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開口分泌機構におけるシナップス蛋白と電位依存性

カルシウムチャネル機能的複合体の解析
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抄韓 :神経伝達物質の開口分泌機構解明を目的に,ラット海馬セロトニン (5-HT)

遊離に対する電位依存性カルシウムチャネル (VSCC),蛋白リン酸化酵素 (PK).

シナップス蛋白 (SNARE)の相互作用をmicrodialysisを用いて検討した.5-HT基

礎遊離はN型VSCC ･PKC ･syntaxin,P型VSCC ･PKA ･synaptobrevin各
阻害薬により濃度依存性に抑制された.Ca2-刺激性遊離はN型VSCC ･PKC ･

syntaxin阻害薬により濃度依存性に抑制されたが.P型VSCC ･PEA ･synapto-

brevin阻害薬は効果がなかった.K~刺激性遊離はN型VSCC ･PKC ･syntaxin

及びP型vSCC ･PKA ･synaptobrevin阻害薬により抑制された.相互作用を検

討した結果,基礎遊離はN型VSCC/PKC/SyntaxinとP型VSCC/PKA/Synapto-

brevinの機能的複合体により規定されていたが,N型vSCC/PKC/Syntaxinが優位

であった.Ca2-刺激性遊離はN型VSCC/PKC/Syntaxinにより規定されP型VSCC/

PK〟synaptobrevin非感受性であった.K十刺激性遊離はN型VSCC/PKC/Syntaxin

とp型VSCC/PKA/Synaptobrevinの機能的複合体により規定されていたが,その

感受性はP型 VSCC/PK〟synaptobrevinが有意に高かった.以上の結果は,PKC

活性克進を介したN型VSCCとsyntaxinの相互作用と,PKAを介したP型VSCC

とsynaptobrevinの相互作用により5HT遊離が規定されていることを示している.
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は じ め に

神経伝達物質遊離の主体は開口分泌と考えられて

きたが,この開口分泌機序は1993年にSollneT･等

によって提唱された,N-ethylmaleimide-sensitive

factor(NSF)attachmentprotein(SNAP)re-

ceptor(SNARE)仮説によって具体的な硯象とし

て認識されるに至った.このSNARE仮説の中核

は,"シナプス小胞に位置するSNARE (VSNARE)

と神経細胞形質膜に位置するSNARE (tsNARE)

による複合体が複雑な形成一分離を営み,この過程

が小胞膜と形質陵の結合 ･融合を誘導し開口分泌

を発動する■'と言うものであった (Sollneretal.23J,
1993).一方,SNARE仮説以前から,電位依存性

カルシウムチャネル (VSCC)を介した細胞外カル

シウムの細胞内への流入が開口分泌機構発現の ト

リガーとして重要な機能を担うことは電気生理学

的に証明されていた (TakahashiandMomiyama26■,

1993;Wheeleretal.29),1994).SudhDf25,(1995)は

これらの実験事実を詳細に検討し,SNARE仮説を

再構築した.神経細胞の興奮 (活動電位)がシナ

ップス前終末部に到達し,終末部の電位変化を感
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Table1 Summaryofchemicalagentsandtheiractionsites
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(abCbhree霊 とn, Agents Maintargetsiteandaction si?etshae三三aarcgtT.n Reference

吉Z12t.acghei:enneSlistive (vsccs)

W-conotoxinGⅥA (GVIA' TIIEEy=elY.scncMミnhibition
(26)

W-agatoxinIVA (IVA) Fii:=elV.SnCMC,inhibition TI-EE.p,e5Y.scncM吾nhibition (26)

Proteinkinases(PKs)

H-89

Chelerythrine (CHR)

f3h_oarcbeotlatle2-myristate (PMA)

Forskolin

PKAinhibition

(Ki=0.048〟M)

PKCinhibition

(IC50=0.66〟M)

PKCactivation
(nMorders)

Adenylatecyclaseactivation
(EC50=4〟M)

PKCinhibition

(Ki=31.7〟M)

PKAinhibition
(IC50=170JJM)

Ca2+-ATPaseactivation (13),(9)

SNAREs

BotulinumtoxintypeA (BoNT/A)SNAP-25inhibition

BotulinumtoxintypeB (BoNT侶)Synaptobrevininhibition

BotulinumtoxintypeC (BoNT/C)Syntaxininhibition

2

2

2

1

1

1

/l

(

(

受した電位依存性カルシウムチャネル (VSCC)が

開口し,終末部活性帯への細胞外カルシウムの流入

が トリガーとなり,各種酵素の活性完進がSNARE

蛋白の複合体形成分離を発動するとした (Sudhof-25),
1995).

