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要旨 

 

Munc13-1 はシナプス前終末からの神経伝達物質開口放出を制御する重要な

分子であるが、分子内の天然変性領域について機能が調べられたことはなかった。

本研究では神経細胞の Munc13-1 を天然変性領域が欠失した変異体に置き換え、グ

ルタミン酸の開口放出を蛍光プローブによって可視化した。その結果、天然変性領

域が開口放出されるグルタミン酸の量を制御していることを示した。さらに超解像

イメージング技術を用いてシナプスにおける変異体の微細構造を明らかにし、天然

変性領域が Munc13-1 のアクティブゾーンへの局在とナノクラスターの形成を制御

していることを示した。 
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序文 

 

中枢神経系の神経回路では神経細胞同士がシナプスと呼ばれる構造を介して

接触し情報の伝達を行っている。シナプス前細胞で発生した活動電位はシナプス前

終末に到達すると神経伝達物質の開口放出を引き起こし、放出された伝達物質はシ

ナプス後部の受容体に結合してイオンを流入させシナプス後細胞の興奮を促す1。こ

のシナプス伝達と呼ばれる過程は神経回路における情報処理の素過程として捉えら

れており2、従ってシナプス伝達の詳細を明らかにすることは神経回路での情報処理

機構を解明する上で非常に重要である3。 

特にシナプス前終末からの神経伝達物質開口放出については、神経伝達物質

が充填された分泌小胞であるシナプス小胞がアクティブゾーンと呼ばれる細胞膜直

下領域の膜との間で膜融合を起こすことによって神経伝達物質が細胞外へと放出さ

れるというメカニズムが既によく知られている4。シナプス前終末に存在するシナプ

ス小胞のうち放出される準備ができているシナプス小胞は即時放出可能な小胞と呼

ばれる5。即時放出可能な小胞は活動電位に応じて確率的に放出されることが知られ

ており、その確率は放出確率と呼ばれる6。即時放出可能な小胞数と放出確率は開口

放出される神経伝達物質の量を決定する主要因であり7、その値が神経活動に依存し

て可塑的に変化することやシナプスの種類によって大きく異なることなどが知られ

ている8, 9。アクティブゾーンに局在するタンパク質群が何らかの形で即時放出可能
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な小胞数や放出確率を制御していると考えられるが10、詳細な分子メカニズムについ

ては未解明の部分が多く残されている。 

アクティブゾーンに局在し神経伝達物質開口放出の制御に関わることが示唆

されているタンパク質として、膜融合を引き起こす装置である SNARE 複合体の構

成分子 Syntaxin-111, 12、活動電位依存的なカルシウム流入を引き起こす P/Q type カ

ルシウムチャネル13、足場タンパク質である Bassoon や Piccolo14, 15、様々なアクテ

ィブゾーンタンパク質同士を結びつける役割を果たすと考えられている RIM、

CAST や Rimbp16-21、シナプス小胞を開口放出可能な状態にする役割を果たす 

Munc13-1 や Munc18-1 22 などが知られている。特に Munc13-1 については、先行研

究から開口放出に必要不可欠な分子であることがよく知られている23。 

電気生理学的実験から Munc13-1 ノックアウトマウスでは即時放出可能な小

胞がほぼ消失することが分かっている23。また高圧凍結法を用いた電子顕微鏡観察に

より Munc13-1 ノックアウトマウスのシナプス前終末では即時放出可能な小胞の形

態学的実体であると見なされるアクティブゾーンの膜に接触したシナプス小胞が見

られなくなることが報告されている24-26。加えて、確率的光学再構築顕微鏡法

（STORM）による超解像イメージングにより Munc13-1 がアクティブゾーンにおい

て直径数十 nm 程度のナノスケールのクラスター（ナノクラスター）を形成してお

り、さらに個々のシナプスにおいて Munc13-1 ナノクラスター数と即時放出可能な

小胞数がほぼ一致することが示されている（付録参照）。これらの先行研究における
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知見は Munc13-1 が即時放出可能な小胞数の制御に強く関わる重要な分子であるこ

とを示している。 

 Munc13-1 分子内にはいくつかの機能ドメインが存在することが知られてお

り、それぞれのドメインが開口放出の制御にどのような役割を果たしているのかこ

れまでに多くの知見が得られている（図 1）。C2A ドメインを含む N 末領域は 

RIM、Bassoon、Piccolo、CAST と結合可能であることが示されており27、特に C2A 

ドメインと RIM との結合は正常な開口放出の実現に重要であることが分かってい

る28-30。460 から 477 番目のアミノ酸領域は Calmodulin との結合部位であり、開口

放出によってシナプス小胞が枯渇した際アクティブゾーンにシナプス小胞が再充填

される過程に重要な役割を担っている31, 32。C1 ドメインはホルボールエステル及び

ジアシルグリセロールの結合ドメインとして働いており、これらの分子の結合によ

って C1 ドメインが活性化されるとグルタミン酸開口放出が亢進することが知られ

ている33-35。C2B ドメインはカルシウム結合部位であり、カルシウム依存的な構造変

化によってホスファチジルイノシトール 4,5 -ビスリン酸と結合し放出確率の上昇を

もたらすことが報告されている36。MUN ドメインは細胞膜側に位置する SNARE タ

ンパク質である Syntaxin-1 の立体構造を closed form と呼ばれる状態から open form 

と呼ばれる状態に変化させる触媒能を有しており、この触媒能が SNARE 複合体の

形成に必要不可欠であることが示されている37-41。以上のように Munc13-1 のほぼ全

長にわたって各ドメインの持つ機能が調べられているが、C2A ドメインと 
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Calmodulin 結合部位との間に位置する領域についてはそのアミノ酸配列が知られて

いる機能ドメインとの相同性を持たず、限られた種類のアミノ酸残基が繰り返し現

れる複雑性の低い配列であることから38、その性質や機能についてこれまであまり注

目されてこなかった。 

タンパク質の一次構造中にはしばしば配列複雑性の低い領域が含まれてお

り、そのような領域は多くの場合特定の立体構造をとらないことが知られている42, 

43。タンパク質あるいはその一部が定まった立体構造をとらない性質のことを天然変

性と呼ぶ43。従来天然変性の性質を持つ領域は定まった立体構造をとる機能ドメイン

間のリンカー程度の役割を担うに過ぎず、積極的な生理的機能を持たないと考えら

れてきた44。しかしながら近年の研究から天然変性領域は様々なタンパク質と相互作

用するハブとしての性質を持つ場合があることが分かってきており45、RNA 粒子の

形成、核膜孔複合体の形成、転写・翻訳の制御など様々な場面において重要な生理

的機能を担っていることが明らかにされつつある46-50。シナプスにおいてもアクティ

ブゾーンに局在するタンパク質 mSYD1A に含まれる天然変性領域が開口放出の機

能制御に関わっていることが示されており51、また Munc13-1 を含む多くのアクテ

ィブゾーン局在分子内に天然変性領域が存在することが報告されている51。以上の知

見から、Munc13-1 の C2A ドメインと Calmodulin 結合部位間の領域が天然変性領

域としてシナプスにおける開口放出に重要な生理的機能を担っている可能性がある

のではないかと考えた。 
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本研究ではこれまで機能未知であった Munc13-1 の C2A ドメインと

Calmodulin 結合部位の間の領域に着目し、その内部に天然変性領域が含まれること

を見出した。開口放出における生理的役割について調べたところ、Munc13-1 の天然

変性領域は即時放出可能な小胞数を制御していることが明らかとなった。また 

STORM を用いた超解像イメージングによって天然変性領域が Munc13-1 のアクテ

ィブゾーンにおける正常なナノクラスター形成に働いていることを示した。非神経

細胞における局在の観察から天然変性領域が Munc13-1 の集合体形成に関わること

を示し、天然変性領域を介した Munc13-1 の自己相互作用及び他のアクティブゾー

ンタンパク質との相互作用が正常なナノクラスター形成と神経伝達物質の開口放出

に必要である可能性を示した。 
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方法 

 

プラスミドの作製 

アデノ随伴ウイルス（AAV）作製用プラスミド 

Munc13-1 に対する shRNA の発現プラスミド（pAAV shMunc13-1 clone1 及

びclone2）は、pAAV-MCS（アジレント・テクノロジー）の NotI サイト間に U6 プ

ロモーター配列と Munc13-1 に対する shRNA の配列（clone 1: CTCCCGGAAGAAT 

CAGGAAG、clone 2: TTTCCTGCCTGGATTTGGAG）をサブクローニングすることで

得た。 

 

レンチウイルス作製用プラスミド 

テトラサイクリン応答因子の下流で HA タグと Munc13-1 の融合タンパク

質を発現させるプラスミド（pLenti 6PW HA-Munc13-1）は以下の方法で得た。まず

ラット Munc13-1 を発現させるプラスミド（pEGFP-Munc13-133、Dr. Nils Brose より

供与）をテンプレートとし、HA タグ配列を付与したプライマーを用いたインバー

ス PCR を行い Munc13-1 の 250 番目のアミノ酸残基と 251 番目のアミノ酸残基

の間に HA タグを挿入した（フォワードプライマー: 5’ – GCTAGCCCGCGGGCACT 

CAGTCCCAC – 3’、リバースプライマー: 5’ – CCTCCAGCATAATCTGGAACATCATA 

TGGATACTCAGAGAACTCTTCATAGCTGTG – 3’）。得られた PCR 産物をリガーゼ
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（タカラバイオ）で処理し、さらに PCR で開始コドンの 5’ 側に attb1 配列を、終

止コドンの 3’ 側に attb2 配列を付加して pLenti 6PW プラスミド52 に Gateway テ

クノロジー（Invitrogen）を用いて挿入した。 

 Munc13-1 の 251 から 320 番目のアミノ酸残基を欠失した変異体及び 321 

から 450 番目のアミノ酸残基を欠失した変異体を発現させるプラスミド（pLenti 

6PW HA-Munc13-1-Δ251-320 及び pLenti 6PW HA-Munc13-1-Δ321-450）は、pLenti 

6PW HA-Munc13-1 をテンプレートにインバース PCR を行い、ライゲーション反応

を行った後にクローニングすることで得た。 

 

