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神経伝達物質の放出を制御するシナプス小胞TRPM7チャネル

The　TRPM7　ion　channel　functions　in　cholinergic　synaptic　vesicles

　持　田　澄　子
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Department　of　Physiology，　Tokyo　Medical　University

【要旨】神経シナプス前終末への活動電位到達によってCa2＋チャネルからCa2＋が流入すると、数十～数百

μ秒のうちにシナプス小胞からシナプス間隙に伝達物質が放出される。迅速なシナプス小胞開口放出過程に

は、Ca2＋チャネルに結合するSNARE蛋白質複合体とCa2＋結合蛋白質が機能分子として主要な働きをして

いると考えられている。さらに、アセチルコリンを含有するシナプス小胞に発現しているTRPM7イオン

チャネルの機能解析結果は、同チャネルを通ってシナプス小胞に流入する陽イオンが小胞からの伝達物質放

出に積極的にかかわっていることを示唆する。

はじめに

　神経伝達物質の放出は、感覚受容器が神経に、神経

が神経に、そして神経が効果器に情報を伝達する化学

信号として、中枢から末梢神経までほぼ共通した手段

として用いられている。神経軸索を伝わる電気信号で

ある活動電位は、ミエリン髄鞘のあるAα線維では10

μ秒の間に、C線維であってもlm秒の間にほぼlm

メートルも伝導する。このような速いスピードで神経

終末に到達する電気信号に対応して、伝達物質放出は

数十～数百μ秒のうちに起こる。この事実は、シナプ

ス前神経終末では、膜電位依存性Ca2＋チャネルの開

口によるCa2＋流入からシナプス小胞内神経伝達物質

のシナプス間隙への放出が迅速に行われるように、空

間的・時問的に緻密な調節がなされていることを示唆

する。

　電気信号の到着後に素早く神経伝達物質を放出す

るには、信号の到達に備えてアクティヴゾーンにシナ

プス小胞を適切に配置し、水風船に孔が開いたら中の

水がザーとこぼれ出すように、Ca2＋が流入したらシナ

プス小胞膜と神経膜が融合開孔して速やかにシナプ

ス間隙に向かって神経伝達物質が放出されるように

調節する蛋白分子群が機能していると考えられてい

る。ひとつのシナプス小胞にはシナプトブレヴィンを

含めloo分子以上の蛋白質が1）、そして、細胞質と形質

膜にも多数の蛋白質が見出されている2）3）。SNARE仮

説4）が提唱されて以降、アクティヴゾーンにおけるシ

ナプス小胞の一連の動態は、SNARE蛋白質（シナプ

トブレヴィン、シンタキシン1、SNAP－25）複合体と

高濃度Ca2＋を感知するシナプトタグミン1が鍵機能

分子として働いていると考えられてきた2）3）。また、神

経伝達物質放出のスピードと時空間的調節を考えた
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最近の研究では、SNARE蛋白質複合体とシナプトタ

