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要旨

シナプス小胞の開口放出は電位依存性カルシウムチャネルより流入した

カルシウム依存的に生じるが、シナプス小胞の放出部位と電位依存性カルシウ

ムチャネルの位置関係はわかっていない。本研究では電位依存性カルシウムチ

ャネルとシナプス小胞の放出部位の位置関係を、超解像顕微鏡技術を用いて解

析した。電位依存性カルシウムチャネルはシナプス小胞の放出部位から数十 nm

程度の近傍において、6 分子程度から構成されるクラスターを形成していること

を明らかにした。ナノメートルオーダーで制御された電位依存性カルシウムチ

ャネルの空間配置はシナプス小胞の開口放出の制御に重要な役割を果たしてい

ると考えられる。
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序論

シナプスは脳における情報処理の最も基本的な素子として機能している

1–3。シナプスでは、シナプス前終末から放出された神経伝達物質がシナプス後部

にて受容されることで情報の伝達が行われる 4。シナプス前終末には活動電位依

存的に電位依存性カルシウムチャネルが開くことで、カルシウムが流入する。流

入したカルシウムはシナプス小胞の開口放出を引き起こし、シナプス小胞に充

填された神経伝達物質が放出される 4,5。シナプス前終末には数百個のシナプス

小胞が存在しているが、そのうち数%程度はアクティブゾーンと呼ばれる細胞膜

近傍の限局した領域に配置されており、活動電位に応じて即時放出可能な状態

にあると考えられている 6,7。即時放出可能なシナプス小胞が形成されている場

所はシナプス小胞の放出部位と呼ばれている。シナプス小胞は、シナプス小胞の

膜上に存在するVAMP2と細胞膜上に存在する syntaxin-1及びSNAP25がSNARE

複合体を形成することで即時放出可能な状態になっている 8,9。 

電位依存性カルシウムチャネルはαサブユニット（190 kDa）、βサブユニ

ット（55 kDa）とα2δサブユニット（170 kDa）から構成されている分子複合体で

ある 10。電位依存性カルシウムチャネルはシナプス前終末において活動電位依

存的なカルシウムの流入源としてシナプス小胞の開口放出に重要な役割を果た
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している 11。電位依存性カルシウムチャネルは活動電位依存的に開口すると、開

口部周辺に急峻なカルシウム濃度勾配を形成する 12。シナプス小胞が開口放出

を行う確率は、カルシウム濃度の 4 ~ 5 乗に比例することが知られているため

13,14、シナプス小胞の開口放出の確率はシナプス小胞の放出部位と電位依存性カ

ルシウムチャネルの間の距離に強く依存すると考えられている。例えば電位依

存性カルシウムチャネルとシナプス小胞の放出部位が 20 nm 離れている場合と

60 nm 離れている場合では開口放出の確率は 10 倍程度異なると見積もられてい

る 15。従って、電位依存性カルシウムチャネルとシナプス小胞の放出部位の距離

はシナプス小胞の開口放出を制御する重要な因子であると考えられてきた 16。 

これまで電位依存性カルシウムチャネルとシナプス小胞の放出部位の位

置関係は、電気生理学的実験と計算機実験を組み合わせた研究によって推定さ

れてきた。これらの研究の多くは、カルシウムキレーターをシナプス前終末に導

入した際にシナプス小胞の開口放出がどの程度抑制されるかを電気生理学的手

法にて測定し、測定結果を説明できる電位依存性カルシウムチャネルとシナプ

ス小胞の放出部位の位置関係を、反応拡散系のシミュレーションによる検証を

介して推定している 17–19。脳幹に存在する Calyx of Held と呼ばれる巨大シナプ

スにおいては計算機実験を用いた研究が多くなされており、アクティブゾーン

内においてクラスター化した 10 分子程度の電位依存性カルシウムチャネルがシ
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ナプス小胞の放出部位に依存せずランダムに配置しているモデルや 17、シナプ

ス小胞の放出部位の周囲 30 nm から電位依存性カルシウムチャネルが排除され

ているというモデル 18が提唱されてきた。また、海馬の苔状線維と CA3 錐体細

胞間のシナプスにおいてはシナプス小胞の放出部位から 70 nm 程度の距離に電

位依存性カルシウムチャネルが配置しているとするモデルが提唱されている 19。

しかしながら、電位依存性カルシウムチャネルとシナプス小胞の放出部位の実

際の位置関係は明らかになっていない。 

電位依存性カルシウムチャネルとシナプス小胞の放出部位の位置関係を

明らかにするためには、実際に顕微鏡等を用いて両者を可視化し、位置関係を解

析する必要がある。近年、標本の膜構造を観察する手法である凍結割断レプリカ

法と免疫電子顕微鏡を組み合わせた手法（凍結割断レプリカ免疫電子顕微鏡法）

を用いてアクティブゾーンでの電位依存性カルシウムチャネルの空間配置につ

いての解析がなされ、電位依存性カルシウムチャネルはアクティブゾーンにお

いて 50 - 100 nm 程度の直径のクラスターを形成することが明らかとなった 20,21。

しかしながら、凍結割断レプリカ免疫電子顕微鏡ではシナプス小胞の放出部位

の同定は達成されておらず、クラスター化した電位依存性カルシウムチャネル

がシナプス小胞の放出部位に対し、どのような位置関係で配置されているかは

未だに明らかになっていない。 
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シナプス小胞の放出部位を同定するためには、シナプス小胞の放出部位

に存在する分子を標識する方法が有効である。シナプス小胞の放出部位に存在

する分子としては Munc13-1 が挙げられる。SNARE 複合体の構成タンパク質で

ある syntaxin-1 は、Munc13-1 と結合していない状態では、自己抑制により SNARE

複合体を形成することができないが、Munc13-1 との結合により自己抑制が解除

されることで SNARE 複合体を形成することが知られている 22,23。Munc13-1 の

ノックアウトマウスの海馬の神経細胞では即時放出可能なシナプス小胞が消失

することから 24,25、Munc13-1 による syntaxin-1 の自己抑制の解除は即時放出可

能なシナプス小胞の形成に必要不可欠であると考えられている。そのため、

Munc13-1 はシナプス小胞の放出部位に配置することで、syntaxin-1 の自己抑制の

解除を介し、即時放出可能なシナプス小胞の形成を担っていると考えられてい

る 8。 

電位依存性カルシウムチャネルと Munc13-1 を同一シナプスにて観察す

ることができれば、アクティブゾーンにおける電位依存性カルシウムチャネル

とシナプス小胞の放出部位の位置関係を解析することが可能である。しかしな

がら、従来の光学顕微鏡技術では、光の回折限界によって規定される解像度の限

界により 26、数百 nm 程度の大きさであるアクティブゾーン内において分子がど

のように配置しているかを解析することは不可能であった。この問題を解決す
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る技術として、近年開発された超解像顕微鏡技術が有効である 27。超解像顕微鏡

技術のひとつである STochastic Optical Reconstruction Microscopy（STORM 顕微

鏡）は 10 nm 程度の優れた解像度を有し、シナプスにおける分子の空間配置の

解析にも用いられている技術である 28–30。STORM 顕微鏡では、視野内に存在す

る蛍光色素のうちごく一部のみを、個々の蛍光色素の輝点が空間的に重ならな

いように、確率的に蛍光を発することができる状態（オン状態）にし、オン状態

の蛍光色素の位置座標を輝点の中心座標より求めるという作業を数千回繰り返

す。この作業により、対象とする分子の位置座標を網羅的に取得し、最終的に対

象とする分子の分布を示す画像（STORM 像）を取得した対象分子の位置座標よ

り再構築する 28。 

本研究では、STORM 顕微鏡を用いて解析を行うことで、アクティブゾー

ンおける電位依存性カルシウムチャネルとシナプス小胞の放出部位の位置関係

を明らかにすることを目的とした。まず STORM 顕微鏡を用いて解析すること

で、単一のアクティブゾーンの中で電位依存性カルシウムチャネルが複数のク

ラスターを形成して存在していることを明らかにした。クラスターは 6 分子程

度の電位依存性カルシウムチャネルより構成されていた。クラスターの配置に

は一定の規則性があり、アクティブゾーンの端には少ないことやクラスター同

士が重ならずに配置していることを明らかにした。また、STORM 顕微鏡を用い
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た電位依存性カルシウムチャネルと Munc13-1 の位置関係の解析により、電位依

存性カルシウムチャネルのクラスターはシナプス小胞の放出部位から数十 nm

程度の近傍に配置していることを明らかにした。
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方法

海馬神経細胞の培養

妊娠 21 日目の Sprague-Dawley ラットをジエチルエーテルで麻酔し、胎児

を取り出した後、直ちに胎児の脳から海馬を取り出した。取り出した海馬をトリ

プシン（Invitrogen）と DNase I（Sigma）で消化し、神経細胞を分離した。神経

細胞は単層グリア細胞上で 2% B-27 サプリメント（Invitrogen）、0.25% glutamax 

（Gibco）、1% ペニシリン-ストレプトマイシン混合溶液（Nacalai Tesque）、1 mM 

ピルビン酸ナトリウム（Wako）を含む Neurobasal-A 培地（Invitrogen)中で培養

した。培養開始 1 日後に cytosine arabinoside（Sigma Aldrich）を終濃度 2 µM とな

るように加えた。その後、5 ~ 7 日毎に培地を半量交換した。23 ~ 31 日間培養し

た後に、実験に用いた。細胞は二酸化炭素濃度 5%, 37℃で培養した。動物の取り

扱いは、東京大学動物実験実施規則および東京大学動物実験実施マニュアルに

従っており、東京大学大学院医学系研究科動物実験委員会より承認されている

（承認番号：医-P14-058）。 

293T 細胞の培養 

293T 細胞は 10%ウシ血清アルブミン（SIGMA）を含むダルベッコ変法イ
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ーグル培地（Wako）で培養した。細胞は二酸化炭素濃度 5%、37℃で培養した。 