COS-7 細胞での発現用プラスミド 

 Munc13-1 と単量体緑色蛍光タンパク質（mEGFP）の融合タンパク質の C 

末にプレニル化配列を付与したタンパク質を発現させるプラスミド（pMunc13-1- 

mEGFP-CAAX）は次の手順で得た。まず Munc13-1 と緑色蛍光タンパク質

（EGFP）の融合タンパク質を発現させるプラスミド pEGFP-Munc13-1 をテンプレー

トとしてインバース PCR を行うことで EGFP 内に点変異を導入し、Munc13-1 と 

mEGFP の融合タンパク質を発現させるプラスミド pMunc13-1-mEGFP を得た。

pMunc13-1- mEGFP をテンプレートとして KRas のプレニル化配列（KMSKDGKKK 

KKKSKTKCVIM）をコードする塩基配列を付与したプライマーを用いたインバース 

PCR を行い、ライゲーション反応を行った後にクローニングすることで pMunc13-
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1-mEGFP -CAAX を得た。部分欠失変異体と mEGFP 及びプレニル化配列の融合タ

ンパク質を発現させるプラスミド（pMunc13-1-Δ251-320-mEGFP-CAAX 及び 

pMunc13-1-Δ321-450-mEGFP-CAAX）は pMunc13-1-mEGFP-CAAX をテンプレート

にインバース PCR を行い、ライゲーション反応を行った後にクローニングするこ

とで得た。すべてのプラスミドはサンガーシーケンスによって配列を確認した。 

 

海馬神経細胞とグリア細胞の共分散培養 

妊娠 21 日目の Sprague-Dawley ラットから胎児を取り出し、直ちに胎児の

脳から海馬を抽出した。抽出した海馬をトリプシン（Invitrogen）と DNase I

（Sigma）で消化し、神経細胞を分離した。神経細胞はポリ-L-リシン（ナカライテス

ク）及びラミニン（Invitrogen）でコートした厚さ 0.12 ～ 0.17 mm のカバーガラス

（松浪硝子、25 × 25 mm）の上で単層に撒かれたラット海馬由来のグリア細胞と共に 

2 % B-27 サプリメント（Invitrogen）、1 % glutamax（Invitrogen）、1 % ペニシリン-ス

トレプトマイシン混合溶液（ナカライテスク）、1 mM ピルビン酸ナトリウム

（Invitrogen）を含む Neurobasal-A 培地（Invitrogen）により二酸化炭素濃度 5 %、

37 ℃で 21 日から 31 日間培養した。培養開始 1 日後に cytosine arabinoside

（終濃度 2 M、Sigma Aldrich）を加え、その後 5 ～ 7 日毎に培地を半量交換し

た。すべての動物実験は東京大学動物実験実施マニュアルに従って行い、医学系研

究科動物実験委員会の承認を得ている。 
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AAV の作製と神経細胞への感染 

10 % ウシ胎児血清（FBS、Sigma）を含むダルベッコ変法イーグル培地

（Wako）中で二酸化炭素濃度 5 %、37 ℃において培養した 293T 細胞（Gen 

Hunter）に対し、XtremeGENE HP DNA（ロシュ・ライフサイエンス）を用いて 

pAAV shMunc13-1 clone1 と pAAV shMunc13-1 clone2 の等量混合液、pAAV-RC 及び 

pHelper（アジレント・テクノロジー）を導入した。48 時間培養した後セルスクレー

パーを用いて細胞を回収し、凍結融解によって細胞を破砕した。得られた細胞破砕

液を DNase I で処理した後 Opti-Prep（Axis-Shield）を用いた非連続密度勾配超遠心

分離法53 によって AAV 粒子を精製した。得られたウイルス液を Amicon Ultra

（30K、メルクミリポア）を用いて濃縮し、使用時まで -80 ℃で保存した。 

神経細胞への AAV の感染には培養日数 10 ～ 14 日の神経細胞を用いた。

培地 500 µl に対し 2 ～ 5 µl の解凍したウイルス液を加え、感染後 10 ～ 16 日間

培養した。 

 

レンチウイルスの作製と神経細胞への感染 

HA タグと Munc13-1 の融合タンパク質を発現させるレンチウイルスを作製

するため、293T 細胞に対し XtremeGENE HP DNA を用いて pLenti 6PW HA-

Munc13-1、psPAX2 及び pMD2.G を導入した。48 時間後培地を全て回収し、4 ℃

で 8 分、200 g で遠心して細胞を落とした。上清を 4 ℃で一晩 9,000 g で遠心し、



13 

 

上清を捨て神経細胞の培養に用いる培地で再懸濁することでウイルス液を得た。同

様の手順により Munc13-1 の各種部分欠失変異体を発現させるウイルス液を作製し

た。また、pLenti 6PW STB52 より synapsin プロモーターの下流でテトラサイクリン

制御性トランス活性化因子（tTA）を発現させるウイルス液を作製した。得られたウ

イルス液は使用時まで -80 ℃で保存した。 

神経細胞へのレンチウイルスの感染には培養日数 14 ～ 21 日の神経細胞を

用いた。培地 500 µl に対し tTA を発現させるウイルス液と各 Munc13-1 を発現さ

せるウイルス液をそれぞれ 5 ～ 20 µl 加え、さらに 7 ～ 10 日間培養した。レン

チウイルスに感染させた後ドキシサイクリン（Clontech）を終濃度 20 pg/ml ～ 50 

pg/ml になるよう加え、発現量を調整した。 

 

免疫染色 

培養海馬神経細胞を 1 % のパラホルムアルデヒド、4 % のスクロースを含む

リン酸緩衝生理食塩水（PBS、600 mM 塩化ナトリウム、2.68 mM 塩化カリウム、9.58 

mM リン酸一水素ナトリウム、1.47 mM リン酸二水素カリウム) によって室温で 8 

分間固定した後、0.1 % のサポニン（Sigma）を含む PBS で室温 5 分間処理するこ

とで細胞膜の透水性を上げた。0.1 % のサポニンと 3 % の ウシ血清アルブミン（BSA、

ナカライテスク）を含む PBS（BSA-PBS）中で室温 15 分間ブロッキング処理をした

後、一次抗体（後述）を BSA-PBS中で 1 時間反応させた。一次抗体を洗浄した後に、
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蛍光標識した二次抗体（後述）を BSA-PBS 中で室温 30 分間反応させた。反応後 

BSA-PBS で細胞を洗浄し、4 % のパラホルムアルデヒド、4 % のスクロースを含む 

PBS により室温で 15 分間後固定を行った後通常の顕微鏡あるいは STORM 顕微鏡

による観察まで 0.09 % のアジ化ナトリウム（ナカライテスク）を含む PBS 中で 

4 ℃にて保存した。 

 

蛍光画像の取得、解析 

免疫染色した標本の通常の顕微鏡による観察にはキセノンアークランプを備

えた倒立顕微鏡（IX-71、Olympus）及び 100 倍の油浸対物レンズ（Olympus、UPlanSApo、

開口数 1.4）を用いた。蛍光画像は EM-CCD カメラ（iXon、Andor）を用いて取得し、

Alexa Fluor 405 の蛍光画像を取得する際は励起フィルター FF01-377/50-25（Semrock）、

吸収フィルター FF02-438/24-25（Semrock）、ダイクロイックミラー FF409-Di03-25x36

（Semrock）からなるキューブを、Alexa Fluor 488 の蛍光画像を取得する際は  U-

MGFPHQ フィルターセット（Olympus）を、Alexa Fluor 555 の蛍光画像を取得する際

は U-MRFPHQ フィルターセット（Olympus）を、Alexa Fluor 647 の蛍光画像を取得

する際は Cy5-4040A フィルターセット（Semrock）を、DyLight 755 の蛍光画像を取

得する際は Cy7-B フィルターセット（Semrock）を用いた。 

 取得した画像は ImageJ（NIH）を用いて解析した。Munc13-1 の免疫染色強度

の定量においてはまず Bassoon の免疫染色画像においてスポット状に蛍光シグナル
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が見られた領域を Bassoon 陽性のシナプス前終末であると見なし、その周囲に設定

した 1.3 × 1.3 µm の注目画像領域（ROI）をシナプス上の ROI とした。この時複数

のシナプスが ROI 内に含まれないような場所に限り解析対象とした。シナプス上の 

ROI の近傍で Bassoon 由来のシグナルがない場所に同じく 1.3 × 1.3 µm の補正用 

ROI を設定した。次に Munc13-1 の免疫染色画像においてシナプス上の ROI におけ

る蛍光強度の値から補正用 ROI における蛍光強度の値を差し引き、得られた値を対

象としたシナプスにおける Munc13-1 の分子数を反映した値とした。 

 

抗体 

Bassoon に対する抗体はマウスモノクローナル抗体（Enzo Life sciences、clone 

SAP7F407、1/500 – 1/2000）あるいはウサギポリクローナル抗体（Synaptic Systems、

141-003、1/200）を用いた。Munc13-1 に対する抗体はすべて独自に作製したマウスモ

ノクローナル抗体を用いた。クローン 5D-7G（2.5 µg/ml）は 1 ～ 320 番目のアミノ

酸残基を抗原として作製し、エピトープは 1 ～ 250 番目のアミノ酸残基内に位置す

る。クローン 11B-10G（0.5 µg/ml）は 1 ～ 320 番目のアミノ酸残基を抗原として作

製し、エピトープは 251 ～ 320 番目のアミノ酸残基内に位置する。クローン 2-A5

（4 µg/ml）は Mumc13-1 の 859 ～ 1531 番目のアミノ酸残基を抗原として作製した。

抗 HA タグ抗体はマウスモノクローナル抗体（MBL、M180-3、1/500）を、抗 VGlut1 

抗体はウサギポリクローナル抗体（フロンティア研究所、VGlut1-Rb-Af500、1/2000）
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を、抗 RIM 1/2 抗体はウサギポリクローナル抗体（Synaptic Systems、140-203、1/200）

を用いた。 

二次抗体は未標識の抗マウス IgG 抗体（Jackson ImmunoResearch、715-005-151、

115-005-205 、 115-005-206 、 115-005-207 ）及び抗ウサギ  IgG 抗体（ Jackson 

ImmunoResearch、111-005-047）を NHS 基を付した蛍光色素 Alexa Fluor 405、Alexa 

Fluor 488、Alexa Fluor 555、Alexa Fluor 647（Life Technologies）と DyLight 755（Thermo 

Scientific）で標識したものを終濃度約 1 µg/ml で用いた。  

 

eEOS と BoNT/C-Hcの精製 

グルタミン酸受容体 GluA2 のグルタミン酸結合領域である S1S2 タンパク

の 448 番目のグリシン残基をシステインに変異させた組換えタンパク質 G448C を

発現させるプラスミド pET S1S2-G448C54 で大腸菌 BL21（DE3）株を形質転換した。

50 µg/ml のアンピシリンを含む 2×YT 培地中に形質転換後の大腸菌を加え、600 nm 

での吸光度が 1 に達するまで 37 ℃で培養した。さらに終濃度 0.5 mM の IPTG

（Wako）を加え、13 ℃で 36 時間振盪培養した。 

大腸菌のペレットに培養液 1000 ml あたり 100 ml のリン酸バッファー（PBS）

を加えてペレットを溶解した。フレンチプレス（SLM-Aminco Rochester）を用いて大

腸菌を破砕し、4 ℃で 15 分間、15,000 g で遠心して上清を回収した。回収した上清 

100 ml につき 300 µl の TALON Metal Affinity Resin（Clontech）を添加し、氷中で 15 
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分間振盪して G448C を吸着させた。4 ℃で 3 分間、1,500 g で遠心し上清を除去し