グミン1に加えて、Munc　l3、　Munc　l8、コンプレキシ

ン、トモシンなどの機能が注目されている5）。執筆者ら

は、シナプス小胞チャネルも神経伝達物質放出のス

ピードを速める働きをしている可能性があることも

確認している6）。以上をまとめると、活動電位発生から

伝達物質放出までの数十～数百μ秒の時間に様々な

蛋白質が順次機能していると考えられる。本稿では、

神経伝達物質放出量を時間的に調節する機能分子と

して、アセチルコリンを含有するシナプス小胞に特異

的に発現しているTRPM7イオンチャネルの機能に

ついて述べる。

シナプス小胞からの神経伝達物質放出

　シナプス小胞膜と神経終末膜が融合してシナプス

小胞が開口するとき、kiss－and－run等の現象から、シ

ナプス小胞内の伝達物質がすべて放出されるとは限

らないことがわかってきた7－9）。シナプス小胞から伝

達物質は拡散するのか？　あるいは、積極的に放出さ

れるのか？放出量は制御されるのか？　このよう

な疑問にヒントを与えるような小胞からの伝達物質

放出制御様式が、プラスに荷電した伝達物質を含むシ

ナプス小胞で示唆されている6）10）11）。たとえぼ、シビレ

エイのアセチルコリン含有シナプス小胞では、神経伝

達物質はイオン交換体マトリックスによってシナプ

ス小胞内に繋ぎとめられていて、イオン交換量によっ

て放出量が制御されると報告されている12）。執筆者ら

は、陽イオンを通すTRPM7チャネルがアセチルコリ

ン含有シナプス小胞に特異的に発現していて、シナプ

ス小胞から放出されるアセチルコリン量がTRPM7

イオンチャネルの発現量に依存して変化することを

発見した6）。この結果をもとに、プラスに荷電した伝達

物質の積極的な放出制御モデルを提示した13）。一方、

グルタミン酸、グリシン、GABAなどの伝達物質放出

にシナプス小胞イオンチャネルが機能分子として働

いているかどうかはまだ明らかにされていない。

TRPイオンチャネル

　TRPイオンチャネルは、温度、触感、痛み、浸透圧、

フェロモン、味などの刺激に反応する感覚感知チャネ

ルとして働くことが知られているが、細胞内小胞にも

その存在が確認されていることから、個々の細胞に

とっても知覚装置としてTRPイオンチャネルが機能

し、細胞内外双方からの多様な種類の刺激に対して反

応するように適応していると考えられている14）。多く

のアイソフォームを有するTRPイオンチャネルは、

C，M，　P，　Vに分類されている。脳では、　C，　M，　P，　Vす

べてのTRPイオンチャネルが発現しているが、細胞

増殖や細胞死に関わるとの報告があるものの、それら

の機能はまだほとんど解析されていない14）。

TRPM7チャネルのシナプス小胞への局在

　TRPチャネル研究の第一人者であるClapham博士

の研究グループのKrapivinsky博士らとの共同研究

（a） （b）
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図1培養上頸交感神経節細胞でのTRPM7チャネルの局在
　　TRPM7抗体を用いて金コロイド標識した培養上i頸交感神経節細胞ヴァリコンティの電子顕微鏡像。（a）培養上瓦交
　　感神経節細胞の突起は特異的な玉葱様ヴァリコンティ（矢頭）を形成し、シナプス小胞を含有する。PM，形質膜。（b）

　　ヴァリコンティ内の拡大像（挿入図）は、無芯シナプス小胞膜にTRPM7チャネルが局在することを示す。　m，ミトコ

　　ンドリア。
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で、執筆者はTRPM7チャネルがアセチルコリン含有