Cacnb4-EGFP 発現プラスミドの作製 

pLenti6PW TGB（京都大学金子武嗣教授より供与）を XhoI で切断し、attB2

サイトを切り出し、続いて EcoRV と SalI で切断した後に Klenow Fragment で末

端を平滑化することで attB1 サイトを切り出した（pLenti6PW TGB attB (-)）。ccdB

をコードしている cDNA フラグメントを ccdB-F と ccdB-R のプライマーペアを

用いた PCR により MGC クローンライブラリーより増幅し、フェノールクロロ

ホルム抽出、エタノール沈殿によって精製した。精製した cDNA フラグメント

を MluI と EcoRV で切断し、pLenti6PW TGB attB(-)の MluI/EcoRV サイトに挿入

した（pLenti6PW ccdB）。アニールさせた 2 種類のオリゴヌクレオチド（MPSB

と cMPSB）を pLenti6PW ccdB の BsrGI と MluI サイトに挿入した（pLenti6PW 

MPSB）。電位依存性カルシウムチャネルβ4 サブユニット（Cacnb4）をラット

cDNA ライブラリーより二段階の PCR によって増幅し、フェノールクロロホル

ム抽出、エタノール沈殿によって精製した。また、EGFP を pLenti6PW TGB をテ

ンプレートとして EGFP-F と EGFP-R のプライマーペアを用いた PCR によって

増幅し、フェノールクロロホルム抽出、エタノール沈殿によって精製した。

pLenti6PW MPSB の SalI / PmeI サイトに、SpeI、SalI で切断した Cacnb4 の cDNA
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フラグメントと SalI と PmeI で切断した EGFP の cDNA フラグメントを挿入し

た（pLenti6PW Cacnb4-EGFP）。用いたプライマーとオリゴヌクレオチドの配列

を以下に記す。 

ccdB-F 5’-GGGGATATCACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGAACG-3’ 

ccdB-R 5’-GGGACGCGTACCACTTTGTACAAGAAAGCTGAACG-3’ 

MPSB 5’- CGCGTCAGTTTAAACTGACTAGTCGT-3’ 

cMPSB 5’- GTACACGACTAGTCAGTTTAAACTGA-3’ 

EGFP-F 5’- TATAGTCGACTGGCGGCAGTGTGAGCAAGGGCGAGGAG-3’ 

EGFP-R 5’-TATAGTTTAAACTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC-3’ 

また、Cacnb4 の cDNA の増幅に用いたプライマーを記す。 

1 段階目フォーワードプライマー 

5’-AGCGCAGTTCTTCCAGAGAG-3’ 

1 段階目リバースプライマー 

5’-CAGCAGATACTGTGCCATGC-3’ 

2 段階目フォーワードプライマー 

5’-TATAACTAGTATGTATGACAATTTGTACCTGCATGG-3’ 

2 段階目リバースプライマー 

5’-TATAGTTTAAACTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC-3’ 
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全ての遺伝子組換え実験は東京大学遺伝子組換え実験規則に則り、行っ

ており、東京大学大学院医学系研究科遺伝子組換え生物等委員会より承認され

ている（承認番号：77-2）。 

レンチウイルスの作製と神経細胞への感染

10 cmシャーレ（Nunc）に播種した293T細胞に9.6 µgのpsPAX2（Addgene）、

4.8 µg の pMD2.G（Agilent）と 9.6 µg の pLenti6PW Cacnb4-EGFP または pLneti6PW 

STB（京都大学金子武嗣教授より供与）を X-tremeGENE（Roche）を用いて導入

した。24 時間後に培地を交換し、更に 24 時間後にウイルス粒子を含む培地を回

収した。ウイルスを含む培地は 9000 g で 18 時間の遠心分離によって 10 倍に濃

縮した。18- 22 日培養後の海馬神経細胞にウイルス液を加えることで Cacnb4-

EGFP を発現させた。 

神経細胞の免疫染色

培養海馬神経細胞を氷冷した 1%パラホルムアルデヒドと 4%スクロース

を含む PBS（137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 9.58 mM NaHPO4, 1.47 mM KH2PO4,すべ

て Nacalai Tesque）にて氷上で 15 分間固定を行った後に、氷冷した 0.25%の Triton-

X を含む PBS にて氷上で 5 分間処理することで細胞膜の透水性を上げた。その
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後、氷上で冷やした 0.3 %の BSA を含む PBS（0.3% BSA-PBS）によって氷上で

15 分間ブロッキング処理をした後に、一次抗体を含む BSA-PBS と室温で 1 時間

反応させた。0.3% BSA-PBS で洗浄し、一次抗体を除いた後に、蛍光色素で標識

した二次抗体を含む 0.3% BSA-PBS と室温で 30 分間反応させた。反応後、0.3% 

BSA-PBS で洗浄した。その後、4%パラホルムアルデヒドと 4%スクロースを含

む PBS を加え、室温で 15 分間固定し、以下の実験に供した。 

抗体

用いた一次抗体は、抗 Cav2.1 抗体（Synaptic Systems, #152 203, 1/800, 抗

原：アミノ酸残基 1921 - 2212 番目または Synaptic Systems, #152 205, 1/200, 抗原：

アミノ酸残基 1921 - 2212 番目）、抗 Bassoon 抗体（Enzo Life sciences, SAP7F407,

1/400, 抗原：アミノ酸残基 738 – 1035 番目）、抗 GFP 抗体（Wako, mFX73, 1/800）、

抗Munc13-1抗体（11B-10G, 0.5 µg / ml）、抗PSD-95抗体（Merk Millipore, MAB1598, 

1/1000）である。抗 Cav2.1 抗体は別途記載していない限り#152 203 を用いた。

抗 Munc13-1 抗体（11B-10G）は Munc13-1 の 1-320 番目のアミノ酸に His タグを

融合したリコンビナントタンパク質を抗原として作製されたマウスモノクロー

ナル抗体である。Alexa Fluor 647 で標識した抗 Cav2.1 モノクローナル抗体は、

抗 Cav2.1 抗体 (Synaptic Systems, #152 211, 抗原：アミノ酸残基 1921 - 2212 番目)
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を Alexa Fluor  Fluor 647 NHS ester (Molecular Probes) との反応で蛍光標識し、抗

体の終濃度 3 µg/ml で使用した。 

二次抗体は全て NHS 化した Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 555、Alexa Fluor 

647 (Molecular Probes) あるいは DyLight 755 (Thermo Scientific)との反応によっ

て未標識の二次抗体を標識することで調製した。未標識の二次抗体は Goat Anti-

Rabbit IgG(H+L) (111-005-144, Jackson ImmunoResearch) 、 Goat Anti-Mouse 

IgG(H+L) (111-005-146, Jackson ImmunoResearch) 、 Goat Anti-Mouse IgG(H+L) 

Fcγ subclass 2a Specific (115-005-206, Jackson ImmunoResearch)、Donkey Anti-Guinea 

Pig IgG(H+L) (706-005-148, Jackson ImmunoResearch)である。 

全ての抗体の使用時の希釈率は免疫染色した際に、最大の染色強度が得

られるように最適化した。 

 

神経細胞における蛍光グルタミン酸イメージング 

 蛍光グルタミン酸イメージングは先行研究に従い行った 31。蛍光グルタ

ミン酸プローブ eEOS を BoNT/C-Hc を介し、神経細胞に標識した後、細胞外液

を HEPES 緩衝生理食塩水（25 mM HEPES, 115 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 4 mM CaCl2, 

25 mM D-glucose, 10 mM L-ascorbic acid, 3 mM myo-inositol、2 mM sodium pyruvate, 

100 µM GYKI52466, 50 µM D-AP5, 200 nM SYM2081, 0.5 mM 4-aminopyridine, pH 
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7.4）に置換し、蛍光顕微鏡にてイメージングを行った。プラチナ平行電極にて

50 Hz にて 20 回刺激を行い、有意な蛍光の上昇が見られたシナプスを、グルタ

ミン酸を放出するシナプスと定義した。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 を免疫染色した。 

 

蛍光顕微鏡による観察 

蛍光顕微鏡画像は、油浸対物レンズ（100 倍, NA 1.40, Olympus）、キセノ

ンアークランプを備えた倒立顕微鏡（IX-71, Olympus）と EM-CCD カメラ（iXon 

EM+, Andor）を用いて取得した。ただし、蛍光グルタミン酸イメージングの際に

は光源として LED 照明（LCS-BC25-0495, Mightex）を用いた。Alexa Fluor 488 由

来の蛍光画像を取得する際、及び蛍光グルタミン酸イメージングの際は 460-480 

nm の励起光フィルター、485 nm のダイクロイックミラーと 495-540 nm の吸収

フィルターから構成される U-MGFPHQ フィルターセット（Olympus）を用いた。

Alexa Fluor 555 由来の蛍光画像を取得する際は 535-555 nm の励起光フィルター、

565 nm のダイクロイックミラーと 570-625 nm の吸収フィルターから構成される

U-MRFPHQ フィルターセット (Olympus) を用いた。Alexa Fluor 647 由来の蛍光

画像を取得する際は 608-648 nm の励起光フィルター、660 nm のダイクロイック

ミラーと 672-712 nm の吸収フィルターから構成される Cy5-4040C フィルターセ
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ット (Semrock) を用いた。 

 

3D-STORM 顕微鏡のセットアップ 

3D-STORM イメージングには油浸対物レンズ（100 倍, NA 1.40, Olympus）、

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

ルレンズにて自作した顕微鏡を用いた。Alexa Fluor 647は、640 nmレーザー（OBIS, 

Coherent）を標本面にて約 5 kW/cm2 で照射することで励起した。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 670-750 nm の吸収フィルター（710QM80, Omega）を通した後に

EMCCD カメラで検出した。DyLight 755 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、標本面にて約 1 kW/cm2 で照射することで励起した。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。蛍光を発しない状態になっ

た Alexa Fluor 647 や DyLight 755 は 405 nm レーザー(OBIS, Coherent) を標本面

にて 0.1 ~ 40 W/cm2 で照射することによって蛍光を発する状態へ活性化させた

32。Alexa Fluor 647-Alexa Fluor 405 で標識した分子の 3D-STORM イメージングで

は、405 nm レーザーを標本面にて 0.02 ~ 16 W/cm2 で照射し、Alexa Fluor 405 を
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励起することで、蛍光を発しない状態の Alexa Fluor 647 を、蛍光を発する状態

へ活性化させた。また、Alexa Fluor 647-Alexa Fluor 488 で標識した分子の 3D-

STORM イメージングでは、488 nm レーザー(OBIS coherent) を標本面にて 0.005 

~ 4 W/cm2 で照射し、Alexa Fluor 488 を励起することで、蛍光を発しない状態の

Alexa Fluor 647 を、蛍光を発する状態へ活性化させた 28。 

 