た後 10 mM イミダゾール含有 PBS で 3 回洗浄した。洗浄後 150 mM イミダゾー

ル含有 PBS を加え、氷中で 15 分間振盪し G448C を溶出させた。振盪後 4 ℃で 3 

分間、1,500 g で遠心して溶出液を回収し G448C を得た。得られた G448C は Mono 

S 5/50 GL（GE ヘルスケア）を用いてさらに精製した。10 µM の G448C を含む溶出

液に終濃度 25 µM となるように Alexa Fluor 488 maleimide（Life Technologies）を加

え氷上で 45 分間反応させ、G448C のチオール基に Alexa Fluor 488 を標識すること

で eEOS を得た。反応後 PD-10 column（GE Healthcare）を用いて未反応の Alexa Fluor 

488 maleimide を除去し、eEOS を精製した。 

ボツリヌストキシンタイプ C 重鎖の C 末領域（BoNT/C-Hc）を発現させる

プラスミド pET-30a Hc/CB-1955（大阪府立大学小崎俊司教授より供与）で大腸菌 BL21

（DE3）株を形質転換した。20 µg/ml のカナマイシンを含む 2×YT 培地中に形質転換

後の大腸菌を加え、600 nm での吸光度が 0.6 に達するまで 37 ℃で培養した。さら

に終濃度 0.1 mM の IPTG を加え、25 ℃で 24 時間振盪培養した。大腸菌ペレット

からのタンパク質精製は eEOS と同様に行った。 

 

eEOS の神経細胞への標識 

 精製した eEOS と BoNT/C-Hc は NHS-PEG4-biotin（Thermo Scientific）を用

いてビオチン化した。eEOS については 10 µM のタンパク質溶液と 300 µM の 
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NHS-PEG4-biotin を、BoNT/C-HC については 10 µM のタンパク質溶液と 200 µM 

の NHS-PEG4-biotin を混合し、4 ℃ で 45 分間反応させた後、NAP-5 カラム（GE 

ヘルスケア）を用いて未反応の NHS-PEG4-biotin を除き、さらに Amicon Ultra

（30K、メルクミリポア）を用いて濃縮した。ストレプトアビジン（Vector）、ビオ

チン化 BoNT/C-Hc とビオチン化 eEOS を分子量比 1:1:3 で混合することで eEOS 

と BoNT/C-Hc の複合体を作製し、液体窒素を用いて急速凍結した後使用時まで -

80 ℃で保存した。 

神経細胞上に eEOS を標識するため、HEPES 緩衝生理食塩水（HBS; 25 mM 

HEPES、115 mM 塩化ナトリウム、2.5 mM 塩化カリウム、2 mM 塩化カルシウム、

1 mM 塩化マグネシウム、25 mM D-グルコース、10 mM L-アスコルビン酸ナトリウ

ム、3 mM myo-イノシトール、2 mM ピルビン酸ナトリウム、pH 7.4）に eEOS と 

BoNT/C-Hc の複合体を終濃度 0.5 µM（BoNT/C-Hc 換算）となるよう加えた液で培

養神経細胞を室温 20 分間インキュベートした。eEOS で標識された神経細胞は 

HBS による洗浄を 4 回経た後に以降の実験に使用した。 

なお、この方法によって eEOS が神経細胞軸索表面に標識されること、シ

ナプス間隙中にも eEOS が標識されることを確認している。 

 

神経細胞における蛍光グルタミン酸イメージング 

 細胞の観察は倒立顕微鏡（IX-71、Olympus）を用いて行った。光源には LED 
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照明（LCS-BC25-0495、Mightex）を用いた。観察には  100 倍の油浸対物レンズ 

（Olympus、UPlanSApo、開口数 1.4）を用いた。撮影は電子増幅機能を備えた冷却 CCD 

カメラ（iXon、Andor）によって行い、蛍光の観察はフィルターセット U-MGFPHQ

（Olympus）を用いた。 

電気刺激実験に際しては神経細胞の自発発火と回帰的な活動を防ぐため細胞

外液の HBS にAMPA 型グルタミン酸受容体の非拮抗阻害薬 GYKI52466（Tocris、終

濃度 100 µM)、NMDA 型グルタミン酸受容体の阻害薬 D-AP5（Tocris、終濃度 50 µM）、

カイニン酸受容体の阻害薬 SYM2081（Tocris、終濃度 200 nM）を加えた。刺激電極

は 1.5 mm 間隔のプラチナ平行電極を用い、7 V、0.5 ms の矩形波を与えた。生理的

条件下でのグルタミン酸開口放出をイメージングする実験では 20 Hz、8 回の刺激を 

10 秒間隔で 20 セット与えた。即時放出可能な小胞数を見積もる実験ではカルシウ

ム濃度を 4 mM に、マグネシウム濃度を 0.5 mM に調整し 4-アミノピリジン（ナカ

ライテスク）を終濃度 20 µM で加えた各種受容体の阻害薬を含む HBS を細胞外液

として用い、50 Hz、20 回刺激を 20 秒間隔で 5 セット与えた。 

グルタミン酸イメージング終了後直ちに標本を固定し Bassoon、VGlut1、HA 

タグあるいは Bassoon、VGlut1、Munc13-1 に対する多重免疫染色を施した。染色画像

及び免疫染色後の eEOS の蛍光画像は通常の顕微鏡を用いて取得した。 

画像解析はすべて ImageJ（NIH）を用いて行った。グルタミン酸イメージン

グ中の標本ドリフトは ImageJ の stackreg プラグインを用いて補正した。蛍光画像に 
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0.32 µm （1 ピクセル）のガウシアンフィルターをかけた後、電気刺激中の eEOS の

蛍光画像を電気刺激前の eEOS の平均蛍光画像で割った。得られた蛍光強度変化を

示す画像は同一視野の複数セットについて平均化し以降の解析に用いた。 

興奮性シナプス前終末からのグルタミン酸開口放出を解析するため、まず免

疫染色画像において前述の方法で Bassoon 陽性シナプス前終末上に ROI を設定し

そのうち VGlut1 陽性であった ROI を興奮性シナプス前終末上の ROI とした。外

来性 Munc13-1 を発現させた標本においてはさらに Munc13-1 あるいは HA タグ陽

性である ROI を Munc13-1 が発現している興奮性シナプス前終末上の ROI として

解析対象とした。免疫染色後の eEOS の蛍光画像とグルタミン酸イメージング時の 

eEOS の蛍光画像とを照らし合わせることで免疫染色画像から設定された ROI と同

じ場所にグルタミン酸イメージングデータ解析用の ROI を設定した。 

0.96 × 0.96 µm の ROI を免疫染色によって同定した興奮性シナプス前終末上

に設定し、拡散したグルタミン酸に由来する蛍光強度変化及び光退色の影響を補正す

るための ROI を目的のシナプス近傍のシナプスでない領域に設定した。この時、補

正用の ROI はシナプス上の ROI と同程度の蛍光強度を持つ神経細胞上の場所で、

かつシナプス上の ROI から 3.2 µm 以内の場所に設定することとした。シナプス上

の ROI における蛍光強度変化から補正用 ROI における蛍光強度変化を差し引いた

値が目的のシナプスから放出されたグルタミン酸に由来する蛍光強度変化分（グルタ

ミン酸シグナル）であるとした。なお eEOS の神経細胞上での最大蛍光変化率は 
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800 % 以上であり、全実験において観察された最大の蛍光変化は 50 % 未満であった

ため、ここで求めたグルタミン酸シグナルは eEOS の飽和による影響を受けないと

考え以降の解析を行った。 

 

グルタミン酸シグナルのデコンボリューション解析 

eEOS の蛍光強度変化は  170 ms の時定数で減衰する性質を持つことから、

ある時点で観察されたグルタミン酸シグナルはその時点までに放出されたグルタミ

ン酸に由来する蛍光強度変化が  170 ms で減衰したものの総和であると考えられ

る。そこで、グルタミン酸シグナルの時間推移 S(t) に対しデコンボリューション解析

を施すことにより、グルタミン酸の放出速度 r(t) を求めた。 
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となる。 

即時放出可能な小胞に対応したグルタミン酸シグナル（RRPGlu）および放出確

率は次のように求めた。まず 50 Hz、20 回刺激に応答するグルタミン酸放出を観察

する実験における S(t) をデコンボリューションすることで r(t) を求め、さらに累積

グルタミン酸シグナル C(t) を r(t) の積分値として求めた。t = 200 ms から t = 380 

ms までの C(t) に対し線形近似を施し、得られた関数の y 切片の値を RRPGlu と定
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義した6。この時、求められた RRPGlu が 2 % 以下であったシナプス及び 5 セットの

測定中に著しいグルタミン酸シグナルの低下が見られたシナプスは解析から除外し

た。RRPGlu が求められたシナプスについて、2 mM カルシウム条件下で 1 回の電気

刺激によって生じたグルタミン酸シグナルを RRPGlu で割ることにより放出確率を

求めた。 

 

STORM 顕微鏡による超解像イメージング 

STORM 顕微鏡は 100 倍の油浸対物レンズ（Olympus、UPlanSApo、開口数 

1.4）、EMCCDカメラ（iXon3 860、Andor）、ピエゾコントローラー（PI）、シリンドリ

カルレンズを用いて自作した。Alexa Fluor 647 の励起には 640 nm レーザー（OBIS、

Coherent）を約 5 kW/cm2 で用い、DyLight 755 の励起には 670-745 nm の励起光フィ

ルター（FF01-708/75-25、Semrock）を通した 745 nm の超短パルスレーザー（Chameleon、

Coherent）を約 1 kW/cm2 で用いた。Alexa Fluor 647 の蛍光はペンタバンドダイクロ

イックミラー（FF408/504/581/667/762-Di01 -25x36、Semrock）とバンドパス吸収フィ

ルター（710QM80、Omega）を、DyLight 755 の蛍光はペンタバンドダイクロイック

ミラーと 770-850 nm の吸収フィルター（FF02-809/81-25、Semrock）を通した後に検

出した。蛍光色素の活性化は 405 nm レーザー（OBIS、Coherent）を 0.1 – 40 W/cm2 

で照射することにより行った。 

内因性 Munc13-1 の STORM 顕微鏡による測定では一次抗体に抗 Munc13-1 
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抗体（クローン 11B-10G）と抗 Bassoon 抗体（Enzo Life sciences、clone SAP7F407）

