなることが原因であると提唱している。この仮説に基づけば、第三

の予測として、陥入型シナプスは、CB1の活性化によってCCK伝達を効果的に抑制す

るためのシナプス装置として機能するという仮説が浮上する。CCK陽性バスケット細

胞の活動は、動物の情動や動機づけなどの生理的状況に非常に敏感に反応することが

知られており 76、eCB と CCK 伝達系の機能的な相互作用は、陥入型シナプスからの

CCK 放出に対し逆行性に調節可能なメカニズムを提供することで、錐体細胞の振動制

御に対して活動依存的および状況依存的な微調整を可能にしているのかもしれない。

これらの３つの予測の妥当性は、今後の実験を通して確かめる必要がある。 
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III. 陥入構造とDGL 集積の関連性 
 さまざまな皮質領域で、VGluT3 陽性の CB1

+/VIAAT+終末は、錐体細胞の細胞体上

にバスケット型シナプスを形成していた。それにも関わらず、DGL クラスターを持

つ錐体細胞の出現頻度は、皮質領域によって大きく異なっていた。VGluT3、CB1、DGL
の3 者の分子集合体を備えた錐体細胞は、感覚性および運動運動皮質や嗅内領皮質に

豊富であった。さらに、嗅内領皮質では、陥入構造は VGluT3 陽性終末と DGL クラ

スターの部位で選択的に形成されていた。対照的に、細胞体周囲のDGL クラスター

は内側前頭前野や海馬CA1 では、CB1とVGluT3の両方を発現するバスケット細胞終

末が錐体細胞周囲にバスケットを構築しているものの、そこにDGL のクラスターは

形成されていなかった。扁桃体基底外側核では、CB1/DGL が集積する陥入型シナプ

スは扁桃体基底核に選択的である 33。今回の研究では、扁桃体基底核の錐体細胞の中

にも、DGL クラスターを持つものと持たないものが存在すること、VGluT3 を発現す

る GABA 作動性介在ニューロンとその終末が扁桃体外側核には存在しないことも明

らかにした。 
 これらのさまざまな事象を考え合わせると、解剖学的な陥入構造は、VGluT3 を発

現する CCK 陽性バスケット細胞が、その接触部分に DGL を集める能力を有する錐

体細胞を神経支配した時に形成誘導されると理解することが、最も合理的である。さ

らに、陥入構造形成とDGL 集積を制御するメカニズムは、皮質領域及び皮質様扁桃

体において領域依存的および細胞依存的な制御を受けており、その違いは 2-AG を介

した逆行性伝達の誘導、制御、協同性メカニズムに対するニューロン間での異なる要

求性を反映しているだろう。  
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総括および結論 
 
本研究全体から得られた新知見 
 扁桃体基底核において見出された陥入型シナプスは、脳の主要な eCBである2-AG
シグナル伝達分子が集まるユニークなGABA 作動性シナプスである。このシナプスで

は、CB1を強発現するCCK 陽性バスケット細胞の軸索終末が錐体細胞の細胞体に陥入

し、この陥入部位の錐体細胞膜に2-AG合成酵素であるDGL が集積する。この学位

論文研究では、マウス終脳における陥入型シナプスについて精査した。扁桃体基底核

において、小胞性グルタミン酸トランスポーターVGluT3 は、CB1を強発現するGABA
作動性ニューロンの約 4分の１に発現していた。VGluT3 陽性のCB1陽性バスケット

細胞終末の大多数がDGL のクラスターと対向するのに対して、VGluT3 陰性の多く

は対向しなかった。電子顕微鏡で観察すると、VGluT3 陽性のバスケット細胞終末の

ほとんどは陥入構造を形成するのに対して、観察した全てのVGluT3陰性のバスケッ

ト細胞終末は陥入構造を作らなかった。 
 陥入型シナプスのポストシナプス膜は、GABA受容体GABAAR 1 を発現したが、

AMPA 型グルタミン酸受容体GluA2は検出されなかった。一方、G q/11タンパク共役

型の代謝型グルタミン酸受容体mGluR5は錐体細胞のシナプス外膜に広く発現し、

G q/11タンパク共役型のCCK 受容体であるCCK2R も錐体細胞に高いレベルで発現し

ていた。 
 VGluT3、CB1、DGL の分子集合を備えた錐体細胞は、運動野、体性感覚野、内嗅

領皮質などの皮質領域にも豊富に観察され、海馬や内側前頭前野には乏しかった。内

嗅領皮質を電子顕微鏡で観察すると、陥入構造を有するシナプスはVGluT3 陽性終末

により形成され、そこにがDGL が集積し、扁桃体基底核と同様の陥入型シナプスで

あることを確認することができた。 
 以上の所見から、2-AG シグナル伝達分子が集まる陥入型シナプスは、終脳の皮質

領域や皮質様扁桃体領域のVGluT3を発現するCCK陽性バスケット細胞が形成するこ

とが明らかとなった。また、このバスケット細胞終末から共放出すると考えられる３

種類の伝達物質は、シナプス性および非シナプス性の作用を介して特異なシナプス機

能を発揮することが考えられる。さらに、皮質領域特異的な陥入型シナプスの構築は、

2-AG を介した逆行性伝達の誘導、制御、協同性メカニズムに対するニューロン間で

の異なる要求性を反映しているものと考えられる。 
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新知見の意義 
 本研究では、扁桃体基底核において、VGluT3を発現するCCK 陽性バスケット細胞

がCB1とDGL が集積する特異な陥入型シナプスを選択的に形成することを明らかに

した。この新知見は、GABA、グルタミン酸、CCK の3 種の伝達物質が陥入型シナプ

スに共通する神経化学的表現型であることを意味し、それらに結合する受容体が錐体

細胞に発現していることも明らかにした。さらに、このような分子解剖学的特性を有

するシナプスは、特定の皮質領域にも存在していることも判明した。 
 今回明らかになった陥入型シナプスの神経化学特性と解剖学的特性から、次の３つ

のシナプス作用機序の可能性が示された。 
 
1) 共放出されるグルタミン酸とCCKがG q/11タンパク共役型のmGluR5とCCK2Rの

活性化を介して 2-AG の産生を促進し、GABA 作動性の抑制性伝達の逆行性抑制

を促進する。 
2) 狭い細胞外空間を挟んだCB1とDGL との極端な近接性から、陥入型シナプスで

は2-AG を介した持続的な放出抑制が起こりやすく、持続的抑制の誘導や解除を介

して錐体細胞の興奮性や発火パターンを強力に制御する。 
3) 陥入型シナプスは、CB1の活性化によってCCK伝達を効果的にシャットオフする

ためのシナプス装置として、錐体細胞の振動制御に対して活動依存的および状況

依存的な微調整を行う。 
 
新知見から展開されうる今後の研究 
 eCBは恐怖記憶の消去に関与することが知られている。陥入型シナプスが恐怖記憶

の消去に対する制御機構について、上記３つの可能性の視点から今後追求する必要が

ある。 
 
今後の課題 
 本研究では、eCBシグナル伝達に関与する分子集団をもつ陥入型シナプスの分子解

剖学的特性を調べ、そこにVGluT3 が存在することを発見したが、この生理的あるい

は病理的機能については未だ不明である。また、VGluT3 陽性CCKバスケット細胞に

よる陥入型シナプス形成の機序、形成される時期、陥入型シナプスの機能的意義など

についても、未だ推測の域を超えない。これらの解明を通して、VGluT3及び陥入型

シナプスの機能的意義の解明が、今後解決すべき重要な研究課題である。 
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