3D-STORM イメージング 

Cacnb4-EGFP の 3D-STORM イメージングにおいては Alexa Fluor 647 標識

二次抗体にて Cacnb4-EGFP を免疫染色した標本を用いた。また、Cav2.1 と

Bassoon の 3D-STORM イメージングでは、Alexa Fluor 647 標識二次抗体及び

DyLight 755 標識二次抗体にて Cav2.1 と Bassoon をそれぞれ免疫染色した標本を

用いた。まず、標本に位置補正用マーカーとして蛍光ビーズ（F8810, Life 

Technologies）を貼り付け、標本の外液を dSTORM バッファー（50 mM HEPES, 

10 mM NaCl, 60% sucrose, 10% glucose, 0.1% β-mercaptoethanol, 0.5 mg/ml glucose 

oxidase, 0.04 mg/ml catalase, pH8.0）に置換した。その後、標本をカバーガラス（15 

mm, Thickness no.1, 0.12 ~ 0.17 mm, Matsunami Glass）で挟み、マニキュアを用い

て密閉した。3D-STORM イメージングでは、Alexa Fluor 647 の蛍光を 16 msec / 

frame で 50,000 ~ 100,000 画像測定した後に、DyLight 755 の蛍光を 50 msec / frame
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にて 20,000 ~ 50,000 画像測定した。 

Munc13-1 と Cav2.1 の 3D-STORM イメージングでは、Alexa Fluor 647-

Alexa Fluor 405 標識二次抗体及び Alexa Fluor 647-Alexa Fluor 488 標識二次抗体

にて Munc13-1 と Cav2.1 をそれぞれ免疫染色した標本を用いた。また、Cav2.1

と Cacnb4-EGFP の STORM イメージングでは、Alexa Fluor 647-Alexa Fluor 405 標

識二次抗体及び Alexa Fluor 647-Alexa Fluor 488 標識二次抗体にて Cav2.1 と

Cacnb4-EGFP をそれぞれ免疫染色した標本を用いた。3D-STORM イメージング

の際には、Alexa Fluor 647 の蛍光の明滅を Alexa Fluor 405 あるいは Alexa Fluor 

488 を励起することで制御した 28。まず、位置補正用マーカーとして蛍光ビーズ

を標本に貼り付け、標本の外液を STORM バッファー（50 mM HEPES, 10 mM 

NaCl, 60% sucrose, 10% glucose, 1% β-mercaptoethanol, 0.5 mg/ml glucose oxidase, 

0.04 mg/ml catalase, pH8.0）に置換した。その後、標本をカバーガラスで挟み、マ

ニキュアを用いて密閉した。3D-STORM イメージングでは、Alexa Fluor 488 を

励起しながら Alexa Fluor 647 の蛍光を 16 msec / frame で 5,000 画像測定した後、

Alexa Fluor 405 を励起しながら Alexa Fluor 647 の蛍光をフレームレート 16 ミリ

秒で 5,000 画像測定するというサイクルを 11 サイクル測定した。ただし、1 サ

イクル目は解析に用いなかった。 
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3D-STORM 像の再構築 

3D-STORM イメージングによって取得した画像は 1 ピクセル分のサイズ

（192 nm）を標準偏差とする二次元空間ガウシアンフィルターで処理した後、自

作の ImageJ のプラグインを用いて解析した。プラグインでは取得画像の蛍光ス

ポットに二次元ガウス関数を適合させ、最小二乗法で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。蛍光色素の z 座標は蛍光スポット

に適合させた二次元ガウス関数の x 軸方向の半径と y 軸方向の半径の比（縦横

比）を、予め蛍光ビーズを用いて作製した縦横比と z 座標の対応表に当てはめる

ことで求めた 33。3D-STORM イメージング中の標本のドリフトは標本上に配置

した位置補正用マーカーの位置座標を基準にして補正した。また、Alexa Fluor 647

と DyLight 755 を用いた 3D-STORM イメージングの際の色収差は、予め蛍光ビ

ーズを用いて作製した画像内の座標と色収差の対応表を用いて、補正した 34。 

求めた蛍光色素の位置座標の集合は 10 nm の解像度で画像として再構築

した。再構築した画像のピクセル値は、そのピクセルに対応する座標領域に含ま

れる位置座標の数とした。再構築画像は 10 nm の標準偏差の三次元空間ガウシ

アンフィルターで処理した。 
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3D-STORM 像の解析 

3D-STORM イメージングでの取得全画像のうち、前半の画像から取得し

た位置座標より再構築した画像と後半の画像から取得した位置座標より再構築

した画像を比較することで、取得した 3D-STORM 像の再現性を確認した。アク

ティブゾーンにおける分子の空間配置を解析する際には、対象とするアクティ

ブゾーンに由来する全位置座標を、全位置座標の重心を原点に回転させた後に

xy 平面へ投射することで、アクティブゾーン平面での 2 次元位置座標へ変換し

た。座標変換した 2 次元位置座標は 10 nm 解像度で画像に再構築し、10 nm の空

間ガウシアンフィルターで処理した。クラスタリングと Pair Correlation Function

解析（PCF 解析）はアクティブゾーン平面へ投射した 2 次元位置座標を用いて

行った。 

Cav2.1 の 3D-STORM 像及び Munc13-1 の 3D-STORM 像はウォード法を評

価関数とする凝集型の階層的クラスタリングにて個々のクラスターに分割した。

クラスターの直径は、分割したクラスター中の全位置座標の x 座標の標準偏差

と y 座標の標準編の平均より求めた半値全幅（Full Width at half maximum, FWHM）

にて評価した。クラスター間距離は中心間距離にて評価した。 

PCF 解析は分子間の位置関係の規則性を解析する手法であり、一方の分

子から距離 r での他方の分子の密度を表す値 g(r)を算出する。ある距離におい
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て、両分子が無関係に配置している場合には g(r) = 1 となり、多く存在している

場合には g(r) > 1 となる。対象とする 2 種類の分子 A と B の PCF 解析は以下の

定義式に基づいて行った 35。 

𝑔𝑔(𝑟𝑟) = 𝐾𝐾′(𝑟𝑟)
2𝜋𝜋𝜋𝜋

 (1) 

ただし、K’(r)は K(r)の微分関数である。 

𝐾𝐾(𝑟𝑟) = 𝜅𝜅𝑖𝑖(𝑟𝑟)/𝜆𝜆2 (2) 

𝜆𝜆2 = 𝑛𝑛1𝑛𝑛2/𝑣𝑣(𝑊𝑊)2 (3) 

n1, n2 はそれぞれ、分子 A の位置座標の総数と分子 B の位置座標の総数を表し、

v(x)は集合 x の面積を表す。また、W は解析対象の領域を示す。ただし、同一分

子での PCF 解析では 𝜆𝜆2 = 𝑛𝑛(𝑛𝑛 − 1)/𝑣𝑣(𝑊𝑊)2となる。 

𝜅𝜅𝑖𝑖(𝑟𝑟) = ∑ 𝟏𝟏(0<||𝑥𝑥1−𝑥𝑥2||≤𝑟𝑟)𝜔𝜔(𝑥𝑥1,𝑥𝑥2)

𝑣𝑣(𝑊𝑊(�|𝑥𝑥1−𝑥𝑥2|�))𝑥𝑥1,𝑥𝑥2∈𝑊𝑊  (4) 

x1 は分子 A の位置座標、x2 は分子 B の位置座標、1（x）は x を満たす場合は 1、

それ以外の場合は 0 となる。ω(𝑥𝑥1, 𝑥𝑥2) = 2𝜋𝜋/𝛼𝛼(𝑥𝑥1, 𝑥𝑥2) であり、𝛼𝛼(𝑥𝑥1,𝑥𝑥2)は x1 を中

心とし、半径を||𝑥𝑥1 − 𝑥𝑥2||とする円における、W に含まれる円弧の角度の和であ

る。𝑊𝑊(𝑟𝑟) = {𝑥𝑥 ∈ 𝑊𝑊:𝜕𝜕(𝑏𝑏(𝑥𝑥, 𝑟𝑟)) ∩𝑊𝑊 ≠ ∅} であり、𝜕𝜕(𝑏𝑏(𝑥𝑥, 𝑟𝑟)) は x を中心とし、半

径を r とする円の円周を表す。以上の解析は Mathematica 10.2 (Wolfram Research)

にて行った。 
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2 色の 3D-STORM イメージングにおけるクロストークの推定 

 Alexa Fluor 647-Alexa Fluor 488 色素ペアで標識した分子と Alexa Fluor 

647-Alexa Fluor 405 で標識した分子の 2 色の 3D-STORM 顕微鏡測定の際には、

両分子の 3D-STORM 像の間でクロストークが生じる 29。クロストークの程度は、

Alexa Fluor 647-Alexa Fluor 488 色素ペアのみで標識した標本あるいは Alexa Fluor 

647-Alexa Fluor 405 色素ペアのみで標識した標本を 2 色の 3D-STORM イメージ

ングすることで解析し、以下の式の関係にあることが推定された。 

𝑛𝑛405 = 𝑁𝑁405 + 0.11 × 𝑁𝑁488 (5) 

𝑛𝑛488 = 𝑁𝑁488 + 0.08 × 𝑁𝑁405 (6) 

ただし、ｎ405,ｎ488はそれぞれ、3D-STORMイメージングで取得されたAlexa Fluor 

647-Alexa Fluor 405 色素ペアあるいは Alexa Fluor 647-Alexa Fluor 488 色素ペアの

位置座標の数であり、N405, N488 はそれぞれ、クロストークがない場合に 3D-

STORM イメージングで取得される、Alexa Fluor 647-Alexa Fluor 405 色素ペアあ

るいは Alexa Fluor 647-Alexa Fluor 488 色素ペアの位置座標の数である。 

PCF 解析におけるクロストークの補正は以下の方法で行った。標的分子

A のアクティブゾーン平面での全位置座標のリストを XAとし、もう一方の標的

分子 B のアクティブゾーン平面での全位置座標のリストを XB とする。XAと XB 

を PCF 解析に供し、g(r)を求めた（g(r)raw）。続いて分子 B がアクティブゾーン
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内でランダムに配置すると仮定した時の位置座標のリスト（XB, rand）をシミュレ