を、二次抗体に抗 Munc13-1 抗体を認識する Alexa Fluor 647 の標識された抗体と抗 

Bassoon 抗体を認識する DyLight 755 の標識された抗体を用いて免疫染色を施した

標本を用いた。外来性  Munc13-1 の測定では一次抗体に抗  HA タグ抗体と抗 

Bassoon 抗体（Synaptic Systems、141-003）及び抗 RIM 1/2 抗体を、二次抗体に抗 HA 

タグ抗体を認識する Alexa Fluor 647 の標識された抗体と抗 Bassoon 抗体及び抗 

RIM 1/2 抗体を認識する DyLight 755 の標識された抗体を用いて免疫染色を施した

標本を用いた。免疫染色終了後まず位置補正用マーカーとして直径 200 nmの蛍光ビ

ーズ（F8810、Life Technologies）を標本上に撒き、標本の外液を 50 mM HEPES（pH 

8.0）、10 mM 塩化ナトリウム、60 % スクロース、10 % グルコース、0.1 % -メルカ

プトエタノール、0.5 mg/ml グルコースオキシダーゼ、0.04 mg/ml カタラーゼに置換

した。その後標本をカバーガラスで挟み込み、マニキュアを用いて密閉することで包

埋した。画像取得はまず Alexa Fluor 647 の蛍光画像を 16 ミリ秒の露光時間で 

60,000 枚取得した後、DyLight 755 の蛍光画像を 50 ミリ秒の露光時間で 30,000 – 

35,000 枚取得した。 

 

STORM 顕微鏡画像の解析 

取得した画像に対しまず 192 nm（1 ピクセル）の二次元ガウシアンフィルタ

ー処理を施した後、画像上の蛍光スポットに二次元ガウス関数を適合させ最小二乗法
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により最適解を算出することで蛍光スポットの中心点位置座標を求めた。z 座標は蛍

光スポットの非点収差より求めた56。測定中の標本ドリフトは位置補正用マーカーを

用いて補正し、Alexa Fluor 647 に由来する蛍光と DyLight 755 に由来する蛍光の色収

差は予め蛍光ビーズを用いて実測したデータを元に補正した。求めた位置座標を10 

nm の解像度で画像に再構築し、画像のピクセル値にはそのピクセルに対応する座標

領域に含まれる位置座標の数を用いた。再構築した画像をさらに 10 nm の三次元空

間ガウシアンフィルターで処理した結果を STORM 顕微鏡における観察像とした。 

Munc13-1 ナノクラスターの解析においてはまず画像を三次元回転すること

でアクティブゾーン平面を垂直方向から見た図を作成した。 DyLight 755 のシグナル

よりアクティブゾーン領域を決定し、内部に形成された Alexa Fluor 647 シグナルの

クラスター状構造を Munc13-1 のナノクラスターとした。決定された Munc13-1 ナ

ノクラスターに対し直径に沿ったシグナル強度の分布を求めて一次元ガウス関数を

適合させ、得られた関数の半値全幅を各ナノクラスターのサイズと定義した。また各

ナノクラスターの重心間の最近傍距離をナノクラスター間の最近傍距離と定義した。 

Munc13-1 のアクティブゾーン内比率を求める解析においてはあるシナプス

において観察された Alexa Fluor 647 由来のシグナルのうち DyLight 755 のシグナル

と三次元的に重なる Alexa Fluor 647 のシグナルの割合をアクティブゾーン内比率と

定義した。この時異なるシナプスに由来すると見なしたシグナルは解析から排除した。 
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COS-7 細胞の培養と遺伝子導入、細胞の観察 

COS-7 細胞は 10 % ウシ胎児血清（FBS、Sigma）を含むダルベッコ変法イー

グル培地（Wako）中で二酸化炭素濃度 5 %、37 ℃において培養した。pMunc13-1- 

mEGFP-CAAX 、 pMunc13-1-Δ251-320aa-mEGFP-CAAX 及び  pMunc13-1-Δ321-450-

mEGFP-CAAX の導入には Xtreme GENE HP DNA（ロシュ・ライフサイエンス）を用

い、導入後 36 ～ 48 時間で観察に用いた。観察は HBS 中で行い、キセノンアーク

ランプを備えた倒立顕微鏡（IX-71、Olympus）及び 100 倍の油浸対物レンズ（Olympus、

UPlanSApo、開口数 1.4）を用いた。蛍光画像は EM-CCD カメラ（iXon、Andor）を

用いて取得し、フィルターセットは U-MGFPHQ（Olympus）を用いた。 

 

統計解析 

 2 群の差の検定は Mann-Whitney U-test によって行った。3 群以上における

差の検定はまず Kruskal-Wallis test を行い、有意差が認められた場合は Steel-Dwass 

test による検定を行った。 

 

遺伝子組換え実験の承認 

全ての遺伝子組換え実験は東京大学遺伝子組換え実験等の使用等実施規則に

従い、東京大学遺伝子組換え生物等委員会の承認を得ている 
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結果 

 

分散培養神経細胞における Munc13-1 のノックダウン 

Munc13-1 の機能未知である領域について調べるため、shRNA の発現による

内因性 Munc13-1 のノックダウンと部分欠失変異体の外来性発現によってシナプス

の Munc13-1 を変異体に置き換えることにした。ノックダウンの効率を確認するた

め Munc13-1 に対する shRNA を AAV によってラット海馬神経細胞の分散培養標

本に発現させ、Munc13-1 の発現量を免疫染色によって確認した。対照群（Control）

の神経細胞ではアクティブゾーンのマーカー分子 Bassoon の免疫染色シグナルによ

って示されるシナプス前終末に局在した Munc13-1 のシグナルが見られたが、ノッ

クダウンを行った神経細胞（KD）ではシナプス前終末での Munc13-1 に由来するシ

グナルがほとんど認められなかった（図 2A）。免疫染色強度を定量したところ、

Munc13-1 に由来するシグナルが大幅に減少していることが分かった（図 2B、

Control 比 4.0±1.8 %、***p<0.001、Mann-Whitney U-test、Control: n = 55 シナプ

ス、KD: n = 49 シナプス）。一方で Bassoon に由来するシグナルは両群で差が見ら

れなかった（図 2C、Control 比 115.5±6.7 %、p>0.05、Mann-Whitney U-test、

Control: n = 55 シナプス、KD: n = 49 シナプス）。この結果は AAV を用いた 

Munc13-1 に対する shRNA の発現によって Munc13-1 の発現を特異的に抑制できた

ことを示す。 
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Munc13-1 のノックダウンによるグルタミン酸開口放出の抑制 

 Munc13-1 のノックダウンによる興奮性シナプス前終末からのグルタミン酸

開口放出の変化を調べるため、蛍光グルタミン酸プローブである eEOS を用いたグ

ルタミン酸イメージングによる評価を行った。eEOS はグルタミン酸受容体 GluA2 

のグルタミン酸結合領域と蛍光色素 Alexa Fluor 488 からなるハイブリッド型蛍光プ

ローブで54、グルタミン酸の結合によって自身の蛍光強度を増大させる性質を持つ

59。神経細胞特異的に発現しているガングリオシドを認識する BoNT/C-Hc を用いた

手法により神経細胞表面に eEOS を標識し（方法参照）、20 Hz、8 回の電気刺激に

よって惹起されたシナプス前終末からのグルタミン酸開口放出を eEOS の蛍光変化

として可視化した。測定後神経細胞を固定し Bassoon に対する免疫染色を施すこと

によってシナプス前終末の位置を特定した。結果、シナプス前終末と一致する領域

において eEOS の蛍光強度上昇（グルタミン酸シグナル）が観察されたことから

（図 3A）、eEOS によってシナプス前終末からのグルタミン酸開口放出をイメージ

ング可能であることが示された。なお、Bassoon 陽性かつ VGlutI 陽性の興奮性シナ

プス前終末のうちグルタミン酸シグナルが観察されたシナプスの割合は約 86.4 % 

であった。この結果は本研究で用いた分散培養標本中のシナプスはその大部分が機

能的なシナプスであることを示している。 

ノックダウンを行った標本において同様のイメージングを行ったところシナ

プス前終末におけるグルタミン酸シグナルはほとんど観察されず（図 3A）、定量し
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たところグルタミン酸シグナルは Control と比べ大幅に小さかった（図 3B、

***p<0.001、Mann-Whitney U-test、Control: n = 29 シナプス、KD: n = 17 シナプ

ス）。以上の結果は Munc13-1 の発現抑制によってシナプス前終末からのグルタミン

酸開口放出が強く抑制されたことを示しており、これは先行研究における知見と一

致している58。 

 

Munc13-1 の外来性発現によるグルタミン酸開口放出の回復 

 Munc13-1 のノックダウンによるグルタミン酸開口放出の抑制が Munc13-1 

の外来性発現によって回復されるかグルタミン酸イメージングによって調べた。発

現させる外来性 Munc13-1 は後の実験において内因性と識別するため HA タグを挿

入したものを用いた（図 4A、WT）。外来性 Munc13-1 の発現は Tet-off の系を介し

て行い、至適濃度のドキシサイクリンを添加することによって Munc13-1 の発現量

が対照群における内因性 Munc13-1 の発現量と同程度となるよう調整した。 

抗 Munc13-1 抗体（11B-10G、方法参照）を用いた免疫染色により Munc13-

1 の発現を確認したところ、外来性に発現させた Munc13-1 は内因性 Munc13-1 同

様 Bassoon 陽性のシナプス前終末に局在することが分かった（図 4B）。ノックダウ

ンと外来性発現の操作を行っていない対照群の標本（Control）、ノックダウンのみ行

った標本（KD）、ノックダウンと外来性発現を行った標本（Rescue）の 3 群で 

Munc13-1 の免疫染色強度を比較したところ、ノックダウンを行った標本では免疫染
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色強度が大幅に小さかったがノックダウンと外来性発現を行った標本では対照群と

同程度の免疫染色強度であった（図 4C、Control 比、KD: 15.5±4.5 %、Rescue: 

109.2±19.2 %、*** p<0.001、Kruskal-Wallis test、Control vs. KD: p<0.01、Control vs. 