このSNARE仮説は多くの研究者によって検証

され,inuitT･0環境下のSNARE蛋白の複合体形

成一分離が証明され,VSCCとSNARE蛋白の相

互作用は電気生理学的な実験により,グルタミン

醍 (Glu)系神経伝達物質遊離によって証明された

(PieT･CeandKaliuas18-,1997;Yokoyamaetal.30-,

1997).しかし,精神疾患の病態に深く関与するモ

ノアミン (MA)の遊離機構におけるSNARE仮説

の検証は末だ充分ではない.著者らは既に,MA

遊離は,遊離刺激 トリガーの違いによって特異的

に発現するVSCC-subtypeに対する特異的感受性

を有する複数の遊離機構で構成されていることを

明らかにしている (Okadaetal.15',1998).この実

験事実は,VSCCとSNAREの機能的複合体特性

の可能性を示すものであり,本研究では,ラット

海馬セロトニン (5-HT)遊離に対するVSCC,

SNAREそしてこれら蛋白をリン酸化する蛋白リン

酸化酵素 (pK)の機能的複合体の存在の可能性及

び特異性の検証を試みた.

対 象 と 方 法

マイクロダイアリーシス

1.5%ハロセン吸入麻酔下の体重250-300gの

雄性Wistar系ラット (クレア)の海馬 (Aニー5.8

mm,L-4.8mm,Ⅴ=-4.0mmrelativetobreg-

ma)にボツリヌス毒素 (BoNT)を潜解した0.3

〟Jの修正リンゲル液 (MRS)を微量注入した後に

(Capognaetal.2J,1997;PieT･CeandKaliuas18J,

1997),透析プローブ (0.22mm diameter;3

mm exposedmembrane;エイコム)を挿入した

(Okadaetal.16,,1999a).プローブ挿入18時間後

に,流速 1ill/minでMRS [145Na-,2.7K-,1.2

Ca2~,1.OMg2-,154.4CL (inmM)2mM リン酸



精神薬療研究年報 第33集 2001年3月

a1F-g

〇

一ヽ
】

0

5

'一

-

I

(
r
o

u
J)
s
p

3̂T
u!u
O
)
OJaS
J[tqn[T33
t!J[-X叫

Kl-evokedrelease

- -.二1

Basal evCoaE&

K一一eyokedreleas

Ca2--evokedreleals

BasalreleaseCa2--evokedstJmu1ation K+-evokedstlmulatio

30

160 0 60 120 0 60 120 0 60 120

Fig.1 Criteriaforthelevelsofbasal,Ca2--andK十一evokedhippocampalserotoninreleases

la:Atleast6hafterstartingtheperfusionwithMRS,theserotoninlevelinhippocampalper-

fusatewasmeasured,A氏erconfirmlngthestabilisationofextracellularserotoninlevel,theserotonin

levelwasmeasuredfor120minascontroldata(basalrelease).Afterdeterminationofbasalrelease,

perfusionmediumwasswitchedto3.4mMCa2-includingMRSfor20min(Ca2㌧evokedstimulation)

or50mMK-includingMRSfわr20min(K∴evokedstimulation).
1b:ThevalueoflevelsofCa2--andK十一evokedserotoninreleasewasdefinedasthelevelofbasal

extracellularserotoninlevelsubtractedfromthemaximalextracellularserotoninlevelduringCap+-

andK◆-evokedevokedstimulation,respectively.