シナプス小胞に局在することを明らかにした6）。まず、

TRPM7が相互作用する蛋白質をスクリーニングし

て、シナプス小胞蛋白質のひとつであるスナッピンと

結合することを確認したので、ラット脳を用いてウエ

スタンプロッティング法でTRPM7チャネルの局在

を調べたところ、シナプス小胞分画に限局して発現し

ていた。さらに、TRPM7チャネルの抗体を用いた免疫

沈降実験から、TRPM7チャネルがシナプス小胞蛋白

質のシナプトタグミン1とシナプシン1とも複合体

を形成するが、v一あるいはt－SNAREや、　SNARE複

合体とは結合しないことを見出した。

　免疫組織化学的方法を用いてTRPM7チャネルを

シナプス小胞に発現しているシナプスを同定しよう

と試みた。その結果、ラット海馬ニューロンでは

TRPM7チャネルを確認できなかったが、　TRPM7

チャネルとシナプス小胞マーカー蛋白質であるシナ

プトフィジンとの共存が神経筋接合部で確認された。

これらの結果は、TRPM7チャネルはアセチルコリン

を伝達物質とする運動神経終末に局在することを示

唆し、さらにアセチルコリンを伝達物質とするシナプ

スでは、TRPM7チャネルが発現している可能性を示

唆した。そこで、無芯小胞を含有するfastシナプスの

モデルとして執筆者が生理学的機能解析研究に用い

ている培養ラット上頸交感神経節細胞で検討したと

ころ、TRPM7チャネルの免疫組織化学的染色像は、シ

ナプス小胞蛋白質のひとつであるシナプトフィジン

と共存していた。さらに、電子顕微鏡を用いた金コロ

イド免疫抗体染色像は、培養上毛交感神経節細胞ヴァ

リコンティに含有される無芯シナプス小胞膜に

TRPM7チャネルが局在していることを示した（図
1）o

TRPM7チャネルとアセチルコリンの放出

　アセチルコリン含有シナプス小胞膜に局在してス

ナッピンやシナプトタグミン1と相互作用する

TRPM7チャネルは、活動電位で引き起こされるアセ

チルコリンの放出にどのように関わっているのだろ
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図2　シナプス前細胞のTRPM7チャネル発現レベルに依存したアセチルコリン放出
　　（a）GFP－TRPM7トランスフェクションした上頸交感神経節細胞（緑）とトランスフェクションしていない細胞（輪
　　郭と核を白線で示している）。シナプス前細胞（Pre、蛍光を発する細胞）に活動電位を発生させて、シナプス後細胞
　　（Post、蛍光を発しない細胞）からシナプス応答を記録して、シナプス小胞からのアセチルコリン放出を解析する。（b）

　　低Ca2＋（0．2　mM）／高Mg2＋（5　mM）溶液中で記録される興奮性シナプス後応答。各トレースは、シナプス前細胞に活動

　　電位を5Hzで10回発生させたとき（Pre　APs）のシナプス応答記録（Post　EPSPs）を示している。Non：トランスフェ

　　クションしていない細胞をシナプス前細胞とするシナプス応答。WT：TRPM7チャネルを過剰発現させた細胞をシナ
　　プス前細胞とするシナプス応答。siRNA：TRPM7チャネルをsiRNAでノックダウンした細胞をシナプス前細胞とす
　　るシナプス応答。（c）EPSPs振幅ヒストグラム。各実験群に活動電位を910回発生させて記録されたEPSPsの振幅を
　　O．5・mVごとに区分して測定された数（％）。（d）（c）に示した積算EPSPs振幅ヒストグラム（9－10シナプスでの記録）。

　　TRPM7過剰発現（赤）とコントロール（緑）、　TRP　M7　siRNAノックダウン（青）とコントロールsiRNA（水色）の差

　　は、統計的に有意である。
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うか。この疑問を解くために、Dシナプス小胞膜の

TRPM7チャネルを過剰発現させる、2）シナプス小胞

膜のTRPM7チャネルをノックダウンすることによ

る伝達物質放出変化の解析を試みた。1）はTRPM7

チャネルのcDNAを、2）はTRPM7チャネルの
siRNAを培養上部交感神経節細胞にGFPをマー
カーとしてトランスフェクションし15）、2日後にGFP

を発現している神経細胞をシナプス前細胞とするシ

ナプス応答（興奮性シナプス後電位、EPSP）を記録し

た（図2A，　B）。

　低濃…度Ca2＋（0．2　mM）溶液中で活動電位を発生さ

せて、ゼロ～数個のシナプス小胞から放出される伝達

物質で引き起こされるシナプス応答を記録すると、

TRPM7チャネルの発現量に依存してシナプス応答の

振幅や時間経過が変化していた。TRPM7チャネル過

剰発現では平均的振幅と時定数（decay）が1．3倍に増

大し、TRPM7チャネルノックダウンでは平均的振幅

が2／3（64％）に、時定数（decay）が4／5に減少してい

た。振幅値（amplitude）の分散から素量分析して、

個々のシナプス小胞からの伝達物質放出量（素量）の

変化を算出すると、TRPM7チャネル過剰発現では15

倍に、TRPM7チャネルノックダウンでは2／3（64％）

に減少していた。繰り返し活動電位を発生させて記録

したシナプス応答の振幅ヒストグラムのピークは、コ

ントロールに比べてTRPM7チャネル過剰発現では

0．5mV大きく、ノックダウンでは05　mV小さかった
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図3TRPM7イオンチャネル機i能
　　（a）TRPM7の1090－1092アミノ酸NLLをFAPに置換したTRPM7イオンチャネルをCHO細胞にトランスフェク
　　ションすると、イオン電流がほとんど記録されない（それぞれの実験群6－8例の平均値±標準誤差）。（b）TRPM7の