Rescue: p>0.05、KD vs. Rescue: p<0.01、Steel-Dwass test、Control: n = 35 シナプス、

KD: n = 36 シナプス、Rescue: n = 32 シナプス）。 

グルタミン酸イメージングによってグルタミン酸開口放出を 3 群で比較し

た。イメージング後標本を固定し Bassoon 及び VGlut1 に対する免疫染色を施すこ

とで興奮性シナプス前終末の位置を特定した（方法参照）。結果、ノックダウンした

標本では興奮性シナプス前終末におけるグルタミン酸シグナルは大幅に小さかった

がノックダウンと外来性発現を行った標本のグルタミン酸シグナルは対照群と差が

なかった（図 4D、*p<0.05、Kruskal-Wallis test、Control vs. KD: p<0.05、Control vs. 

Rescue: p>0.05、KD vs. Rescue: p<0.05、Steel-Dwass test、Control: n = 35 シナプス、

KD: n = 36 シナプス、Rescue: n = 32 シナプス）。以上より、Munc13-1 のノックダウ

ンによって抑制されたグルタミン酸開口放出が外来性 Munc13-1 の発現によって回

復することが確認された。 

 

Munc13-1 分子内天然変性領域の解析 

先行研究において Munc13-1 分子の中に天然変性領域が存在する可能性が示

されている51。対象とするタンパク質と既知の天然変性領域とのアミノ酸配列の比較
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から天然変性領域の存在を予測するツール PrDOS57 を用いた解析を行った結果、

C2A ドメイン（1 から 130 番目のアミノ酸残基） と Calmodulin 結合部位（460 

から 477 番目のアミノ酸残基）の間におよそ 200 アミノ酸残基にわたって天然変

性である確率が非常に高い領域が存在していることが分かった（図 5A）。一方 

Munc13-1 同様中枢神経系のシナプスにおいて発現していることが知られる 

Munc13-1 のホモログ Munc13-2 についても解析を行ったところ、Munc13-1 におい

て見られるような 200 アミノ酸残基以上にわたって高い変性確率を示す領域は見ら

れなかった（図 5B）。 

次に Munc13-1 の天然変性領域について一次構造上の特徴を分析した（図 

5C）。アミノ酸組成に着目すると全 200 アミノ酸残基（251 から 450 番目）中グル

タミン酸残基（E）が50 個（25 %）、アスパラギン酸残基（D）が 19 個（9.5 %）含

まれており、天然変性領域全体にわたって酸性アミノ酸残基に富んだ組成であるこ

とがわかった。また、途中グルタミン酸残基が連続する特徴的な配列（ポリ E 配

列）が存在していた。 

 

Munc13-1 部分欠失変異体に置き換えたシナプスからのグルタミン酸開口放出 

シナプスの Munc13-1 を天然変性領域が欠失した変異体に置き換えることで

グルタミン酸開口放出がどのように変化するのか調べるため、Munc13-1 のノックダ

ウンと部分欠失変異体の外来性発現を行った標本でのグルタミン酸イメージングを
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行うことにした。ポリ E 配列を含まない N 末側領域とポリ E 配列を含む C 末側

領域の 2 つに分け変異体を作製することとし、251 から 320 番目のアミノ酸残基

を欠失した変異体（Δ251-320）と 321 から 450 番目のアミノ酸残基を欠失した変

異体（Δ321-450）の 2 種類を作製した（図 6A）。 

Munc13-1 のノックダウンと Δ251-320 または Δ321-450 の発現によって 

Munc13-1 を部分欠失変異体に置き換えた神経細胞を作製し、HA タグに対する抗体

で変異体の発現を確認した。同時に Bassoon に対する抗体でシナプス前終末を可視

化したところ、両方の標本について HA タグ由来のシグナルと Bassoon 由来のシグ

ナルが強く共局在している様子が観察された（図 6B）。この結果は部分欠失変異体

が正常に発現しシナプス前終末に局在することを示している。 

野生型を発現する神経細胞と部分欠失変異体 Δ251-320、Δ321-450 に置き換

えた神経細胞におけるグルタミン酸開口放出をイメージングによって比較した。興

奮性シナプス前終末におけるグルタミン酸シグナルに注目したところ、Δ321-450 で

置き換えた標本のグルタミン酸シグナルは野生型を発現する標本と差がなかったの

に対し、Δ251-320 に置き換えた標本ではグルタミン酸シグナルが小さかった（図 

7A、*p<0.05、Kruskal-Wallis test、WT vs. Δ251-320: p<0.05、WT vs. Δ321-450: 

p>0.05、Steel-Dwass test、WT: n = 38 シナプス、Δ251-320: n = 50 シナプス、Δ321-

450: n = 43 シナプス）。以上の結果から、これまで機能未知であった Munc13-1 の 

天然変性領域（251 から 320 番目のアミノ酸残基）がシナプス前終末からの正常な
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グルタミン酸開口放出に何らかの形で関与していることが示された。 

 

Δ251-320 変異体の発現確認 

Δ251-320 変異体に置き換えたシナプスにおいてグルタミン酸開口放出量が

低下していたのは Δ251-320 変異体の発現レベルが野生型に比べ低い為である可能

性があると考えた。そこでシナプスにおける発現量に差がないか Munc13-1 に対す

る 3 つのモノクローナル抗体を用いて調べることにした（図 8A）。ここで用いた抗

体はそれぞれエピトープが異なり、5D-7G、11B-10G、2-A5 はそれぞれ 1 から 250 

番目、251 から 320 番目、859 から 1531 番目のアミノ酸残基の間にエピトープを

持つ。この 3 つの抗体を用いて野生型を発現する神経細胞と Δ251-320 変異体で置

き換えた神経細胞に免疫染色を施したところ、5D-7G ではどちらの標本でも 

Bassoon 陽性シナプス前終末に局在した同程度の強度を持つシグナルが得られたが

（図 8B、D、WT 比 107.5±12.0 %、p>0.05、Mann-Whitney U-test、WT: n = 27 シナ

プス、Δ251-320: n = 35 シナプス）、11B-10G では Δ251-320 変異体で置き換えた標

本においてほとんどシグナルが検出されなかった（図 8B、E、WT 比 9.0±1.8 %、

***p<0.001、Mann-Whitney U-test、WT: n = 27 シナプス、Δ251-320: n = 35 シナプ

ス）。また、2-A5 ではどちらの標本でも同程度の強度を持つシグナルが得られた

（図 8C、F、WT 比 110.0±6.5 %、p>0.05、Mann-Whitney U-test、WT: n = 53 シナ

プス、Δ251-320: n = 61 シナプス）。この結果は Δ251-320 変異体の発現量が野生型
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と同程度であることを示すとともに、Munc13-1 のノックダウンと Δ251-320 変異体

の発現によってシナプスの Munc13-1 が Δ251-320 変異体にほぼ置き換わっている

ことを示している。 

 

Δ251-320 変異体に置き換えたシナプスにおける即時放出可能な小胞数と放出確率 

 Δ251-320 変異体におけるグルタミン酸開口放出量の減少が即時放出可能な

小胞数と放出確率のどちらを原因としているのか調べるため、野生型を発現するシ

ナプスと Δ251-320 変異体を発現するシナプスの即時放出可能な小胞数と放出確率

をグルタミン酸イメージングによって評価し比較することにした。 

 シナプス前終末からのグルタミン酸開口放出を人為的に促進した状態で高頻

度刺激を加えると即座に即時放出可能な小胞の枯渇が起こり、続いて貯蔵プールと

呼ばれる小胞がアクティブゾーンに供給されて緩やかな開口放出が起こることが知

られている60。そこで、開口放出を促進した状態で高頻度刺激に応じて放出されるグ

ルタミン酸をイメージングすることで個々のシナプスについて即時放出可能な小胞

数を定量的に評価することができると考えた。細胞外液のカルシウムイオン濃度を 

4 mM に上昇させ、さらにカリウムチャネルの阻害薬である 4-アミノピリジンを加

えた状態で 50 Hz の高頻度刺激を標本に与えてグルタミン酸の放出を eEOS によっ

て可視化した。興奮性シナプス前終末に着目してグルタミン酸シグナルの時間推移

を求めると、刺激開始直後に一過性のピークを迎えその後徐々にシグナル強度が低
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下していく変化を示した（図 9A）。ここで、eEOS の蛍光強度変化は解離速度定数 

170 ms に従って減弱する性質を持つことを踏まえ、求めたグルタミン酸シグナルに

デコンボリューション解析を施すことでグルタミン酸放出速度の時間推移を求めた

（図 9B、方法参照）。さらに、放出されたグルタミン酸量の累積的な時間推移を示

す関数（累積グルタミン酸シグナル）をグルタミン酸放出速度の積分によって求め

た（図 9C、図 10A、B）。累積グルタミン酸シグナルは刺激開始直後に急上昇しそ

の後緩やかに上昇していく二相性を示しており、急上昇する部分は即時放出可能な

小胞からのグルタミン酸放出に、緩やかに上昇する部分は貯蔵プールから供給され

た小胞からのグルタミン酸放出に対応していると考えられる。そこで、累積グルタ

ミン酸シグナルの後半部分に対して線形近似を行い、得られた関数の y 切片を求め

ることで個々のシナプスについて即時放出可能な小胞に対応したグルタミン酸シグ

ナルを求めた（RRPGlu、方法参照）。  

 野生型を発現する神経細胞、Δ251-320 に置き換えた神経細胞それぞれにつ

いて各シナプスの RRPGlu を求め両者を比較したところ、Δ251-320 で置き換えたシ

ナプスの RRPGlu は野生型を発現するシナプスと比べて小さいことが分かった（図 

10C、WT: 19.3±1.7 %、n = 32 シナプス、Δ251-320: 9.3±1.5 %、n = 21 シナプス、

***p<0.001、Mann-Whitney U-test）。 

 生理的条件下での放出確率を求めるため、RRPGlu を求めるための高頻度刺

激実験を行った視野と同一の視野において生理的なカルシウムイオン濃度条件（2 
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mM）におけるグルタミン酸シグナルを測定した（図 11A、B）。この条件下で 1 回

の電気刺激に応じて生じたグルタミン酸シグナルの値を RRPGlu で割ることによ

り、各シナプスについて放出確率を求めた。両標本で放出確率を比較したところ、

差は見られなかった（図 11C、WT: 0.177±0.028、n = 32 シナプス、Δ251-320: 0.163

±0.046、n = 21 シナプス、p>0.05、Mann-Whitney U-test）。以上の結果から、

Munc13-1 の天然変性領域（251 から 320 番目のアミノ酸残基）の欠失は即時放出

可能な小胞数を減少させ、放出確率は変化させないことが分かった。 

 