壕衝液と1.1mM Tris緩衝液で pH 7.40に調整]
潅流を開始した (Okadaetal.L5},1998b).10分間

隔で MRSを回収 LECD-HPLCを用いて MRS内

の 5-HT濃度を測定 した.測定値の安定化確認後,

5-HT基礎遊離量を測定し,続いて,3,4InM Ca2一含

有修正リンゲル液 (HCMRS)或いは50mM K.含

有修正リンゲル液 (HKMRS)を20分間港流 し,

Ca2~刺激性遊離,K-刺激性遊離を測定した (Okada

etal.14.,1998a).

ECD･HPLC

5-HT濃度測定には,ポンプ (EP -300,エイコム),

graphitecarbon電極を装着 した電気化学検出器

(ECD-300,エイコム)を用いた.分析カラムは,

関東化学から提供されたmightysilRP-18(parti-

clesize5jim)を化学修飾し,マシス ･弘前で600

kg/cm2以上の高圧充填 したカラム (100mm X1.5

mm internaldiameter)を装着 した.移動層の組

成は.200/oメタノール,900mg/lオクタスルフォ

ン酸ナ トリウム,50mg/JEDTAを含有 した0.1M

リン酸緩衝液 (pH5.9)とし,25℃,流速 200JJl/

min,過電圧 450mVに設定した (Okadaetal.17',

1999b).

薬物投与

本研究で用いた,VSCC,PK,SNAREの各種阻

害薬をTablelにまとめた.N型VSCC阻害薬,W-

conotoxinGVIA (GVIA:ペプチ ド研究所,大阪),

P型vSCC阻害薬,O-agatoxinIVA (ⅠVA :ペプ

チ ド研究所),PKA阻害薬,H-89(Calbiochem,

San Diego,USA),PKC作動薬,phorbol12lmyriS-

tate13-acetate(PMA :ナカライテスク,大阪),

PKC阻害薬,chelerythrine(CHR :Calbiochem),

adenylatecyclase作動薬,forskolin (ナカライテ

スク),SNAP-25阻害薬,A型 BoNT (BoNT/A:

Calbiochem),synaptobrevin阻害薬,BoNT/B

(Calbiochem)andsyntaxin阻害薬,BoNT/C

(Calbiochem)を用いた.

各種薬剤の投与方法は,BoNTは分子量 10,000

以上であ り透析膜通過率が著 しく低いため,プロ
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Fig.2 EffectsofVSCCinhibitors,PKinhibitors,PKactivatorsandBoNTsonhippocampalbasalserotonin
release

TheeffectsofinhibitorsofVSCC,PK,activatorsofPKandBoNTsonthehippocampalbasal

(openedcolumns)andCa2㌧evoked(closedcolumns)5-HTreleasesareshowninFig.2a.Theef-

fectsofinhibitorsofVSCC,PK,activatorsofPKandBoNTsonthehippocampalbasal(opened

columns)andKr-evoked(closedcolumns)5-HTreleasesareshowninFig.2b.Theordinatesindi-
catethemean±SD (N-6)oflevelsof5-HTrelease(fmol).Themeanvaluesobtainedtreatment

withinhibitorsofVSCC,PK,activatorsofPKandBoNTsandwithout(control)werecomparedby

one-wayANOVAandTukey'smultiplecomparisontest(*:P<0.05;**:P<0.01).

-ブ挿入前に 0或いは0.3ngBoNTs含有 0.3〟l

MRSを微量注入 した.5-HT基礎遊離量安定化確

認後,VSCC或いはPK阻害薬を潜解 したMRSを

潅流投与 し,測定値の安定化確認後,20分間Ca2十

刺激或いはK･刺激を施行 した (Okadaetal.14,15-,

1998a,1998b).