　　1090－1092アミノ酸（NLL）をFAPに置換したドミナトネガティヴTRPM7イオンチャネルを培養二丁交感神経節細
　　胞にトランスフェクションして、5日後にシナプス応答を記録すると、0．2mMCa2＋溶液中ではEPSPは記録されない

　　が、05mMCa2＋溶液中では小さなEPSPsが記録され（それぞれの実験群4－8例の平均値±標準誤差）、　TRPM7チャネ

　　ルイオン流入がEPSPの発生に必須であることを示唆する。（c）TRPM7イオンチャル模式図。細胞膜に発現する
　　TRPM7イオンチャルは、4つのサブユニットから形成される。細胞膜を6回貫通する部位でイオンチャネルが形成さ
　　れ、6番目のS6が孔中心部にフィルターを形成してNa＋とCa2＋を選択的に通過させる。アミノ末端は蛋白質と相互作
　　用してチャネルを膜に固定する。カルボキシル末端には細胞内分子の結合部位があり、チャネル活性が調節される。（d）

　　TRPM7チャネルのミューテーション（1090－1092アミノ酸NLL／FAP）は、赤矢印で示すようにS6セグメント端に施
　　した。
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（図2C，　D）。このような実験結果は、　TRPM7チャネル

が個々のシナプス小胞からの伝達物質放出を制御す

ることを示唆する。

TRPM7イオンチャネル機能と

　　アセチルコリンの放出

　シナプス小胞からの伝達物質放出を制御するには、

TRPM7チャネルをイオンが通過することが必要なの

か、それとも、TRPM7チャネル蛋白質とシナプス小胞

蛋白質との相互作用が機能するのか？　この疑問を

解くためには、TRPM7チャネルのイオンチャネル活

性を消失させ、その結果引き起こされる伝達物質放出

の変化を解析した。チャネル形成部位に位置する

1090－1092アミノ酸をNLLからFAPに置換したド

ミナントネガティヴ（1090－1092NLL→FAP）

TRPM7イオンチャネルをコードするDNAをトラン

スフェクションしたCHO細胞では、膜電位依存性電

流が消失した（図3A）。また、培養上頸交感神経節シ

ナプス前細胞へのドミナントネガティヴ遺伝子トラ

ンスフェクション5日後（注：図2に示したsiRNA

トランスフェクション2日後のTRPM7チャネルの

ノヅクダウンによるEPSPの減少は約2／3であった

ので、ドミナントネガティヴ遺伝子操作は5日行うこ

とにした）にシナプス応答を記録すると、0．2mMCa2＋

溶液中では観察されなかった。また、0．5mMCa2＋溶液

中ではシナプス応答は21％に減少した（図3B）。さら

に、活動電位に反応して引き起こされる伝達物質放出

の回数は、ほぼ1／2に減少した。以上の実験：結果は、

TRPM7チャネルをイオンが通過することがシナプス

小胞からの伝達物質放出に必須であることを示唆す

る。

TRPM7イオンチャネルとスナッピンの相互作用

　TRPM7イオンチャネルは、上述のように、シナプス

小胞蛋白質のスナッピンと直接結合して、シナプス小

胞蛋白質のシナプトタグミン1、シナプシン1と複合

体を形成するが、この複合体にv－SNAREのシナプト

ブレヴィンは含まれない。すなわち、TRPM7チャネル

はシナプス小胞膜と神経終末膜の融合反応には関わ

らないと考えられる。では、スナッピンとTRPM7

チャネルの相互作用は、伝達物質放出にどのように機

能しているのだろうか？　この疑問を解くためには、

スナッピンとTRPM7チャネルの結合を阻害したと

きに認められるアセチルコリンの放出変化を解析し
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図4TRPM7チャネルとスナッピンの結合阻害とシナプス
　　伝達
　　（A）スナッピン43－68アミノ酸フラグメントの培養交