Munc13-1 のシナプスにおける微細構造 

 先行研究において各々のシナプスにおける即時放出可能な小胞数とアクティ

ブゾーン内で観察される Munc13-1 のナノクラスター数が一致することが示されて

いることから（付録参照）、Δ251-320 に置き換えた標本において RRPGlu が減少し

ていたのはアクティブゾーンにおける Munc13-1 ナノクラスター数が減少したため

ではないかと考えた。そこで野生型を発現する標本、Δ251-320 を発現する標本それ

ぞれにおいて Munc13-1 の微細構造を STORM によって観察することにした。 

 まず内因性 Munc13-1 が形成するナノクラスターについて評価するため、神

経細胞を抗 Munc13-1 抗体で免疫染色し STORM によって微細構造を観察した（図 

12A）。先行研究同様（付録参照）Munc13-1 がナノクラスターを形成している様子

が観察された（図 12B）。Munc13-1 ナノクラスターのサイズは 47.6±1.0 nm（n = 
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120 クラスター、図 12C）、クラスター間の最近傍距離は 84.7±2.4 nm（n = 120 ク

ラスター、図 12D）、アクティブゾーンあたりのクラスター数は 9.1±0.6 個であっ

た（n = 16 シナプス、図 12E）。 

 外来性に発現させた Munc13-1 が形成する微細構造について評価するため、

Munc13-1 のノックダウン及び外来性 Munc13-1 （WT、図 4A）の発現を行った標

本を抗 HA タグ抗体及びアクティブゾーンマーカー分子に対する抗体で免疫染色

し、STORM を行った（図 13A）。アクティブゾーンにおいて外来性 Munc13-1 が

内因性 Munc13-1 と同様のナノクラスターを形成している様子が観察された（図 

13B）。外来性 Munc13-1 によって形成されたナノクラスターのサイズは 51.4±1.5 

nm（n = 119 クラスター、図 13C）、クラスター間の最近傍距離は 87.2±2.2 nm（n 

= 119 クラスター、図 13D）、アクティブゾーンあたりのクラスター数は 7.2±0.8 

個であった（n = 19 シナプス、図 13E）。上記の値はすべて内因性 Munc13-1 と差

がなかったことから（p>0.05、Mann-Whitney U-test）、外来性に発現させた野生型 

Munc13-1 は内因性 Munc13-1 と同様の微細構造をとることが示された。 

 

Δ251-320 変異体のシナプスにおける微細構造 

 野生型を発現する神経細胞及び Δ251-320 変異体で置き換えた神経細胞に対

して免疫染色及び STORM を行い、微細構造を比較した。アクティブゾーン内に存

在する Munc13-1 に着目すると、Δ251-320 変異体は野生型同様アクティブゾーン内
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でナノクラスターを形成していたが、野生型に比べナノクラスターの数が少なく低

い密度で分布している様子が観察された（図 14A）。アクティブゾーンあたりのナノ

クラスター数を標本間で比較したところ Δ251-320 変異体は少ない数のナノクラス

ターを作ることが分かり（図 14B、WT: 7.2±0.7、n = 20 シナプス、Δ251-320: 4.8±

0.4、n = 21 シナプス、*p<0.05、Mann-Whitney U-test）、単位アクティブゾーン面積

あたりのナノクラスター数も少なかった（図 14C）。それに伴ってナノクラスター間

の最近傍距離は Δ251-320 の方が大きかったが（図 14D、WT: 88.7±2.1 nm、n = 

137 クラスター、Δ251-320: 116.1±4.6 nm、n = 96 クラスター、***p<0.001、Mann-

Whitney U-test）、ナノクラスターのサイズには差は見られなかった（図 14E、WT: 

54.3±1.7 nm、n = 137 クラスター、Δ251-320: 55.2±2.1、n = 96 クラスター、

*p>0.05、Mann-Whitney U-test）。 

Δ251-320 変異体は通常の顕微鏡観察では野生型とシナプス前終末における

発現量に差が見られなかったこと（図 8D、F）、アクティブゾーン内ナノクラスター

数は野生型に比べ少なかったがクラスターのサイズに差はなかったこと（図 14B、

E）から、Δ251-320 変異体はシナプス前終末のアクティブゾーン外部に多く局在し

ているのではないかと考えた。そこでシナプス前終末に見られる Munc13-1 のアク

ティブゾーン内外の分布を野生型と Δ251-320 で比較したところ、野生型では大部

分がアクティブゾーン内に局在していたのに対し Δ251-320 ではアクティブゾーン

外部にも多く局在している様子が観察された（図 15 A）。アクティブゾーン内に存
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在している比率を両者で比較したところ、Δ251-320 のアクティブゾーン内比率が低

いことが分かった（図 15B、WT: 86.1±2.7 %、n = 20 シナプス、Δ251-320: 63.6±

4.6 %、n = 21 シナプス、***p<0.001、Mann-Whitney U-test）。以上の結果から、

Munc13-1 の天然変性領域はアクティブゾーン内における正常なナノクラスター形成

に必要であることが明らかとなった。 

 

COS-7 細胞における Munc13-1 の集合体形成 

 Munc13-1 の天然変性領域によるナノクラスター形成制御のメカニズムを探

るため、非神経細胞である COS-7 において Munc13-1 を発現させその局在を観察

する実験を行った。発現パターン可視化のため野生型 Munc13-1、Δ251-320 変異体

又は Δ321-450 変異体の C 末に単量体緑色蛍光タンパク質（mEGFP）を融合し、

またアクティブゾーンにおける発現を模すため膜直下領域での発現を促すプレニル

化配列を mEGFP の C 末に融合して発現させた。結果、野生型 Munc13-1 と 

Δ321-450 変異体は COS-7 細胞の膜直下において非連続的な集合体を形成している

様子が観察された。一方で Δ251-320 の発現では細胞膜全体に連続的に分布してい

る様子が観察された（図 16）。この結果は非神経細胞において Munc13-1 が 251 か

ら 320 番目のアミノ酸残基依存的に集合体を形成することを示している。 
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考察 

 

本研究ではこれまで機能未知であった Munc13-1 の C2A ドメインと 

Calmodulin 結合部位の間の領域に注目し、その中に天然変性領域が含まれることを

示した。天然変性領域の生理的機能を明らかにするため神経細胞の Munc13-1 を部

分欠失変異体に置き換え、グルタミン酸イメージングによってシナプス前終末から

のグルタミン酸開口放出を定量的に評価した。その結果、天然変性領域の一部（251 

から 320 番目のアミノ酸残基）の欠失によってグルタミン酸放出量が減少するこ

と、即時放出可能な小胞数が減少することが明らかとなった。変異体のシナプスに

おける微細構造を STORM による超解像イメージングで観察したところ、野生型 

Munc13-1 に比べアクティブゾーン外部に局在する比率が増加していること、アクテ

ィブゾーン内で形成されるナノクラスター数が減少していることが明らかとなっ

た。 

 

天然変性領域がナノクラスター形成を制御するメカニズム 

天然変性領域による Munc13-1 ナノクラスター制御のメカニズムについて

の示唆が COS-7 細胞における発現実験から得られている。Munc13-1 は COS-7 細

胞において天然変性領域の一部、251 から 320 番目のアミノ酸残基依存的に集合体

を形成した。COS-7 細胞は非神経細胞であり、RIM、Bassoon、CAST など Munc13-
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1 と相互作用することが知られているアクティブゾーンタンパク質は発現していな

い。従って、集合体形成がこれらの分子を介した相互作用によるものとは考えられ

ない。1 つの可能性として、集合体形成は天然変性領域の一部領域を介した 

Munc13-1 自身の自己相互作用によるものと考えることができる。アクティブゾーン

においても Munc13-1 の自己相互作用が働いている可能性は十分に考えられ、自己

相互作用の欠如が天然変性領域の一部領域を欠失した変異体のナノクラスター形成

異常の原因となっている可能性がある。 

天然変性領域がナノクラスター形成の制御に働くメカニズムとして、他のア

クティブゾーンタンパク質との相互作用が関わっていることも十分に考えられる。

Munc13-1 と相互作用するアクティブゾーンタンパク質としては RIM がよく知ら

れている28。Munc13-1 は RIM 分子中の Zinc Finger ドメイン（ZF ドメイン）

と結合することが分かっているが61、この結合は 3 から 209 番目までのアミノ酸

残基によって担われていること28、また 1 から 181 番目のアミノ酸残基と 1 から 

651 番目のアミノ酸残基では ZF ドメインとの結合能力に差がないことが示されて

おり27、今回 251 から 320 番目のアミノ酸残基の欠失によってナノクラスター形

成に異常が生じた理由に RIM との結合が関与しているとは考えにくい。 

一方で、Munc13-1 の 1 から 320 番目のアミノ酸残基は Bassoon 及び 

Piccolo と結合することが先行研究において報告されている27。この結合は C 末側

を削ると弱くなることから、1 から 320 番目のアミノ酸残基の C 末側領域が 



41 

 

Bassoon、Piccolo と結合することが示唆されている27。この領域が本研究において調

べた天然変性領域の一部 251 から 320 番目のアミノ酸残基と重なることから、天

然変性領域は Bassoon 及び Piccolo との結合によって Munc13-1 のナノクラスター

形成に働いている可能性がある。 

先行研究において、天然変性領域は単独では決まった立体構造をとらないが

結合相手との相互作用に共役して一定の形状を持った複合体を形成する性質を持つ

こと62、また同一の相互作用領域が複数の異なる標的と結合しうる性質を持つことな

どが報告されている45。特に同種あるいは異種の天然変性領域間で複合体を形成する

性質が RNA 粒子の形成や核膜孔複合体の形成など様々な場面において生理的に重

要な役割を果たしていることが近年明らかにされつつある46-49。シナプス分子の中に

は Munc13-1 以外にも天然変性領域を持つものが多く含まれることが示唆されてお

り、特に Munc13-1 との結合が報告されているアクティブゾーン局在タンパク質 

Piccolo や CAST の内部にも天然変性である可能性の高い領域が含まれている51。こ

れらの知見を総合して考えると、Munc13-1 のナノクラスター形成には Munc13-1 

分子間あるいは Piccolo や CAST との間での天然変性領域を介した超分子複合体の

形成が関与している可能性が考えられる。 

進化の観点から見ると、今回機能が明らかにされた Munc13-1 の天然変性領

域は哺乳類から魚類まで脊椎動物においては強く保存されている一方で、無脊椎動

物であるキイロショウジョウバエと線虫のホモログにおいては相同性の高い領域は
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存在していない。Munc13-1 の天然変性領域を介した超分子複合体がアクティブゾー