ーションにて作成した。XA をランダムに 9:1 に分割し（XA+, XA-）、また XB, rand

もランダムに 9:1 に分割した（XB, rand+, XB, rand-）。XA+と XB, rand-を結合した位置座

標のリスト（XA,cros）はランダムに配置した分子 B のクロストークを含んだ分子

A の位置座標のリストであり、XB, rand+と XA-を結合した位置座標のリスト（XB,cros）

は分子 A のクロストークを含んだランダムに配置した分子 B の位置座標のリス

トである。ランダムに配置した分子 B は分子 A に対し、無関係に配置している

ため、XA,cros と XB,cros を PCF 解析に供することで求めた g(r)（gcsim(r)）について、

全ての r で gcsim(r) ≒ 1 となるように補正を行う。19 回作成した XB, rand それぞ

れについて gcsim(r)を求め、平均値 gcsim������(r)  を求めた。クロストークを補正した

g(r) raw（gc(r)raw）は以下の式より求めた。 

gc(r)raw = g(r)raw / gcsim������(r) (7) 

本文中ではクロストークを補正した g(r)は gc(r)として表記した。 

 

Cav2.1 の分子数の推定 

アクティブゾーンにおける Cav2.1 の平均分子数（Nsyn）は以下の式より推

定した。 

Nsyn = Fsyn / (Fab × Rcell/glass) (8) 
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Fsyn はアクティブゾーンにおける Cav2.1 を Alexa Fluor 647 で標識した抗 Cav2.1

モノクローナル抗体（Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb）にて標識した際の、シナプス

の蛍光強度である。Fab はカバーガラス上での Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb 一分

子の蛍光強度である。Rcell/glass は溶媒の屈折率により生じる、カバーガラス上と

神経細胞上での Alexa Fluor 647 の蛍光強度の違いである。Fsyn は以下の方法で求

めた。Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb 及び抗 Bassoon 抗体を用いて、神経細胞を免

疫染色した。免疫染色した標本の細胞外液を測定用バッファー（50 mM HEPES, 

10 mM NaCl, 60% sucrose, 10% glucose, pH8.0）に置換し、Bassoon の染色より同

定したシナプスにおける Alexa Fluor 647 の蛍光強度を蛍光顕微鏡で測定し、平

均蛍光強度 Fsyn を求めた。 

Fab は以下の方法で求めた。Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb を変性バッファー

（20 mM リン酸緩衝液, 6M グアニジン塩酸塩, pH7.6）にて室温で 10 分間処理

した。コラーゲンと poly-L-Lysin にてコートしたカバーガラス（25 mm × 25 mm, 

Thickness no.1, 0.12 ~ 0.17 mm, Matsunami Glass）を 1% NaBH4 を含む PBS と室温

で 30 分間反応させた後に、変性バッファーで処理した Alexa Fluor 647 Cav2.1 

mAb を加え、室温で 10 分間反応させた。その後、PBS にて 2 回洗い、測定用バ

ッファーに置換した。蛍光顕微鏡にて Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb 由来の Alexa 

Fluor 647 の蛍光スポットを測定し、平均蛍光強度 Fab を求めた。Rcell/glass は F647,cell 
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/F647 より求めた。F647 はカバーガラス上での Alexa Fluor 647 一分子の蛍光強度

であり、F647,cell は細胞上での Alexa Fluor 647 一分子の蛍光強度である。 

F647 及び F647,cell は以下の方法により求めた。コラーゲンと poly-L-Lysin に

てコートしたカバーガラスを 1% NaBH4を含む PBS と室温で 30 分間反応させた

後に、PBS で希釈した 1 nM Alexa Fluor 647 NHS ester を加え、室温で 10 分間反

応させた。その後、PBS にて 2 回洗い、測定用バッファーに置換した。蛍光顕微

鏡にて Alexa Fluor 647 の蛍光スポットの蛍光強度を測定し、平均蛍光強度 F647

を求めた。また、海馬分散培養標本の細胞上においても同様の方法で Alexa Fluor 

647 の平均蛍光強度 F647,cell を求めた。 

 Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb の蛍光強度測定の際の蛍光スポットに存在す

る Alexa Fluor 647 分子の数（N647/spot）は以下の式より推定した。 

N647/spot = Fab / (F647 × Rab/free) (9) 

Rab/free は抗体への標識による Alexa Fluor 647 の蛍光強度の減少率であり、以下の

方法で求めた。0.2 % BSA-PBS に Alexa Fluor 647 の終濃度が 10 nM となるよう

に Alexa Fluor 647 NHS ester あるいは Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb を加え、分光

蛍光光度計（FP-6500, 日本分光株式会社）を用いて 650 nm の波長で励起した際

の 668 nm の蛍光強度を測定し、Alexa Fluor 647 NHS ester あるいは Alexa Fluor 

647 Cav2.1 mAb の蛍光強度を求めた。求めた蛍光強度の比から Rab/free を算出し
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た。 

一分子の抗 Cav2.1 モノクローナル抗体に標識された Alexa Fluor 647 の平

均分子数は、Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb 溶液中の IgG と Alexa Fluor 647 の濃度

比より推定した。IgG と Alexa Fluor 647 の濃度は、分光光度計（v-550, 日本分光

株式会社）を用いて測定した Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb 溶液の 280 nm 及び 650 

nm の吸光度と、マウスの IgG のモル吸光係数（200,000 cm-1M-1, 280 nm）及び

Alexa Fluor 647 のモル吸光係数（270,000 cm-1M-1, 650 nm）より推定した。 

顕微鏡による測定は 3D-STORM 顕微鏡のセットアップにて行った。ただ

し、Alexa Fluor 647 は、640 nm レーザーを標本面にて 10 W/cm2で照射すること

で励起した。蛍光強度はレーザーの照射開始から 1 秒間の蛍光強度により評価

した。 
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結果

電位依存性カルシウムチャネルの空間配置の超解像顕微鏡を用いた解析

アクティブゾーンおける電位依存性カルシウムチャネルの空間配置を明

らかにするために、免疫染色した電位依存性カルシウムチャネルの観察を行っ

た。海馬分散培養神経細胞において、電位依存性カルシウムチャネルのαサブユ

ニットである Cav2.1 とアクティブゾーンのマーカーである Bassoon を、それぞ

れ抗 Cav2.1 抗体と抗 Bassoon 抗体を用いて蛍光色素にて標識した。染色した標

本を従来の蛍光顕微鏡にて観察したところ、Bassoon の粒状の染色が観察された

（図 1 中央）。Bassoon の粒状の染色はアクティブゾーンを示すと考えられる。

Bassoon の染色により決定したシナプス前終末のうち、80%はグルタミン酸を放

出することが蛍光グルタミン酸イメージング 31 によって確認され、また 88％が

シナプス後部を有することが PSD-95 の免疫染色より確認された。Cav2.1 の従来

の蛍光顕微鏡像においても粒状の染色が観察された（図 1 左）。Cav2.1 の粒状の

染色は Bassoon の粒状の染色と一致することから、アクティブゾーンに存在す

る Cav2.1 を観察していることが示された。 

従来の蛍光顕微鏡の空間分解能の理論限界は 200 nm 程度であり、数百 nm

程度の大きさのアクティブゾーン内で Cav2.1 がどのように配置しているかとい
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う点までは解析することができない。そこで、標識した Bassoon と Cav2.1 を約

10 nm の空間分解能を持つ STORM 顕微鏡を用いて観察した。STORM イメージ

ングでは、シリンドリカルレンズを導入し、非点収差を解析することで標的分子

の三次元位置座標を決定し、三次元 STORM 像（3D-STORM 像）を再構築した

33（図 2）。 

取得した 3D-STORM 像を観察面に投影した画像において、Cav2.1 と

Bassoon の重なりの程度がアクティブゾーン毎に異なっていた（図 3A, B）。アク

ティブゾーンは観察面に対し様々な向きをとっていると考えられるので、Cav2.1

と Bassoon の重なりの違いは、アクティブゾーンを様々な方向から観察した結

果生じたものであると推測される。そこで、アクティブゾーンにおける 3D-

STORM 像を回転させ、アクティブゾーンを横から見た画像（図 3C 上, アクテ

ィブゾーンの側面像）とアクティブゾーンを正面から見た画像（図 3C 下,アクテ

ィブゾーンの正面像）を作成した（図 3D）。観察したほぼ全てのアクティブゾー

ンでは、アクティブゾーンの側面像において Bassoon と Cav2.1 は 50-100 nm 程

度離れていた（図 3C 上）。今回用いた抗 Bassoon 抗体と同じ領域を抗原として

作製された抗 Bassoon 抗体を用いた場合には、アクティブゾーンにおいて細胞

膜より 70 nm 程度離れた場所が染色されることが、免疫電子顕微鏡による観察

から示されており 36、今回の結果は過去の報告と矛盾しない。アクティブゾーン
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の正面像では Bassoon が配置している領域において Cav2.1 は分離された複数の

スポット状に配置していた（図 3C 下）。この結果は、Cav2.1 がアクティブゾー

ンにおいて複数のクラスターを形成していることを示している。 

STORM 顕微鏡において、本来の分子配置を反映していない STORM 像が

アーチファクトとして観察されてしまう可能性が報告されている 37。アーチフ

ァクトの原因の 1 つとしては、撮影した蛍光色素の数が少なすぎることで、本

来均一に配置している蛍光色素が一部のみに存在しているように観察されるこ

とが挙げられる 38。また、STORM 顕微鏡では蛍光色素の確率的な明滅を測定し

ているが、まれに同一の蛍光色素が短時間に何度も明滅を繰り返すことがある。

短時間での同一の蛍光色素の繰り返した明滅（蛍光色素のバースティング）を

STORM 顕微鏡で測定すると、本来標本中には存在しない見かけ上のクラスター

が観察されてしまう 39。本研究で観察された Cav2.1 のクラスターが以上のよう

なアーチファクトに因るものでないことを確認するために、3D-STORM 像の再

現性試験を行った。具体的には STORM 顕微鏡測定で撮像した全ての蛍光画像

のうち、前半の蛍光画像より決定した蛍光色素の位置座標から再構築した画像

（前半の画像）と後半の蛍光画像より決定した蛍光色素の位置座標から再構築

した画像（後半の画像）で同じ場所に Cav2.1 のクラスターが観察されるか解析

した。一部の蛍光色素のみを測定したことで Cav2.1 のクラスターが観察された
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のであれば、前半の画像と後半の画像で異なる場所にクラスターが観察される