　　感神経節細胞シナプス前細胞導入3分前と33分後の
　　EPSPs記録（a）とその一次微分波形（b）。青線；基線、ピ

　　ンク線：EPSPピークまでの時間。（B）（C）スナッピン

　　43－68アミノ酸フラグメント（B）とTRPM7チャネル
　　87－326アミノ酸フラグメント（C）のシナプス前細胞導

　　入によるEPSPs振幅変化（それぞれの実験群5－6例の
　　平均値）。20秒ごとにシナプス前細胞に活動電位を発生

　　させてEPSPを記録。20分間の安定な記録の後に、ス
　　ナッピン43－68アミノ酸フラグメント（細胞内導入用
　　ガラス管中の濃度0．25あるいは2．5mM）、あるいは
　　TRPM7チャネル87－326アミノ酸フラグメント（細胞
　　内堀入用ガラス管中の濃度0．lmM）を導入（t＝0）。
　　（C）の挿入図はTRPM7チャネル87－326アミノ酸フラ

　　グメントのシナプス前細胞導入5分前と30分後の
　　EPSPs言写録。

た。TRPM7チャネルとスナッピンの各フラグメント

を用いたbinding　assayによりTRPM7チャネルの

87－326アミノ酸配列部位がスナッピンの43－68アミ

ノ酸配列部位と結合すること、そして、これらの合成

フラグメントをラット脳シナプス分画に加えると

TRPM7チャネルとスナッピンとの結合を解離するこ

とを確認できたので、TRPM7チャネル87－326アミノ

酸フラグメントとスナッピン43－68アミノ酸フラグ

メントをそれぞれ培養上頸交感神経節細胞に導入し

（5）
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てシナプス応答変化を観察した。その結果、それぞれ

のフラグメントのシナプス前終末細胞への導入後に、

シナプス応答のピークまでの時間の短縮（図4A）と、

25－30％の振幅減少が認められた（図4B，　C）。スナッピ

ン43－68アミノ酸配列を入れ換えたスクランブルペ

プチドや過熱処理して不活性化したTRPM7チャネ

ル87－326アミノ酸フラグメントの注入では、このよ

うなシナプス応答効果は観察されなかった（図4B，C）

ので、TRPM7チャネル87－326アミノ酸フラグメント

とスナッピン43－68アミノ酸フラグメント導入によ

る神経伝達物質放出減少効果は、シナプス小胞の

TRPM7チャネルとスナッピンとの結合を特異的に阻

害したために起こった現象であると考えられる。

シナプス小胞TRPM7イオンチャネルモデル

　TRPM7イオンチャネルは、シナプス小胞蛋白質ス

ナッピンを介して、シナプス小胞開口放出を引き起こ

す機能を担うCa2＋センサー蛋白質シナプトタグミン

1やシナプス小胞をアクチンフィラメントに繋ぎとめ

るシナプス小胞蛋白質シナプシン1と複合体を形成

することをすでに述べた。しかし、TRPM7イオンチャ

ネルとシナプス小胞蛋白質との複合体形成における

分子相互作用機序および生理機能はまだ不明で、今後

の研究にその解明が期待される。これまでの我々の研

究は、TRPM7イオンチャネルはアセチルコリンを含

有するシナプス小胞に特異的に発現して、イオンコン

ダクタンス依存性に活動電位によって引き起こされ

るアセチルコリン放出を制御することを示した。この

シナ：プス小胞

蓼

形質謹

　　　　一　“
　弓
■．■o．．

L

図5　アセチルコリン含有シナプス小胞の伝達物質放出モデル

　　プラスに荷電したアセチルコリンはマイナス荷電を帯びた小胞内マトリックスに繋ぎ止められている。低pHで、　PIP2

　　によってシナプス小胞のTRPM7チャネルが活性化されると、陽イオン（Ca2＋）が小胞内に流入してプラスに荷電した

　　アセチルコリンを押し出す。スナッピンとTRPM7チャネルの相互作用がシナプス小胞からアセチルコリンの放出に
　　不可欠であるが、どんな機能を担っているかは未解析。シナプトタグミンは、シナプス前終末に流入したCa2＋を感知