ンにおいて形成されることが高等動物特有の高次情報処理機構の実現に必要とされ

ている可能性がある。 

 

分子置き換え実験の限界と今後の展望 

本研究では shRNA による内因性 Munc13-1 のノックダウンと部分欠失変異

体の発現によりシナプスの Munc13-1 を部分欠失変異体に置き換えることで対象領

域が担う機能を評価した。今回 251 から 320 番目のアミノ酸残基を欠失した変異

体に置き換えた結果グルタミン酸放出量の減少が見られたことからこの領域が機能

を担っていると考えたが、グルタミン酸放出量が減少したのは部分欠失によって間

接的にタンパク質全体の機能が損なわれたためである可能性がある。321 から 450 

番目のアミノ酸残基の欠失ではグルタミン酸放出量に野生型と差がなかったことは

部分欠失が必ずタンパク質全体の機能を損なうわけではないことを示しているが、

251 から 320 番目のアミノ酸残基の欠失ではタンパク質の機能が破壊され得る可

能性は本研究の中では否定できていない。将来的には 251 から 320 番目のアミノ

酸残基を Munc13-2 分子内の相当する領域と置き換えるなどの実験を行うことで 

Munc13-1 の 251 から 320 番目のアミノ酸残基が機能を担っているという考えが

より強く支持されるであろう。また、251 から 320 番目のアミノ酸残基のうち機

能を果たす上で特に重要なアミノ酸残基を特定することができればアミノ酸置換変
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異体を用いた実験が強力な手段となるだろう。 

また、Munc13-1 のノックダウンによってシナプス後部の性質が変容し、そ

の結果間接的にシナプス前終末からのグルタミン酸開口放出に変化が生じたという

可能性が考えられるかもしれない。しかしながら、先行研究において Munc13-1 ノ

ックアウトマウスではシナプス後部の足場タンパク質 SAP102、グルタミン酸受容

体 NR1、シナプス後部に局在するシナプス接着分子 Neuroligin などの分子の発現量

に野生型と差がないこと、さらに微小興奮性シナプス後電流の大きさに野生型と差

がないことが示されていることから23、Munc13-1 のノックダウンによってシナプス

後部に変容が生じるとは考えにくい。 

 

グルタミン酸イメージングについての今後の展望 

本研究ではグルタミン酸開口放出のイメージングにおいてグルタミン酸シグ

ナルの立ち上がり速度を評価する実験を行っていない。フレームレートが 1 kHz 程

度の早いイメージングを行うことで、野生型と変異体でシナプス小胞と細胞膜が膜

融合する過程の動態に違いがある可能性などを検証することが可能になるかもしれ

ない。また、1 回の電気刺激に対するグルタミン酸シグナルの減衰の時間推移を野

生型と変異体で比較することで非同時性の開口放出に違いがある可能性なども検証

できるであろう。 
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Munc13-1 のナノクラスター構造についての今後の展望 

本研究では固定標本における免疫染色と STORM による観察によって 

Munc13-1 の微細構造を評価している。シナプスにおける Munc13-1 のナノクラス

ター構造は固定時のパラホルムアルデヒド濃度を 1 % から 0.25 % まで下げても観

察されること、固定にメタノールとアセトンの混合溶液を用いた場合でも観察され

ること、タンパク質上の異なる場所にエピトープを持つ抗体を用いた場合でも観察

されることが分かっており、ナノクラスター構造が固定や免疫染色のアーティファ

クトであるとは考えにくい。ナノクラスター構造がアーティファクトではないこと

を完全に証明するためには、何らかの方法で Munc13-1 分子を蛍光分子で標識し単

一粒子トラッキングによって固定後にほとんど動かないことを示した上で STORM 

による観察を行うか、PALM や STED などの手法を用いて生きた標本での超解像イ

メージングを行うことが必要になるであろう。 

 

天然変性領域についての限界と今後の展望 

 本研究では予測アルゴリズム PrDOS を用いた解析によって Munc13-1 の 

C2A ドメインと Calmodulin 結合部位の間の領域が天然変性領域であることを示し

た。対象の領域が天然変性領域であることを示す別の手段として、精製タンパク質

を用いた生化学実験が挙げられる。特に今回機能的に重要であることが示された 

251 から 320 番目のアミノ酸残基については、精製タンパク質を取得し熱変性耐性
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や円偏光性を調べることで変性度を評価する実験を将来的に行いたいと考えてい

る。また、251 から 320 番目のアミノ酸残基が自己相互作用を生む可能性について

も精製タンパク質を用いたプルダウンアッセイなどを行うことでより直接に証明で

きる可能性がある。 

 

本研究の意義とインパクト 

本研究において明らかにされた Munc13-1 の天然変性領域が開口放出におい

て重要な機能を担っているという知見はシナプス分子の天然変性領域がシナプス機

能に関わっていることを直接に示した初めての例であり、これまで定まった立体構

造をとるタンパク質ドメイン間の相互作用に注目してきたシナプス伝達の分子基盤

解明研究に大きなインパクトを与える研究成果である。天然変性領域を介したシナ

プス伝達の機能制御という視点で今後さらに研究を進めることが重要であると考え

ている。 
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RIM Diacylglycerol, 

PMA

SNARE complex, Munc18-1

Calmodulin PIP2, Ca2+

1735 aa

C2A C1 C2B C2CMUN

LCS1 130 460 560 820 1560

図 1. Munc13-1 のドメイン構造
Munc13-1 のドメイン構造を示した模式図。矢印の上下に記された分子名は各ド
メインに結合することが知られているものを示す。LCS: Low Complexity 

Sequences、低複雑性配列、PMA: 12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate、PIP2: 

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate、aa: amino acids

図 1
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Control
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Bassoon Munc13-1

5 mm

重ね合わせA
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図 2. shRNAによる内因性Munc13-1 のノックダウン
A. シナプス前終末アクティブゾーンのマーカーである Bassoon とMunc13-1 の共
免疫染色像。対照群（Control）の神経細胞では Bassoon 陽性のシナプス前終
末にMunc13-1 が局在している様子が観察されたが、Munc13-1 をノックダウ
ンした神経細胞（KD）ではシナプス前終末におけるMunc13-1 のシグナルが
消失していた。

B. Bassoon 陽性シナプス前終末におけるMunc13-1 の免疫染色強度を Control

と KD で比較したグラフ。縦軸は Control の平均値を 1 とした相対蛍光強度
を示す。エラーバーは標準誤差を示す。

C. Bassoon の免疫染色強度を Controlと KD で比較したグラフ。縦軸は Control 

の平均値を 1 とした相対蛍光強度を示す。エラーバーは標準誤差を示す。
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図 3. Munc13-1 ノックダウン神経細胞におけるグルタミン酸イメージング
A. （左）神経細胞表面に標識された eEOSの蛍光像。（中央）20 Hz 8 回の電気
刺激を与えた時の 8 回目の電気刺激時点での eEOSの蛍光変化率（グルタミ
ン酸シグナル）を示す画像。（右）Bassoon の免疫染色像。対照群
（Control）の神経細胞においては Bassoon 陽性のシナプス前終末と一致する
領域でグルタミン酸シグナルが観察されたのに対し、Munc13-1 のノックダ
ウンを行った神経細胞（KD）ではグルタミン酸シグナルがほとんど見られ
なかった。

B. シナプス前終末におけるグルタミン酸シグナルの時間推移を示すグラフ。エ
ラーバーは標準誤差を示す。APs: action potentials、活動電位
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図 4. 外来性 Munc13-1 の発現によるグルタミン酸開口放出の回復 

A. レスキューに用いた野生型の外来性 Munc13-1 （WT）の模式図。斜線部は HA 

タグを表す。 

B. Munc13-1 のノックダウンと外来性 Munc13-1 の発現を行った神経細胞（KD + 

WT）における Bassoon と Munc13-1 の共免疫染色像を、ノックダウンや外来性

発現を行っていない対照群（Control）及びノックダウンのみを行った神経細胞

（KD）と比較した画像。外来性に発現させた Munc13-1 が Bassoon 陽性のシナ

プス前終末に局在している様子が観察された。 

C. Bassoon 陽性シナプス前終末における Munc13-1 の免疫染色強度の比較。縦軸は 

Control での平均値を 1 とした相対蛍光強度を示す。KD + WT における 

Munc13-1 の発現量は Control と同程度であった。 

D. 興奮性シナプス前終末におけるグルタミン酸シグナルの時間推移を示すグラフ。

黒線は Control、赤線は KD、青線は KD + WT におけるデータを示す。外来性 

Munc13-1 の発現でグルタミン酸開口放出が Control と同程度まで回復した。エ

ラーバーは標準誤差を示す。 
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図 5. Munc13-1 の天然変性領域 

A. PrDOS による Munc13-1 の変性予測解析。縦軸に示された変性確率が高いほど

その領域が天然変性である確率が高いと考えられる。上に図 1 で示した 

Munc13-1 のドメイン構造を表す模式図を載せた。C2A ドメインと Calmodulin 

結合部位の間、網掛で示した領域（251 から 450 番目のアミノ酸残基）あたり

で変性確率が 0.5 を超えていることが分かる。 

B. PrDOS による Munc13-2 の変性予測解析。Munc13-1 において見られるような 

200 アミノ酸以上に渡って 0.5 を超える変性確率を示す領域は存在しなかった。

A, B ともに縦軸は 15 アミノ酸残基の幅で移動平均をとったものを示す。 

C. 251 から 450 番目のアミノ酸配列。グルタミン酸（E）、アスパラギン酸（D）

の酸性アミノ酸残基を多く含む配列であることが分かる。251 から 320 番目の

アミノ酸残基（赤字）と 321 から 450 番目のアミノ酸残基（青字）の 2 領域

に分割して研究を進めた。 
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1 1735 aa
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250 320
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450321

:  HA タグ : 欠失領域

Bassoon HA タグ 重ね合わせ

Δ251-320

Δ321-450

図 6

図 6. Munc13-1 部分欠失変異体の発現確認
A.本研究において外来性に発現させた 2 種類の部分欠失変異体（Δ251-320、

Δ321-450）の構造を示す模式図。内因性Munc13-1 との識別のため、250 番
目と 251 番目のアミノ酸残基の間に HA タグ（YPYDVPDYA）を挿入した。