結 果

各フラクシ ョンの 5-HT含有量 は 3.6± 0.4

fmol/10〟lであった.基礎実験では,Na.チャネ

ル阻害薬 1〟M tetrodotoxin (TTX)含有 MRS,

Ca2-1freeMRSは 細胞外 5-HT濃度を0.7fmol/10

〟l以下に減少させ,20分間K十刺激は 13.7±1.6

fmol/10〟l増加 した (Fig.3A).即ち,Westerink

等が提唱したmicrodialysisにより回収された神経伝

達物質遊離としての基準 (WesteTinketal.28-,1989)

を満たし,本研究で測定 した細胞外 5-HT濃度は

神経活動由来の基礎遊離と考えられた.また20分

間Ca2一刺激は5-HT遊離 3.0±0.5fmol/10〟l糟

加 した.基礎遊離,Ca2一刺激性遊離,K-刺激性遊

離の測定基準をFig.1に示す.

5-HT遊離に対するVSCC,PK,SNAREの効果

VSCC阻害薬 (1〟M GVIA,ⅠVA),PK阻害薬

(1〟M H189,CHR),PK作動薬 (10〟M forskolin,

PMA),SNARE阻害薬 (0.3ngBoNT仏,B,C)

の 51HT基礎遊離,Ca2-刺激性遊離,K-刺激性遊

離に対する効果をFig.2に示す.基礎遊離をpK作

動薬 (forskolin,PMA)は有意に増加 し,逆に

VSCC,PK,SNARE阻害薬全てが基礎遊離を阻

害した.一方.Ca2-刺激性遊離はGVIA,BoNT/C

に有意に抑制され,PMAは有意に完進 したが,他

の薬剤は効果がなかった.K~刺激性遊離は,VSCC,

PK,SNARE阻害薬により有意に抑制され,PK作

動薬により有意に増加 した.

PK作動薬誘発性 5･HT遊離増加に対するVSCC,

SNARE阻害薬の効果

PKA作動薬 forskolin (10FLM)誘発性 5-HT

基礎遊離,K+刺激性遊離増加 に対す る VSCC,

SNARE阻害薬の効果をFig.3に,PKC作動薬

PMA (10〟M)誘発性 5-HT基礎遊離,Ca2→刺激
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Fig.3 EffectsofVSCCinhibitorsandBoNTsonfbrskolininduced5-HTrelease.

TheeffectsofVSCCinhibitorsandBoNTsonthe10FLMforskolininducedelevationofbasaland

K◆-evoked5-HTreleaseareshowninFigs.3aand3b,respectively.Theordinatesindicatethe

mean ±SD (N-6)oflevelsof51HTrelease(血101).InordertostudytheeffectsofVSCCinhibitors

on10FLM fbrskolininducedelevationof5-HTrelease,afterthemicroinfusionof0.3FLIMRS,the

perfusionmediumwasswitchedfromMRScontainingwithout(control)orwith VSCCinhibitors

(openedcolumns)tothesameMRScontainingforskolin(closedcolumns)for120min.Inorderto

studytheeffectsofBoNTsonforskolininducedelevationofserotoninlevel,afterthemicroinfusion

withoutorwith BoNTs,theperfusionmediumwasswitchedfromMRS(openedcolumns)tothe

sameMRScontaining10FLM fbrskolin (closedcolumns)fTor120min.Themeanvaluesobtained

control(notreatmentwithVSCCinhibitororBoNTs)andtreatmentwitheachagentwerecom-

paredusingone-wayANOVAandTukey'smultiplecomparisontest(*:P<0.05;**:P<0.01).

性遊離,K◆刺激性遊離増加に対するVSCC,SNARE

阻害薬の効果をFig.4に示した.

Forskolin誘発性 5-HT基礎遊離をⅠVA,BoNT/

Bは有意に抑制したが,GVIA,BoNT/Cは効果が

なかった.Forskolin誘発性 K･刺激性 5-HT遊離

増加 も同様に,ⅠVA,BoNT/Bは有意に抑制し,

GVIA,BoNT/Cは効果がなかった.PMA誘発性

5-HT基礎遊離増加はGVIA,BoNT/Cにより有意

に抑制され,ⅠVA,BoNT個 には影響を受けなかっ

た.PMA誘発性 Ca2･射J敵性及びK･刺激性 5lHT

遊離増加も同様にGVIA,BoNT/Cにより有意に抑

制され,IVA,BoNT個 には影響を受けなかった.