はずであり、蛍光色素のバースティングによって見かけ上のクラスターが作り

出されたのであれば STORM 顕微鏡測定の前半と後半において同じ場所で蛍光

色素のバースティングが生じ、その結果同じ場所でクラスターが観察される可

能性は十分低いと考えられる 39。Cav2.1 の 3D-STORM 顕微鏡測定の前半の画像

と後半の画像を比較したところ、両者で同じ場所にクラスターが観察された（図

4）。また、前半の画像と後半の画像の各ピクセルの強度は強く相関しており（r 

= 0.77 ± 0.02, n = 12 視野)、Cav2.1 の 3D-STORM 顕微鏡測定の前半と後半で再現

性のある 3D-STORM 像が得られていることが示された。よって、3D-STORM 顕

微鏡にて観察された Cav2.1 のクラスターは 3D-STORM イメージングによって

生じた見かけ上のクラスターではなく、Cav2.1 の真の空間配置を表している。 

異なる抗 Cav2.1 抗体（#152 205）を用いた場合でも Cav2.1 のクラスター

が観察されるか否かを検証した。抗 Cav2.1 抗体（#152 205）を用いて神経細胞

を免疫染色し、従来の蛍光顕微鏡にて観察したところ、Cav2.1 と Bassoon の共

局在が観察された（図 5A 左）。更に、3D-STORM 顕微鏡を用いて観察したとこ

ろ(図 5A 右）、アクティブゾーンにおける Cav2.1 のクラスター化した配置が示

された(図 5B）。 
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カルシウムチャネルβ4 サブユニットの 3D-STORM 顕微鏡を用いた解析 

ここまでの実験より、電位依存性カルシウムチャネルのαサブユニットで

ある Cav2.1 がクラスターを形成することを明らかにした。電位依存性カルシウ

ムチャネルはαサブユニット, βサブユニット, α2δサブユニットの複合体である

10。そこでαサブユニット以外のサブユニットもクラスターを形成するか否か検

証した。シナプス前終末において発現していることが知られている電位依存性

カルシウムチャネルのβ4 サブユニット（Cacnb4）40 に EGFP を融合したタンパ

ク質（Cacnb4-EGFP）を神経細胞に発現させ、抗 GFP 抗体を用いて免疫染色し

た。また、アクティブゾーンのマーカーとして Munc13-1 を免疫染色した 41。従

来の蛍光顕微鏡にて観察したところ、Munc13-1 の粒状の染色によって確認され

たアクティブゾーンにおいて、Cacnb4-EGFP が局在していた（図 6A）。アクティ

ブゾーンにおける Cacnb4-EGFP の粒状の染色を 3D-STORM 顕微鏡にて観察し

たところ、Cacnb4-EGFP がクラスターを形成していることが明らかとなり（図

6B）、Cav2.1 と同様に、Cacnb4 がアクティブゾーンにおいてクラスターを形成

することが示された。 

続いて、Cav2.1 と Cacnb4 の位置関係に着目し解析を行った。Cacnb4-EGFP

を発現させた神経細胞を、抗 Cav2.1 抗体と抗 GFP 抗体を用いて免疫染色し、

3D-STORM 顕微鏡にて観察したところ（図 7A）、Cav2.1 と Cacnb4-EGFP の共局
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在が観察された（図 7B）。Cav2.1 と Cacnb4-EGFP の位置関係を、PCF 解析を用

いて定量的に評価したところ 42、50 nm 以内の距離において gc(r) > 1 であり、距

離が近づくほど gc(r)は大きくなった（図 7C）。この結果は、Cav2.1 の近傍にお

いて Cacnb4-EGFP が配置していることを示している。 

 

電位依存性カルシウムチャネルのクラスターの定量的解析 

Cav2.1 のクラスターについて数、大きさ、クラスター間の距離を解析し

た。まず階層的クラスタリングを用いることで Cav2.1 のアクティブゾーンの正

面像を複数の Cav2.1 のクラスターに分割した（図 8）。分割された Cav2.1 のク

ラスターの直径は 60 nm（中央値, n = 207 クラスター, 図 9A）、最近傍クラスタ

ー間距離は 95 nm（中央値, n = 207 クラスター, 図 9B）であった。また、クラス

ターの数は、ひとつのアクティブゾーン当たり 6.9 ± 4.6 個（n = 30 アクティブゾ

ーン）であった。アクティブゾーン全体に分布していることが知られている

Bassoon36,43 の 3D-STORM 像をもとに、アクティブゾーンの面積を定量したとこ

ろ（0.15 ± 0.11 µm2 、n = 30 アクティブゾーン）、アクティブゾーンの面積と

Cav2.1 のクラスターの数の間には強い相関が見られ（r = 0.83, p = 1.4×10-9, n = 

30 アクティブゾーン）、1 µm2 当たり 43 個のクラスターが存在することが明ら

かになった（図 9C）。 
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続いて Cav2.1 のクラスターがアクティブゾーン内でどのように配置して

いるかを解析した。まず、Cav2.1 のクラスターがアクティブゾーンの端に多い

か、それとも中心付近に多いかという点に着目して解析を行った。その結果、

Bassoon の 3D-STORM 像をもとに推定したアクティブゾーンの縁から 50 nm 以

内の距離に配置されている Cav2.1 のクラスターは全体の 24%（n = 30 アクティ

ブゾーン、207 クラスター）であり、クラスターがアクティブゾーン内にランダ

ムに配置していると仮定した時（中央値 46%, 95%信頼区間 40 ~ 50%）と比べ少

ないことが示された（図 10A, B）。この結果より電位依存性カルシウムチャネル

のクラスターはアクティブゾーンの端には少ないことが明らかとなった。 

クラスターがアクティブゾーン内においてランダムに配置しているのか、

あるいは何らかの規則性を持って配置しているかという点を明らかにするため

に、PCF 解析を用いてアクティブゾーンにおける Cav2.1 の分子間の位置関係を

解析し、g (r)を求めた（gCav2.1 (r)）（図 10C 黒実線）。また、クラスターがアクテ

ィブゾーン内においてランダムに配置していると仮定した時のデータをシミュ

レーションにて作成し、PCF 解析にて g (r)を求めた（gsim (r)）（図 10C マゼンタ

細線）。19 回のシミュレーションデータの gsim (r)の平均値（gsim�����(r)）（図 10C マゼ

ンタ太線）と gCav2.1(r)を比較したところ、90 nm 以内の距離においては gCav2.1(r) 

/ gsim�����(r) < 1 であり、185 nm から 270 nm においては gCav2.1(r) / gsim�����(r) > 1 となっ
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た(図 10D)。この結果は、各々の Cav2.1 のクラスターから 90 nm 以内の距離に

おいては他の Cav2.1 のクラスターの存在確率が低いこと、及び各々の Cav2.1 の

クラスターから 200 nm 程度離れた場所において他の Cav2.1 クラスターの存在

確率が高いことを示している。以上より、Cav2.1 のクラスターはアクティブゾ

ーン内においてランダムに配置しているのではなく、クラスター間の距離を保

って規則的に配置していることが明らかとなった。

クラスターにおける Cav2.1 の分子数の推定

本研究で観察された Cav2.1 のクラスターが、何分子の Cav2.1 から形成さ

れているか推定した。Cav2.1 の分子数は Alexa Fluor 647 で標識した抗 Cav2.1 モ

ノクローナル抗体（Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb）を用いて免疫染色すること

で推定した。まず、Alexa Fluor 647 一分子の蛍光強度の測定をした。Alexa Fluor 

647 をガラス上に十分薄い密度で散布し、蛍光顕微鏡にて蛍光スポットの蛍光

強度を測定したところ、平均蛍光強度は 1,710 ± 736 photons / sec であった

（図 11A）。観察した蛍光スポットは 1 ステップで退色したことから、Alexa 

Fluor 647 一分子の蛍光の測定であることが示された（図 11B）。続いて、Alexa 

Fluor 647 Cav2.1 mAb も同様に、ガラス上に十分薄い密度で散布し、蛍光顕微

鏡にて蛍光スポットの蛍光強度を測定したところ、平均蛍光強度は 4,276 ± 
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3,293 photons / sec であった（図 11C）。Alexa Fluor 647 は抗体に標識される

ことで蛍光強度が 70%まで減少するため、蛍光顕微鏡にて測定した Alexa Fluor 

647 Cav2.1 mAb の蛍光スポットには、平均で (4,276 / (1,710×70%)) ＝ 3.6

個の Alexa Fluor 647 が存在していると推定された。この値は分光光度計によ

る測定から推定した Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb 一抗体あたりの Alexa Fluor 

647 の結合数（3.8 個）と一致しており、測定した Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb

の蛍光スポットは Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb 一分子由来の蛍光であると考

えても矛盾はない。 

Alexa Fluor 647 Cav2.1 mAb を用いて神経細胞を免疫染色し、それぞ

れのシナプスにおける蛍光強度を測定した。その結果、平均蛍光強度は 146,618 

±90,000 photons / sec であった（図 11D）。測定溶媒の屈折率により、神経細

胞上ではガラス上に比べ、Alexa Fluor 647 の蛍光強度は 83%まで低下する。よ

って、アクティブゾーンにおける Cav2.1 の平均分子数は (146,618 / ( 4,276×

83%)) ＝ 41 分子と推定された。１つのアクティブゾーンには平均で 7 個の

Cav2.1 のクラスターが存在するため、単一の Cav2.1 のクラスターは 6 分子程

度の Cav2.1 により構成されていると推定された。 
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電位依存性カルシウムチャネルとシナプス小胞の放出部位の位置関係の超解像