　　してシナプス前終末膜とシナプス小胞膜の融合を駆動する。

（6）
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結果を踏まえて、「活動電位による脱分極に伴って

TRPM7チャネルが開口して流入した陽イオン（おも

にCa2＋）がシナプス小胞内のマイナスに荷電したイ

オン交換マトリックスに結合しているアセチルコリ

ンと置き換わって、アセチルコリンが稼動可能にな

る」というTRPM7チャネルモデル（図5）10）13）が提示

された。この仮説は、シナプス小胞からシナプス間隙

への伝達物質放出が拡散ではなくてイオンの流入に

よって駆動されるという、新しい伝達物質放出メカニ

ズムを提示している。また、TRPM7チャネルの開口に

はPIP2が必要であるが、シナプス小胞にPIP2は存在

しないことから、シナプス小胞膜が形質膜に接すると

形質膜にあるにPIP2よってシナプス小胞のTRPM7

チャネルが開口すると考えられる。さらに、シナプス

小胞内のpH（5．5）はTRPM7チャネルを活性化しや

すいが、シナプス小胞開口によってpHは上昇し

（7．4）、TRPM7チャネルは不活性化されると考えられ

る。

　共同研究者のClapham博士とKrapivinsky博士ら

は、アセチルコリンを含有するPC12細胞のシナプス

小胞にpH感受性GFPを付けたアセチルコリン輸送

体とTRPM7イオンチャネルを発現させてTIRF
（total　internal　reflection　fiuorescence）で個々のシナプ

ス小胞の開口をモニターして、TRPM7チャネルを過

剰発現したPC　12細胞では脱分極による小胞開口頻度

が増加、TRPM7チャネルのノックダウンあるいは

チャネル機能の損失では小胞開口頻度が減少するこ

とを確認した16）。上頸交感神経節細胞シナプスでも、

活動電位に反応して引き起こされる伝達物質放出の

回数は、TRPM7チャネルのノックダウンあるいは

チャネル機能の損失で減少した6）。これらの結果は、シ

ナプス小胞と形質膜への融合にTRPM7チャネルか

らの陽イオン流入が必要であることも示唆する。

おわりに

　神経伝達物質放出機序に関する仮説は、Katzらに

よって1950年代から電気生理学的手法を用いた実験

により提示されたCa2＋説（活動電位に伴う脱分極に

よって開口するCa2＋チャネルから流入するCa2＋が

伝達物質放出を引き起こす）、量子（小胞）仮説〔運動

神経終末では、微小終板電位を発生させるアセチルコ

リン量を1単位（1小胞）としてその単位のいくつか

が同期して放出される〕から、RothmanやSUdhofを

代表とする多くの蛋白質機能解析研究者によって

1990年代に提示された蛋白質によって制御される

SNARE仮説（小胞SNARE蛋白と標的器官SNARE
蛋白との複合体が小胞膜と標的膜の融合装置として

働く）、Ca2＋センサー説（シナプス小胞のシナプトタ

グミンへのCa2＋の結合がシナプス小胞の開口をトリ

ガーする）へと発展した。さらに最近、Ca2＋流入から

シナプス小胞開口放出のlm秒以内に起こる
SNARE蛋白質とその調節機能分子とシナプス小胞

の動態の時空問的変化が明らかにされてきている17）。

また、kiss－and－run等のシナプス小胞からの伝達物質

放出量の異なる開口様式も可視化され7）8）18）19）、解析が

行われている。本稿で紹介したTRPM7イオンチャネ

ルは、プラスに荷電した伝達物質放出量を時間的に制

御する（短時間に放出する）機能分子として働いてい

ると考えられるが、今後マイナスに荷電した伝達物質

放出のための機能分子の解析が待望される。
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