5-HT遊離に対するVSCC,SNARE阻害薬の相

互作用

5-HT基礎遊離,Ca2-刺激性遊離,K+刺激性遊

離に対する,VSCC阻害薬とSNARE阻害薬の相

互作用をFig.5に示した.

BoNT/Bによるsynaptobrevin機能抑制環境下

では,GVIAは基礎遊離,Ca2-刺激性遊離,K十刺

激性遊離を抑制したが,ⅠVAはこれら3種遊離に

効果がなかった.BoNT/Cによるsyntaxin機能抑

制環境下では,ⅠVAは基礎遊離,Ca2-刺激性遊離,

K.刺激性遊離を抑制したが,GVIAはこれら3種

遊離に効果がなかった.

考 察

ラット海馬5lHT開口分泌における機能的複合体

ラット海馬 5-HT遊離は,それぞれ遊離刺激条

件に対 して特異的に発現する開口分泌機構を介し

た基礎遊離,Ca2→刺激性遊離,K-刺激性遊離で構

成されていることを本研究結果は示している.Ca21

刺激性遊離はN型VSCC,PKC,syntaxinによっ

て規定される特異的な遊離形式であった.K+刺激

性遊離はP型 VSCC,PEA,synaptobrevinによ

って優位に規定され,これらと比較 して軽度では

あるが,N型 VSCC,PKC,syntaxinによっても
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Fig.4 EffectsofVSCCinhibitorsandBoNTsonPMAinducedactivationof51HTrelease
TheeffbctsofVSCCinhibitorsandBoNTsonthe10iLM forskolininducedelevationofbasal,
Ca2--andK--evoked5-HTreleaseinFigs.4a,4band4C,respectively.Theordinatesindicatethe
mean±SD (N -6)oflevelsof5-HTrelease(fmol).InordertostudytheeffbctsofVSCCin-
hibitorson10iLMPMAinducedelevationof5-HTrelease,theperfusionmediumwasswitchedfrom

MRScontainingwithout(control)orwithVSCCinhibitors(openedcolumns)tothesameMRS
containingPMA (closedcolumns)fTor120min.InordertostudytheeffectsofBoNTsonPMAin-
ducedelevationof5-HTrelease,afterthemicroinfusionwithoutorwithBoNTs,theperfusionmedi-

umwasswitchedfromMRS(openedcolumns)tothesameMRScontaining10/JM PMA (closed
columns)for120min.Themeanvaluesobtainedcontrol(notreatmentwithVSCCinhibitoror

BoNTs)andtreatmentwitheachagentwerecomparedusingone-wayANOVAandTukey'smultiple
comparisontest(*:P<0.05;**:P<0.01).
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Fig.5 InteractionbetweenVSCCinhibitorsandBoNTsonbasal,Ca2~-andK寸IeVOkedserotoninrelease

TheinteractionbetweenVSCCinhibitorsandBoNTsonthebasal,Ca'2--andK一一evokedserotonin

releaseisshowninFigs.5a,5band5C,respectively.Theordinatesindicatethemean±SD (N-6)
oflevelof5-HTrelease(fmol).Afterthemicroinfusionwithorwithout0.3ngBoNT/ちandBoNT/C,
theperfusionmediumwasswitchedfromMRScontainingwithout(control)orwith1FLMGVIAor
lFLM IVA.Aftertheconfirmationofstabilizationofbasalrelease,theperfusionmediumwas
switchedfromthesameMRStoHCMRSorHKMRScontainingthesameagentsfor20min.The
meanvaluesobtainedcontrol(notreatmentwithVSCCinhibitororBoNTs)andtreatmentwith

eachagentwerecomparedusingone-wayANOVAandTukey'smultiplecomparisontest.
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規定されていた.基礎遊離は逆にN型VSCC,