顕微鏡を用いた解析 

Munc13-1 はシナプス小胞の開口放出に必要不可欠な分子であり、シナプ

ス小胞の放出部位に配置していると考えられている 8。ここでは、Cav2.1 と

Munc13-1 の位置関係に着目することで、電位依存性カルシウムチャネルとシナ

プス小胞の放出部位の位置関係を解析した。Cav2.1 と Munc13-1 を抗 Cav2.1 抗

体と抗 Munc13-1 抗体を用いて蛍光色素にて標識し、3D-STORM 顕微鏡にて観

察した所、Cav2.1 と Munc13-1 の共局在が観察された（図 12A）。 

Munc13-1 と Cav2.1 が共局在しているアクティブゾーンにおいて、両分子

の位置関係を解析するために Cav2.1 の 3D-STORM 像と Munc13-1 の 3D-STORM

像を回転させ、アクティブゾーンの正面像と側面像を作製した（図 12B）。アク

ティブゾーンの側面像においては Cav2.1 と Munc13-1 はほぼ同じ位置に配置し

ていた（図 12B 上段）。Munc13-1 はアクティブゾーンの細胞膜近傍に配置して

いることが知られているため 43、膜タンパク質である電位依存性カルシウムチ

ャネルと同一平面上に存在しているという今回の結果は過去の知見と一致する。

また、アクティブゾーンの正面像においては、Munc13-1 と Cav2.1 それぞれがク

ラスターを形成していた（図 12B 下段）。また、多くの Cav2.1 のクラスターは

Munc13-1 のクラスターと重なって配置しているか、あるいは近接して配置して
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いた。PCF 解析を用いて、アクティブゾーンにおける Cav2.1 と Munc13-1 の位

置関係を解析したところ、45 nm 以内の距離において gc(r)は 1.1 ~ 1.3 であり、

Cav2.1 は Munc13-1 から 45 nm 以内に多く配置していた（図 13）。 

続いて、Cav2.1 のクラスターと Munc13-1 のクラスターに着目して解析を

行った。Munc13-1 のクラスター数と Cav2.1 のクラスター数の関係を解析したと

ころ、各々のアクティブゾーンにおける Cav2.1 のクラスターの数と Munc13-1

のクラスターの数の間には強い相関が見られ（傾き= 0.95, r = 0.71, p = 1.5×10-5, 

n = 29 アクティブゾーン）（図 14A）、一つのシナプス小胞の放出部位に対し、一

個程度の電位依存性カルシウムチャネルのクラスターが存在することが明らか

となった。 

アクティブゾーンに存在する Cav2.1 のクラスターから最も近接して配置

している Munc13-1 のクラスターまでの距離を解析したところ、43 nm（中央値, 

n = 29 アクティブゾーン, 133 クラスター）であり（図 14B）、Cav2.1 のクラスタ

ーがアクティブゾーンにランダムに配置していると仮定したときの Cav2.1 のク

ラスターと最近傍の Munc13-1 のクラスターの距離（46 ~ 56 nm, 95 %信頼区間, 

図 14B）よりも近かった。更に、Cav2.1 のクラスターから最近傍の Munc13-1 の

クラスターまでの距離の分布を、累積度数分布にて評価したところ、10 nm から

50 nm の距離においてのみ、Cav2.1 のクラスターがアクティブゾーン内にラン
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ダムに配置していると仮定したときの 95 %信頼区間から上に外れていた（図

14C）。この結果から、半分程度の電位依存性カルシウムチャネルのクラスター

はシナプス小胞の放出部位の近傍に配置していることが示された。 
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考察

本研究では、3D-STORM 顕微鏡を用いることで電位依存性カルシウムチ

ャネルのアクティブゾーンにおける空間配置を解析した（図 15）。その結果、海

馬分散培養神経細胞のアクティブゾーンにおいて、電位依存性カルシウムチャ

ネルは複数のクラスターを形成していることが示された。電位依存性カルシウ

ムチャネルのクラスターはシナプス小胞の放出部位から数十 nm 程度の近傍に

配置していることが明らかとなった。

超解像顕微鏡を用いた電位依存性カルシウムチャネルの空間配置の解析により

解明された事及び今後の課題

従来の研究において、電位依存性カルシウムチャネルの空間配置は凍結

割断レプリカ免疫電子顕微鏡を用いることで解析されてきた 20,21。凍結割断レプ

リカ免疫電子顕微鏡は、炭素の蒸着により保持した細胞の膜成分を、抗体を用い

て標識し、電子顕微鏡で観察する手法であり、膜タンパク質を観察する手法とし

て非常に有効である 44。細胞の膜成分は炭素の蒸着により固定されているもの

の、炭素の蒸着後に SDS で標本を処理するため、アクティブゾーンに局在する

タンパク質を始めとする細胞質のタンパク質が標本に保持されている保証はな
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い。そのため、凍結割断レプリカ免疫電子顕微鏡を用いた研究では電位依存性カ

ルシウムチャネルの空間配置の解析はなされているものの、電位依存性カルシ

ウムチャネルとアクティブゾーンに局在するタンパク質との位置関係の解析は

困難であった。STORM 顕微鏡は、免疫染色した標本を用いるため、過去の研究

で蓄積されてきた免疫染色についての数多の知見を活用することができ、膜タ

ンパク質に限らず、細胞内外のあらゆるタンパク質を観察可能である 29,30。そこ

で本研究では、STORM 顕微鏡を用いることで電位依存性カルシウムチャネルと

シナプス小胞の放出部位に配置する Munc13-1 の位置関係を明らかにした。 

本研究では、パラホルムアルデヒドにて化学固定した標本を、抗体を用い

て染色した。いくつかの膜タンパク質は、パラホルムアルデヒドによって十分に

固定されず、固定処理の後も膜上を移動することが知られており 45、電位依存性

カルシウムチャネルも固定処理後に膜上を移動している可能性がある。この場

合、2 つの抗原結合部位を持つ抗体によって架橋されることで、本来存在しない

電位依存性カルシウムチャネルのクラスターが形成されてしまうかもしれない。

電位依存性カルシウムチャネルのクラスターは凍結割断レプリカ電子顕微鏡法

でも観察されている 20,21。この手法では、抗体による電位依存性カルシウムチャ

ネルの染色の前に、電位依存性カルシウムチャネルを含む細胞膜構造を炭素の

蒸着により保持するため、抗体の架橋によるクラスターの形成は生じないと考
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えられる。そのため、電位依存性カルシウムチャネルのクラスターは必ずしも抗

体の架橋によるアーチファクトではないと考えられる。超解像顕微鏡技術は生

きた細胞へも応用可能な技術である 38,46,47。生きた神経細胞において、蛍光タン

パク質を融合することなどで可視化した電位依存性カルシウムチャネルを超解

像顕微鏡にて観察することで、外的な操作の最小限な条件においても電位依存

性カルシウムチャネルがクラスターを形成するか否かを明らかにすることは、

今後の重要な課題である。更に、生きた神経細胞における電位依存性カルシウム

チャネルの空間配置の解析は、電位依存性カルシウムチャネルの空間配置が経

時的に変化するか否か、あるいは過去の活動依存的に可塑的に変化するか否か

といった新しい課題へも応用可能な手法であると考える。 

 

電位依存性カルシウムチャネルのクラスターの解析において考えられる誤差 

電位依存性カルシウムチャネルは 60 nm 程度の大きさのクラスターを形

成しており、クラスター同士は一定の間隔をあけて配置していることを示した。

しかし、実際には観察されたクラスターより小さいクラスターがアクティブゾ

ーン内にランダムに配置しており、本研究では複数個の重なった電位依存性カ

ルシウムチャネルのクラスターを 1 つのクラスターとして解析している可能性

がある。本研究で解析された電位依存性カルシウムチャネルのクラスターの大
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きさは、ヒストグラムにて表すと単一の鋭いピークを持つ分布となっており（図

9A）、クラスターの大きさは比較的均一であった。小さいクラスターが乱雑に重

なって形成されたクラスターが、均一な大きさとなるとは考えにくい。実際に、

観察された Cav2.1 のクラスターの大きさの下限値である 40 nm の大きさのクラ

スターを、シミュレーションにてアクティブゾーン内にランダムに配置したと

ころ、ほぼ全てのシミュレーション結果において大きさの不均一なクラスター

が形成され、均一な大きさのクラスターが形成されることは稀であった。よって

小さいクラスターがアクティブゾーン内にランダムに配置することで、本研究

で観察された Cav2.1 の空間配置が達成されている可能性は低いと考えられる。 

電位依存性カルシウムチャネルのクラスターの大きさは直径にて約 60 

nm であると推定した。電位依存性カルシウムチャネルは一次抗体と二次抗体を

用いて染色している。抗体一分子の大きさは約 10 nm であるため、抗体の大き

さの影響により本研究ではクラスターの大きさを過大に見積もっている可能性

がある。また、STORM 顕微鏡の解像度は約 10 nm であり、クラスターの大きさ

の推定に少なからず影響を与えている。よって本研究による電位依存性カルシ

ウムチャネルのクラスターの大きさの推定値は実際のクラスターの大きさの上

限値であると考えられる。例えば実際の電位依存性カルシウムチャネルのクラ

スターの大きさが 40 nm である仮定すると、電位依存性カルシウムチャネルの
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大きさは直径約 10 nm であるため 48,49、クラスター中の 38%程度が電位依存性

カルシウムチャネルで専有されている計算となる。抗体として約 5 nm の大きさ

である nanobody や F(ab’)2 フラグメントを用いることで 50、電位依存性カルシ

ウムチャネルのクラスターの大きさのより正確な推定が期待される。 

電位依存性カルシウムチャネルのクラスターには 6 分子程度の Cav2.1 が

配置していると推定した。しかし、用いた抗 Cav2.1 抗体のエピトープが他の分

子により遮蔽されるなどの原因により、抗 Cav2.1 抗体が全ての Cav2.1 に結合で

きない可能性がある。また、抗体は 2 つの抗原結合部位を持つため、1 分子の抗

Cav2.1 抗体が 2 分子の Cav2.1 と結合する可能性がある。以上の理由により、本

研究より推定した、1 つのクラスター当たりの Cav2.1 の分子数は、実際のクラ

スター当たりの分子数の下限値であると考えられる。また、電位依存性カルシウ

ムチャネルは直径約 10 nm と大きいため、排除体積効果によりクラスター中に

存在できる電位依存性カルシウムチャネルの数は必然的に制限される。クラス

ターの直径が 40 nm であると仮定した場合、クラスター中の Cav2.1 の分子数の

上限値は 16 分子程度であると計算される。電気生理学的実験より海馬歯状回の

顆粒状細胞のシナプス前終末には、アクティブゾーン当たり平均で 44 分子の

Cav2.1 が存在していると推定されており 51、本研究で推定されたアクティブゾ

ーン当たりの Cav2.1 の平均分子数である 42 分子と概ね一致する。以上より、本
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研究で推定されたクラスター当たりの Cav2.1 の分子数は先行研究と矛盾しない。 