B. Bassoon と HA タグの共免疫染色像。Munc13-1 のノックダウンとΔ251-320 の
発現を行った標本及び Δ321-450 の発現を行った標本での染色像を示す。内因
性Munc13-1 の局在と同様（図 2A、図 4A）、Munc13-1 部分欠失変異体が
Bassoon 陽性シナプス前終末に局在している様子が観察された。スケール
バーは 5 mm。
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B
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図 7. 部分欠失Munc13-1 変異体に置き換えたシナプスでのグルタミン酸開口放出
興奮性シナプス前終末におけるグルタミン酸シグナルの時間推移を示すグラフ。黒
線はノックダウン後野生型Munc13-1（WT）でレスキューした標本、赤線は Δ251-

320 変異体でレスキューした標本、青線は Δ321-450 変異体でレスキューした標本
におけるデータを示す。Δ251-320 変異体でレスキューした標本におけるグルタミ
ン酸シグナルはWT でレスキューした標本におけるグルタミン酸シグナルよりも小
さかった。エラーバーは標準誤差を示す。
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図 8. Δ251-320 変異体の発現確認 

A. Δ251-320 変異体の発現量を確認するため使用したマウスモノクローナル抗体の

エピトープを示す模式図。11B-10G は変異体において欠失させた領域（251 から 

320 番目のアミノ酸残基）を認識する。 

B. 抗 Bassoon 抗体及びクローン 5D-7G、11B-10G を用いて行った免疫染色の結

果。Δ251-320 変異体でレスキューした標本では 11B-10G に由来するシグナルが

検出されなかった。 

C. 抗 Bassoon 抗体及びクローン 5D-7G、2-A5 を用いて行った免疫染色の結果。ど

ちらの抗 Munc13-1 抗体でも Bassoon 陽性シナプス前終末に局在したシグナル

が見られた。 

D. クローン 5D-7G に由来するシグナルの WT と Δ251-320 での比較。両者に差は

見られなかった。 

E. クローン 11B-10G に由来するシグナルの WT と Δ251-320 での比較。Δ251-320 

ではシグナルがほとんど検出されなかった。 

F. クローン 2-A5 に由来するシグナルの WT と Δ251-320 での比較。両者に差は

見られなかった。D、E、F の縦軸は全て WT での平均値を 1 とした相対蛍光

強度を示し、エラーバーは標準誤差を示す。 
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図 9. 高頻度刺激下でのグルタミン酸イメージングによる RRPGluの求め方
A.  4 mMカルシウム、4-アミノピリジン存在下で 50 Hz、20 回の電気刺激を与える
という条件において興奮性シナプス前終末で観察されたグルタミン酸シグナル
の時間推移。ある単一シナプスにおける例を示す。

B. グルタミン酸シグナルにデコンボリューション解析を施すことで求めたグルタ
ミン酸放出速度。

C. グルタミン酸放出速度を積分することで求めた累積グルタミン酸シグナル。点
線は x 軸の値が 200 ミリ秒から 380 ミリ秒の間について線形近似を行った結果
を示す。近似曲線の y 切片の値が注目したシナプスにおける RRPGluに相当す
る。
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図 10

図 10. RRPGluの比較
A.  4 mMカルシウム、4-アミノピリジン存在下で 50 Hz、20 回の電気刺激を与える
という条件における累積グルタミン酸シグナルの時間推移。野生型Munc13-1 を
発現する 32 個の興奮性シナプス前終末についてのデータを示したグラフ。

B. A と同様の条件における累積グルタミン酸シグナルの時間推移を Δ251-320 で置
き換えた 21 個のシナプスについて示したグラフ。A、B共に太線は平均値。

C. 野生型Munc13-1（WT）を発現するシナプスと Δ251-320 で置き換えたシナプス
の RRPGluの比較。丸は 1 シナプスにおけるデータを、縦棒は平均値を示す。
Δ251-320 で置き換えたシナプスの RRPGluはWT を発現するシナプスよりも小さ
かった。
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図 11. 放出確率の比較
A.  2 mMカルシウムを含む細胞外液で 20 Hz、8回の電気刺激を与えるという条件
におけるグルタミン酸シグナルの時間推移。野生型Munc13-1 を発現する 32 個
の興奮性シナプス前終末についてのデータを示したグラフ。

B. A と同様の条件におけるグルタミン酸シグナルの時間推移を Δ251-320 で置き換
えた 21 個のシナプスについて示したグラフ。A、B共に太線は平均値を示す。

C. 野生型Munc13-1（WT）を発現するシナプスと Δ251-320 で置き換えたシナプス
の放出確率の比較。2 mMカルシウムの状態で 1 回目の電気刺激に応答して得
られたグルタミン酸シグナルを RRPGluで割ることで求めた。丸は 1 シナプスに
おけるデータを、縦棒は平均値を示す。WT を発現するシナプスと Δ251-320 で
置き換えたシナプスの間に差は見られなかった。
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図 12. アクティブゾーンにおけるMunc13-1 の微細構造
A. 神経細胞におけるMunc13-1 の免疫染色像。スケールバーは 500 nm。左は通常
の顕微鏡による観察像（Widefield）、右は STORM による観察像。

B. A の枠内の拡大図。Munc13-1 がナノメートルスケールのクラスターを形成して
いる。

C. Munc13-1 ナノクラスターのクラスターサイズの累積度数分布。平均値は 47.6±
1.0 nm であった。

D. Munc13-1 ナノクラスターの最近傍距離の累積度数分布。平均値は 84.7±2.4 nm 

であった。
E.アクティブゾーンあたりナノクラスター数の分布。丸は 1 シナプスにおける
データを、縦棒は平均値を示す。平均値は 9.1±0.6 個であった。値はすべて平
均±標準誤差を示す。
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図 13. アクティブゾーンにおける外来性 Munc13-1 の微細構造 

A. ノックダウンと野生型 Munc13-1 の発現を行った標本の免疫染色像。緑は抗 HA 

タグ抗体でのシグナルを、赤はアクティブゾーンマーカー分子に対する抗体（抗 

Bassoon 抗体、抗 RIM 1/2 抗体）でのシグナルを示す。（左）通常の顕微鏡によ

る観察像。外来性に発現させた野生型 Munc13-1 に由来する HA タグのシグナ

ルがシナプスに局在している様子が分かる。（右）STORM での観察像。 

B. A 右図の白枠内の拡大図。赤で示されるアクティブゾーン内で Munc13-1 がク

ラスター状に存在している様子が分かる。 

C. Munc13-1 ナノクラスターのクラスターサイズの累積度数分布。青線は外来性 

Munc13-1 ナノクラスターのデータを示す。平均値は 51.4±1.5 nm であった。薄

い点線は図 12 C で示した内因性 Munc13-1 ナノクラスターのデータを重ね合わ

せたもの。両者に差は見られなかった。 

D. Munc13-1 ナノクラスターの最近傍距離の累積度数分布。青線は外来性 Munc13-

1 ナノクラスターのデータを示す。平均値は 87.2±2.2 nm であった。薄い点線

は図 12 D で示した内因性 Munc13-1 ナノクラスターのデータを重ね合わせたも

の。両者に差は見られなかった。 

E. アクティブゾーンあたりナノクラスター数。丸は 1 アクティブゾーンにおける

データを、縦棒は平均値を示す。平均値は 7.2±0.8 個であった。 
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図 14. アクティブゾーンにおける Δ251-320 変異体の微細構造 

A. HA タグ抗体によって検出した野生型（WT）及び Δ251-320 のアクティブゾー

ンにおける微細構造。白枠はアクティブゾーンマーカー分子によって可視化され

たアクティブゾーン領域を示す。WT、Δ251-320 ともにアクティブゾーン内でナ

ノクラスターを形成しているが、Δ251-320 のナノクラスター密度は WT のナノ

クラスター数に比べて低い様子が分かる。図中右下の数字は観察されたナノクラ

スターの数を示す。 

B. アクティブゾーンあたりナノクラスター数の WT と Δ251-320 の比較。丸は 1 

アクティブゾーンにおけるデータを、縦棒は平均値を示す。Δ251-320 がアクテ

ィブゾーン内で作るナノクラスター数は WT に比べて少なかった。 

C. 横軸にアクティブゾーン面積を、縦軸にナノクラスター数をプロットしたグラ

フ。直線と数式は y 切片を 0 とした時の線形近似曲線を示す。青丸と青線は 

WT におけるデータを、赤丸と赤線は Δ251-320 におけるデータを示す。Δ251-

320 の方が単位面積あたりのナノクラスター数が少ないことが分かる。 

D. ナノクラスター間の最近傍距離の累積度数分布。青線は WT におけるデータ

を、赤線は Δ251-320 におけるデータを示す。Δ251-320 が作るナノクラスター

の最近傍距離の方が大きい。 

E. WT と Δ251-320 の作る Munc13-1 ナノクラスターサイズの累積度数分布。青線

は WT におけるデータを、赤線は Δ251-320 におけるデータを示す。両者に差

は見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



図 15
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図 15. Δ251-320 変異体のアクティブゾーンへの局在
A.抗 HA タグ抗体によって検出したWT 及びΔ251-320 の微細構造。白枠はアク
ティブゾーンマーカー分子によって示されたアクティブゾーン領域を示す。
Δ251-320 ではアクティブゾーンに局在しないシグナルが多いことがわかる。

B. 抗 HA タグ抗体に由来するシグナルのうちアクティブゾーンに局在しているシ
グナルの比率をWT とΔ251-320 で比較した。Δ251-320 ではアクティブゾーン
内に存在するシグナルの比率が低下していることが分かった。
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図 16

図 16. COS-7 細胞におけるMunc13-1 の集合体形成
COS-7 細胞の膜直下にWT 、Δ251-320 変異体またはΔ321-450 変異体と単量体緑色
蛍光タンパク質（mEGFP）の融合タンパク質を発現させ発現パターンを観察し
た。WT 及び Δ321-450 変異体では非連続的な集合体の形成が見られたが、Δ251-

320 変異体では細胞膜全体に拡散した連続的な分布が観察された。
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付録（共同研究者坂本寛和による研究） 

A. 神経細胞における Munc13-1 の免疫染色像。スケールバーは 500 nm。左は通常

の顕微鏡による観察像（Widefield）、右は STORM による観察像。 

B. A の枠内の拡大図。Munc13-1 がナノメートルスケールのクラスターを形成して

いる様子が分かる。スケールバーは 100 nm。 

C. STORM によって求めた Munc13-1 ナノクラスター数を横軸に、グルタミン酸イ

メージングによって求めた即時放出可能な小胞数を縦軸にプロットしたグラフ。

1 つの点は 1 つのシナプスについてのデータを示す。両者の値がほぼ一致して

いることがわかる。R2 = 0.87 
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