PKC,syntaxinによって優位に規定され､これら

と比較 して軽度ではあるが.P型VSCC,PKA,

synaptobrevinによっても規定されていた.以上の

結果から,少なくとも5-HT遊離にはN型VSCC･

PKC･syntaxinとP型VSCC･PKA･synapto-

brevinの 2種類の機能的複合体が存在している可

能性が示唆される.PKC作動薬 PMAは基礎遊離,

Ca2.刺激性遊離,K十刺激性遊離全てを増加できる

のに対して,adenylatecyclase活性を克進LPEA

活性を克進するforskolinは基礎遊離,K･刺激性遊

離を増加できたが,Ca2･刺激性遊離には効果がな

かった.このPKC活性克進による基礎遊離,Ca2~

刺激性遊離,K~刺激性遊離増加は,GVIA と

BoNT/Cで有意に抑制できたのに対して,ⅠVAと

BoNT/Bは効果が無かった.逆にPKA活性克進に

よる基礎遊離,K-刺激性遊離増加は GVIA と

BoNT/Cは効果がなかったのに対 して,ⅠVA,

BoNT/Bは有意に抑制した.さらに,syntaxin機

能抑制ではGVIAの抑制作用,synaptobrevin機

能抑制によるⅠVAの抑制作用が発現し得なかった.

以上の結果は,N型VSCC/PKC/Syntaxinとp型

VSCC/PK〟synaptobrevinが密接に関連した,機

能的複合体が存在することを示す.

N型VSCC関連性開口分泌機構
電気生理学的検討から,P型VSCCが神経伝達

に対して主要機能を有し,N型VSCCは補助的な

機能を担っているに過 ぎないと考えられてきた

(TakahashiandMoTniyaTna26-,1993;Luebkeet

al.101,1993;Wheeleretal.29',1994).しかし,本

研究結果では,少なくとも5-HT基礎遊離ではP

型VSCCよりもN型VSCCが主要機構として機

能していた.

1997年にSheng等はSNARE仮説をさらに発

展させ,N型VSCCはCa2-流入を担うトリガーと

してだけではなく,SNARE蛋白複合体形成一分離

にも参加し,開口分泌の主体的蛋白である可能性

を示唆し,その詳細を堅塁aPticp王Otein皇旦±erac-

tion(synprint)仮説としてまとめ上げた (Sheng

etal.22･,1997).N型VSCCは,syntaxirJSNAP-25

の 2量体蛋白あるいはsyntaxinノSNAP-25/synap-

tobrevinの3量体と神経伝達物質遊離 トリガーと

同等の 10-30〟M で最大となる2相性 Ca2-濃

度依存性結合する (Shengetal.211,1996;Kinand

Catterall7,,1997).一万,各SNARE蛋白とN型

VSCCの結合は,syntaxinとSNAP-25とは2量

体と類似したCa2→依存性に結合を示し,synapto-

tagminとは Ca2-非依存性に結合 (Kilnetal.,

1997;Shengetal.22■,1996),synaptobrevinとは

結合しない (Shengetal.22■,1996).特にこのN型
VSCCとsyntaxinの結合はPKC活性によって規

定されるが PKAは関与 し得ない (Yokoyamaet

al.30',1997;Turneretal.27■,1999).さらに,syn-

taxinとsynaptotagminもCa2-濃度依存性に結合

するが,これは100〟M tolmM の高濃度で結合

能が最高となる (Chapmanetal.3-,1995;Lief

α7.8-,1995).即ち,本研究結果で示した,基礎遊離

の一部とCa2-依存性遊離は,N型 VSCCを介して

流入したCa2-濃度増加が,N型VSCC近傍の活性

帯内に存在するsyntaxin/SNAP-25/synapto-

berevin複合体とN型VSCC結合を誘発し,形質

膜と小胞の接近を図り,これによりsynaptotag-

minとN型VSCCが Ca21濃度非依存性に結合可

能な状態となる.さらに活性帯内のCa2-濃度が増

加すると,syntaxinノSNAP-25/synaptoberevin複

合体とN型VSCCの結合が解け,N型VSCCか

ら解離したsyntaxinが逆にsynaptotagminと結

合 し,小包膜と形質膜の接着が生 じ,続いて融

合 ･開口分泌-進展する.以上の一連の機構によ

り開口分泌されるものと推測される.