 

電位依存性カルシウムチャネルの空間配置を制御する分子基盤 

電位依存性カルシウムチャネルは CAST/ELKS, RBP, Rim1 といったアク

ティブゾーンに局在するタンパク質と結合することが知られている 52–55。これ

らのタンパク質はいずれも、PDZ ドメインや SH3 ドメインといったタンパク質

間結合に関与するドメインを複数有している 56,57。そのため、これらの分子は電

位依存性カルシウムチャネルを含む分子複合体を局所的に形成することで、電

位依存性カルシウムチャネルのクラスターを形成している可能性がある。

CAST/ELKS, RBP, Rim1 のいずれのノックアウトマウスの神経細胞においてもシ

ナプス小胞の開口放出の確率が減少することからも 58–60、これらの分子が電位

依存性カルシウムチャネルの空間配置の制御に重要な役割を果たしていること

が示唆される。更に、Rim1 や RBP は、Munc13-1 と直接あるいは間接的に結合

することから 61,62、電位依存性カルシウムチャネルとシナプス小胞の放出部位を

近付ける役割を担っていると考えられている。実際に RBP のノックアウトマウ

スの Calyx of Held では、電位依存性カルシウムチャネルとシナプス小胞の放出

部位の距離が離れている可能性が示されている 59。また、電位依存性カルシウム

チャネルとの結合が報告されていないタンパク質によっても、電位依存性カル
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シウムチャネルの空間配置は制御されている可能性がある。繊維状のタンパク

質である Septin5 は未成熟な Calyx of Held においてシナプス小胞の放出部位周

辺に繊維状の構造体を形成する。繊維状の構造体は電位依存性カルシウムチャ

ネルがシナプス小胞の放出部位に近づくことを防ぐ障壁として機能していると

提唱されている 63。Septin5 と Rim1 や RBP の競合的な作用の結果、電位依存性

カルシウムチャネルとシナプス小胞の放出部位の距離が決定されていることが

示唆される。 

電位依存性カルシウムチャネルの空間配置が CAST/ELKS, RBP, Rim1 や

septin5 といった分子によってどのように制御されているかを明らかにする上で、

反応拡散モデルに基づいたシミュレーションによる解析は有効な手法のひとつ

である。例えば、反応拡散モデルをベースとしたシミュレーションは、シナプス

後部におけるグリシン受容体のクラスターの形成メカニズムの解析に用いられ

ており 64、グリシン受容体と足場タンパク質 gephyrin の結合と双方の分子の拡

散のみで、グリシン受容体のクラスター形成を説明可能であることが示されて

いる 65。電位依存性カルシウムチャネルについても、細胞膜上での拡散係数や

CAST/ELKS, RBPやRim1との結合定数等の分子動態パラメーターを実験により

求め、求めたパラメーターを基に反応拡散モデルでのシミュレーションを行う

ことで、クラスター形成に必要十分な最小の分子構成を明らかにすることがで
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きる可能性がある。また、シミュレーションを用いた実験は、電位依存性カルシ

ウムチャネルのクラスターと Munc13-1 のクラスターの近接した位置関係を実

現する分子メカニズムの解析へも応用可能であると考える。 

 

カルシウムチャネルの空間配置のシナプス機能への役割 

本研究ではシナプス小胞の放出部位から 43 nm 程度の距離にて電位依存

性カルシウムチャネルが約 6 分子から形成されるクラスターを形成しているこ

とを明らかにした。電位依存性カルシウムチャネルは活動電位に応じて 25 ％程

度の確率で開口することが知られている 66。6 分子から形成されたクラスターで

は活動電位に応じていずれかの電位依存性カルシウムチャネルが開く確率は

80%程度である。そのため、電位依存性カルシウムチャネルのクラスターは活動

電位に応じて安定してカルシウムを流入させる場として機能していると考えら

れる。シナプス小胞の放出部位から 40 nm 程度の距離に存在する電位依存性カ

ルシウムチャネルより流入したカルシウムがシナプス小胞の開口放出を引き起

こす確率は 20%以下であると見積もられており 67,68、多くの神経細胞の低いシナ

プス小胞の放出確率と矛盾しない 19,69。連続した活動電位が生じると、クラスタ

ー化した電位依存性カルシウムチャネルより毎回カルシウムが流入するため、

シナプス小胞の放出部位周辺にはカルシウムが蓄積する。そこへ更に流入する
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カルシウムが加算されるため、連続した活動電位に対してはシナプス小胞の開

口放出の確率が増大することが予想される 70。実際に中枢神経系の多くの興奮

性シナプスは、連続した活動電位に対してシナプス伝達の効率を増加させる短

期増強の性質を有することが知られており 19,71、シナプス伝達における短期増強

の性質は本研究で明らかとなった電位依存性カルシウムチャネルの空間配置に

よって十分説明され得る。 

一部の電位依存性カルシウムチャネルのクラスターはシナプス小胞の放

出部位には近接せずに配置していた（図 14C）。これらの電位依存性カルシウム

チャネルのクラスターはカルシウム依存性が報告されているシナプス小胞の再

取り込みに関与している可能性がある 72。実際に、電位依存性カルシウムチャネ

ルは AP2、clathrin HC、dynamin2 や intersectin といったシナプス小胞の再取り込

みを担っているタンパク質との結合が示されている 73。本研究はシナプス小胞

の開口放出とシナプス小胞の再取り込みが電位依存性カルシウムチャネルの異

なるクラスターによって独立に制御されている可能性を示唆する。 

また、電位依存性カルシウムチャネルのクラスターがアクティブゾーン

の端で少なく、中心付近に多く配置していることを明らかにした（図 10A）。ア

クティブゾーンにおいて、シナプス小胞の開口放出はアクティブゾーンの中心

寄りの場所において行われていることが知られている 74。シナプス小胞の開口
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放出や放出可能なシナプス小胞の形成はカルシウム濃度に強く依存する 13,14,75。

そのため、電位依存性カルシウムチャネルがアクティブゾーンの中心寄りの場

所に多く存在することで、シナプス小胞の開口放出が生じる場所がアクティブ

ゾーンの中心付近に限定されている可能性がある。 

 

シナプス伝達効率の不均一性への電位依存性カルシウムチャネルの空間配置の

寄与 

活動電位に応じたシナプス伝達の動態は脳の領域、あるいは投射もとの

神経細胞や投射先の神経細胞の種類によって異なることが知られている 76–78。

海馬苔状線維と CA3 錐体細胞間の興奮性シナプスを始めとする多くのシナプス

は、一回一回の活動電位に対するシナプス伝達効率は低いものの、連続した活動

電位に対して短期増強の性質を示すことが知られている 19。一方で、海馬歯状回

のバスケット細胞と顆粒状細胞間の抑制性シナプスなどは、一回一回の活動電

位に応じて高い効率、かつ高い時間精度でシナプス伝達を行う性質を持つこと

が知られている 15。シナプス伝達における短期増強の性質は既に考察した通り、

電位依存性カルシウムチャネルのアクティブゾーンにおける空間配置で説明す

ることができるが、活動電位に応じて高い効率、かつ高い時間精度でシナプス伝

達を行う性質もシナプス小胞の放出部位から 10 nm 程度の極めて近い位置に配
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置した電位依存性カルシウムチャネルにより説明可能であることが示されてい

る 15。そのため、脳の領域あるいは投射もとや投射先の神経細胞の種類によるシ

ナプス伝達の性質の違いは、電位依存性カルシウムチャネルの空間配置の違い

によって生み出されている可能性が示唆されてきた 16。本研究によりアクティ

ブゾーンにおける電位依存性カルシウムチャネルの空間配置を高空間分解能で

解析する方法論が確立されたことで、脳の領域あるいは投射もとや投射先の神

経細胞の種類によって実際に電位依存性カルシウムチャネルの空間配置が異な

るか否かを検証可能である。 

シナプス前終末から活動電位に応じて神経伝達物質が放出される確率は

同一軸索上のシナプス前終末でも大きく異なることが知られているが 31,79、シナ

プス間で神経伝達物質の放出確率が不均一であることの分子基盤は多く不明で

ある。電位依存性カルシウムチャネルとシナプス小胞の放出部位間の距離は神

経伝達物質の放出確率を決定する要因の１つである 68。そのため、シナプス間で

の神経伝達物質の放出確率の不均一性は、電位依存性カルシウムチャネルとシ

ナプス小胞の放出部位の距離の違いによって生み出されている可能性がある。

蛍光カルシウムプローブ等を用いて神経伝達物質の放出確率を決定したシナプ

スで、STORM 顕微鏡を用いて電位依存性カルシウムチャネルとシナプス小胞の

放出部位との距離を解析することで、電位依存性カルシウムチャネルとシナプ
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ス小胞の放出部位の距離が、神経伝達物質の放出確率のシナプス間での違いに

寄与しているか否かについて今後検証することが可能である。
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Cav2.1 Bassoon 重ねあわせ像

図1. 海馬分散培養神経細胞におけるCav2.1の分布
Cav2.1（緑）とBassoon（マゼンタ）の蛍光顕微鏡像。海馬分散培養
神経細胞を免疫染色し、従来の蛍光顕微鏡で観察した。Cav2.1の顕微
鏡像（左上）とBassoonの顕微鏡像（中央上）を重ねあわせた（右
上）。点線で囲った領域を拡大した（下段）。
スケールバーはそれぞれ10 µm（上段）と1 µm（下段）を示す。
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- 250 nm + 250 nm

図2. 3D-STORM顕微鏡を用いたCav2.1とBassoonの観察
Cav2.1（左）とBassoon（右）の蛍光顕微鏡像（上段）と3D-STORM
像（下段）。海馬分散培養神経細胞を免疫染色し、各顕微鏡にて同一
視野を観察した。3D-STORM像の色はz軸方向の位置を示す。
スケールバーは500 nmを示す。
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図3. アクティブゾーンにおけるCav2.1の空間配置
A. Cav2.1（緑）とBassoon（マゼンタ）の 蛍光顕微鏡（左上）と3D-
STORM像（右上）。Cav2.1とBassoonを免疫染色し、各顕微鏡にて同
一視野を観察した。
B. Aの右の図の点線で囲まれた領域の拡大像。
C. Cav2.1のアクティブゾーンの側面像（上）と正面像（下）。B左
図で表示したアクティブゾーンにおける3D-STORM像を回転させ、
アクティブゾーンの側面像と正面像を作製した。
D. 正面像と側面像を模式図を用いて表した。
スケールバーはそれぞれ1 µm（A）と200 nm（B, C）を示す。
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図4. Cav2.1の3D-STORM像の再現性試験
Cav2.1の3D-STORM顕微鏡測定の前半から再構築した画像(左上)、と後半
から再構築した画像(右上) 。点線で囲まれた領域を拡大した（下段）。
スケールバーはそれぞれ1 µm(上段)と200 nm(下段)を示す。
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B

図5. 異なるCav2.1 抗体を用いたアクティブゾーンにおけるCav2.1のク
ラスターの検証
A. 抗Cav2.1抗体（#152 205）を用いて標識したCav2.1の 蛍光顕微鏡像
(左)、と3D-STORM像(右)。Cav2.1（緑）とBassoon（マゼンタ）を免
疫染色し、各顕微鏡にて同一視野を観察した。
B. A右図の点線で囲まれたアクティブゾーンの拡大像（左）とアク
ティブゾーン正面像（右）。
スケールバーはそれぞれ1 µm(A)と200 nm(B)を示す。
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B

A
Cacnb4-EGFP Munc13-1 重ねあわせ像

図6. アクティブゾーンにおけるカルシウムチャネルβ4サブユニットの
空間配置
A. Cacnb4-EGFP（緑）とMunc13-1（マゼンタ）の蛍光顕微鏡像。
Cacnb4-EGFPを発現させた神経細胞を、抗GFP抗体と抗Munc13-1抗体を
用いて免疫染色した。 Cacnb4-EGFPの免疫染色像とMunc13-1の免疫染
色像を重ねあわせた(右上)。点線で囲まれた領域を拡大した(下段)。
B. Cacnb4-EGFPの蛍光顕微鏡像（左上）と3D-STORM像（左下）。
Cacnb4-EGFPを発現させた神経細胞を、抗GFP抗体（緑）と抗Munc13-1
抗体（マゼンタ）を用いて免疫染色し、各顕微鏡にて同一視野を観察
した。点線で囲まれた領域を拡大した(右)。
スケールバーはそれぞれ10 µm(A上段)、 1 µm(A下段, B左上、左下)と

200 nm(B右)を示す。
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図7. Cav2.1とCacnb4の共局在
A. Cav2.1（緑）とCacnb4-EGFP（マゼンタ）の蛍光顕微鏡像(上段) 、及
び3D-STORM像（下段)。 Cacnb4-EGFPを発現させた神経細胞について、
Cav2.1 とGFP を免疫染色し、各顕微鏡にて同一視野を観察した。
B. A内の点線で囲まれたアクティブゾーンの正面像
C. Cav2.1とCacnb4-EGFPのPCF解析。アクティブゾーンにおけるCav2.1
とCacnb4-EGFPの位置関係をPCF解析を用いて評価した。点線は
Cacnb4-EGFPがランダムに配置していると仮定した時のPCF解析結果の
95%信頼区間を表す。n = 6 アクティブゾーン
スケールバーはそれぞれ1 µm(A)、 200 nm(B) を示す。
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図8. Cav2.1の3D-STORM像のクラスタリング
Cav2.1のアクティブゾーン正面像のクラスタリング結果の代表例。階層
的クラスタリングを用いることで、Cav2.1のアクティブゾーンの正面像

を複数のクラスターに分割した。分割された異なるクラスターはそれ
ぞれ異なる色に分けて表示した。点線はBassoonの3D-STORM像から推
定したアクティブゾーンの境界線を表す。
スケールバーは200 nmを示す。
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図9. Cav2.1のクラスターの定量的解析
A. Cav2.1のクラスターの直径のヒストグラム。クラスタリングにより
分割されたクラスターの直径を定量した。中央値は60 nmであった。
B. Cav2.1のクラスターにおける最近傍クラスター間距離のヒストグラ

ム。クラスタリングにより分割されたクラスターについて、最近傍ク
ラスター間距離を定量した。中央値は95 nmであった。
C. アクティブゾーンサイズとCav2.1のクラスター数の関係。Bassoonの
3D-STORM像より推定したアクティブゾーンの面積とクラスタリング
により分割されたCav2.1のクラスターの数の関係を解析した。黒線は原
点を通る回帰直線であり、傾きは43.2、相関係数(r)は0.83であった。n = 
30アクティブゾーン。
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図10. Cav2.1のクラスターの空間配置
A. アクティブゾーンの縁に配置するCav2.1のクラスターの割合。
Bassoonの3D-STORM像より推定したアクティブゾーンの縁から50 nm
以内に配置するCav2.1のクラスターの割合を解析した（アクティブゾー

ン）。また、アクティブゾーン内にランダムに配置したクラスターを
シミュレーションを用いて作製し、アクティブゾーンの縁から50 nm以

内に配置するクラスターの割合を解析した（ランダム配置）。ランダ
ム配置のエラーバーは95%信頼区間を示す。n = 30アクティブゾーン、
207クラスター。
B. アクティブゾーンの縁の模式図。図Aでは斜線部で表したアクティ
ブゾーンの縁に存在するCav2.1のクラスターの割合を定量した。アク
ティブゾーンはBassoonの3D-STORM像より推定した。
C. Cav2.1のPCF解析。アクティブゾーンにおけるCav2.1の分子間の位置
関係をPCF解析を用いて評価した（黒線）。また、アクティブゾーン内
にランダムに配置したクラスターをシミュレーションにて生成し、PCF
解析を行った。19回のシミュレーションデータそれぞれから求めたg(r)
（マゼンタ細線）とその平均値（マゼンタ太線）を記す。n = 30アク
ティブゾーン
D. Cav2.1のクラスターとランダムに配置したクラスターの比較。
Cav2.1のPCF解析結果(gCav2.1 (r), 図C黒実線)をランダムに配置したクラ
スターのPCF解析結果（gsim (r), 図Cマゼンタ実線)で規格化した。点線
はクラスターがランダムに配置していると仮定した時の95%信頼区間を
示す。
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図11. シナプス前終末におけるCav2.1の分子数の定量
A. Alexa Fluor 647一分子の蛍光強度のヒストグラム。カバーガラス上に
散布したAlexa Fluor 647一分子の蛍光強度を蛍光顕微鏡にて測定した。
B. Alexa Fluor 647一分子の蛍光強度の時間変化。図Aで測定したAlexa 
Fluor 647一分子の蛍光強度の経時変化の代表例を示す。スケールバー
は縦軸が500 photons / sec、横軸が2秒を示す。
C. Alexa Fluor 647で標識した抗Cav2.1モノクローナル抗体（Alexa Fluor 
647 Cav2.1 mAb）一分子の蛍光強度のヒストグラム。カバーガラス上に
散布したAlexa Fluor 647 Cav2.1 mAb一分子の蛍光強度を蛍光顕微鏡に
て測定した。
D. Cav2.1の免疫染色強度のヒストグラム。神経細胞をAlexa Fluor 647 
Cav2.1 mAbにて免疫染色し、単一のシナプス前終末の蛍光強度を測定
した。
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図12. Cav2.1とMunc13-1のアクティブゾーンにおける位置関係
A. Cav2.1（緑）とMunc13-1（マゼンタ）の従来の蛍光顕微鏡像(左上) 、
及び3D-STORM像（左下)。Cav2.1とMunc13-1を免疫染色し、各顕微鏡
にて同一視野を観察した。点線で囲まれた領域を拡大した(右下)。
B. Cav2.1（緑）とMunc13-1（マゼンタ）のアクティブゾーンにおける
側面像（上段）と正面像（下段）。アクティブゾーンにおけるCav2.1と
Munc13-1の3D-STORM像を回転させ、アクティブゾーンの側面像と正
面像を作製した。左側に示したアクティブゾーンはAの点線で囲まれた
アクティブゾーンである。
スケールバーはそれぞれ1 µm(A左上下)、 200 nm(A右下, B) を示す。
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図13. アクティブゾーンにおけるCav2.1とMunc13-1の位置関係の解析
Cav2.1とMunc13-1のPCF解析。アクティブゾーンにおけるCav2.1と
Munc13-1の位置関係をPCF解析により評価した。点線はCav2.1がランダ
ムに配置していると仮定した時のPCF解析結果の95%信頼区間を表す。
n = 29 アクティブゾーン
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図14. Cav2.1のクラスターとMunc13-1のクラスターの関係の解析
A. Munc13-1とCav2.1のクラスターの数の相関解析。各々のアクティブ
ゾーンにおけるMunc13-1のクラスター数とCav2.1のクラスター数の関
係を解析した。点の濃さはアクティブゾーン数を表す。原点を通る回
帰直線を求めた（点線, 傾き = 0.95, r = 0.71, n = 29アクティブゾーン）。
B. Cav2.1のクラスターから最近傍のMunc13-1のクラスターまでの距離
の中央値。アクティブゾーンに配置するCav2.1のクラスターそれぞれに
ついて、最近傍のMunc13-1のクラスターまでの距離を解析し、その中
央値を示した（アクティブゾーン）。また、 Cav2.1のクラスターがア

クティブゾーン内にランダムに配置していると仮定した時の、最近傍
のMunc13-1のクラスターまでの距離を、シミュレーションを用いて解

析し、その中央値を示した（ランダム配置）。ランダム配置のエラー
バーは95%信頼区間を表す。n = 133 クラスター。
C. Cav2.1のクラスターから最近傍のMunc13-1のクラスターまでの距離
の累積度数分布。Cav2.1のクラスターから最近傍のMunc13-1のクラス

ターまでの距離を累積度数分布で表示した（マゼンタ）。黒実線と灰
色の領域はそれぞれ、Cav2.1のクラスターがランダムに配置していると
仮定した時の累積度数分布の中央値と95%信頼区間を示す。
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シナプス小胞の放出部位

電位依存性カルシウムチャネル

シナプス小胞

図15. 電位依存性カルシウムチャネルの空間配置の模式図

本研究で明らかとなった電位依存性カルシウムチャネルの空間配置。
電位依存性カルシウムチャネルはアクティブゾーンにおいてクラス
ターを形成しており、クラスターは同士は重ならずに規則的に配置し
ている。また、電位依存性カルシウムチャネルのクラスターはシナプ
ス小胞の放出部位の近傍に配置している。

アクティブゾーン
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