P型VSCC関連性開口分泌機構
P型VSCCのsynprintsiteはrbAとBIの2種類

の存在が明らかとなっている (Starretal.241,1991;

Morietal.Lll,1991).これらrbAとBIのSNARE

蛋白との結合はN型VSCCとは異なるCa2-濃度

依存性を示す (KinandCatterall7･,1997).BIは

syntaxin,SNAP-25,synaptotagminとCa2-非依

存的に結合する.rbAはsynaptotagminとCa2-追

度依存的に,SNAP-25とは濃度非依存的に結合する

が,syntaxin とは結合しない (KL'TnandCatterall71,

1997).また,synaptobrevinはsynaptotagmin

とは結合しないが (Schiauoetal.19,,1997),P型

VSCCとの結合は明らかではない.我々のmicro-

dialysisを用いた実験からも,ラット線条体のK-
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刺激性遊離はN型VSCCではなくP型VSCCに

よって規定されていた (Okadaetal.14),1998a).シ

ナプトゾ-ムを用いた実験では,sylaptObrevin機

能抑制はK･刺激性 dopamine遊離を抑制するが,

Ca21ionophoreionomycin誘発性dopamine遊離

には影響がなかった (Fassioetal.5',1999).これら

の実験事実から,脱分極誘発性 5-HT遊離は少な

くともVSCCとは異なる遊離 トリガーが存在する

可能性が示唆され,これは脱分極によるシナップ

ス前膜のリン酸化を含めたラジカル化が関与して

いるかもしれない (Shengetal.,1998;Turner

etal.27･,1999).

結 論

ラット海馬 5-HT遊離は遊離刺激 トリガーによ

り少なくとも基礎遊離,Ca2+刺激性遊離,K-刺激

性遊離の3種に分類される.しかも,この遊離機

構はN型VSCC/PKC/Syntaxinとp型VSCC/

PK〟synaptobrevinの2遊離機構機能的複合体が

主要機構として関与していた.Ca2-刺激性遊離は,

N型 VSCC/PKC/Syntaxinが構成 し,P型

VSCC/PKA/Synaptobrevinは関与し得なかった.

Kー刺激性遊離はN型VSCC/PKC/SyntaxinとP型

VSCC/PKA/Synaptobrevinが関与していたが,P

型 VSCC/PKA/Synaptobrevinが主要機構であっ

た.基礎遊離も同様に,N型VSCC/PKC/SyltaXin

とP型VSCC/PK〟synaptobrevinが関与していた

が,N型VSCC/PKC/Syntaxinが主要機構であっ

た.
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ABSTRACT

Two functional complexes for exocytosis of hippocampal serotonin

Motohiro Okada*, Sunao Kaneko*, Takuya Murakami*, Gang Zhu*, Akihisa Kamata*, Yuko Kawata*

*Department of Neuropsychiatry, School of Medicine, Hirosaki University, 5 Zaifu-cho, Hirosaki 036­
5862, Japan.

In order to clarifY the mechanisms of neurotransmitter exocytosis, this study investigated the func­
tional interactions among voltage-sensitive Ca2

+ channels (VSCCs), protein kinases (PKs) and
synaptic proteins (SNAREs) on hippocampal serotonin (5-HT) release using in vivo microdialysis in
freely moving rat. Basal 5-HT release was regulated by two functional complexes, N-type VSCC (N­
VSCC)/PKC/syntaxin (major pathway) and P-type VSCC (P-VSCC)/PKAIsynaptobrevin (minor
pathway). The K' -evoked 5-HT release was regulated by N-VSCC/PKC/syntaxin (minor pathway)
and P-VSCC/PKAIsynaptobrevin (major pathway). However, the Ca2~-evoked 5-HT release was regu­
lated by N-VSCC/PKC/syntaxin, but was not affected by P-VSCC/PKAIsynaptobrevin. These results
suggest that the hippocampal 5-HT release is composed of multiple formations which are regulated by
both functional complexes, N-VSCC/PKC/syntaxin and P-VSCC/PKAIsynaptobrevin.
(Ann. Rep. Welfide Medicinal Res. Found. 2001,33: 28"'" 37)


