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研究成果の概要（和文）： 

２光子励起顕微鏡法を用いて、ケイジドグルタミン酸の２光子アンケイジングを行うことに

より、大脳のスパインにできるシナプスが学習刺激に伴って速く運動すること、その運動の

アクチン基盤、また、スパインが長期間に渉って形態痕跡を留めるメカニズムを明らかにし

た。更に、ケイジドグルタミン酸と共用可能なケイジド GABA 試薬の開発に成功した。また、

分泌現象を可視化する新たな原理を確立し、その分子基盤を可視化することに成功した。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

Using two-photon microscope and uncaging of caged-glutamate compounds, we have 

revealed that rapid motilities of dendritic spines underlie plasticity of excitatory synaptic 

transmission in the cerebral cortex. We have visualized how actin reorganization underlies 

the motilities, and how spine sizes can be maintained over days even though the synapses 

are living small structures, and cannot avoid the natural fluctuations. We have developed a 

new caged-GABA compound, which can be used simultaneously with caged-glutamate 

compound. A new principle for visualization of exocytosis with two-photon microscope has 

been established, and applied to analyze conformational changes of responsible molecules. 
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１．研究開始当初の背景 

 

２光子励起断層顕微鏡法は近赤外のフェム

ト秒レーザーを光源として用い、他の顕微鏡

法では観察できないインタクトな組織内部

の分子細胞機構の観察を可能とする。更に、

我々はこの顕微鏡法の新しい応用を開拓し

た。まず、２光子励起をケイジドグルタミン

酸に適用し、大脳皮質錐体細胞の樹状突起の

単一スパイン（シナプス後部構造）を刺激す

る 方 法 を 確 立 し （ Nature Neurosci. 4 

(2001)1086）、スパインの形態と機能に強い

相関があることを解明した。加えて、この２

光子励起グルタミン酸法によって、単一スパ

インレベルで可塑性を誘発することに成功

し、シナプス可塑性の基盤に早期から形態変

化が伴うこと、及び、長期可塑性はスパイン

の初期形態に依存することを見出している。

このシナプスの形態・安定性・機能の連関は

大脳の記憶の分子細胞的実態と考えられる

(Trends Neuorsci. 26(2003)360)。この仮説

を検証するために、シナプスの形態・安定

性・機能連関の定量的解明を進める（目的 1

－3）。更に、この形態可塑性や２光子励起グ

ルタミン酸法を利用したシナプスレベルの

脳機能解析法を開拓する（目的 4）。一方、開

口放出はシナプス前終末のみならず内分泌

細胞、血液細胞の主要な機能でありシナプス

後部でも重要な役割を果たすと考えられて

いるが、観察技術の不足のために分子機構の

解明が遅れている。我々は、２光子励起法の

同時多重染色性を生かした開口放出の新し

い網羅的解析法を分泌細胞において確立し

た（Science 297(2002) 1349; Nature Cell 

Biol. 3(2001)253）。本研究ではこれを発展

させ、代表的な分泌細胞の開口放出機構の解

明を更に進め（目的 5）、これに基づきシナプ

スでの開口放出の直接的測定法を開発し、シ

ナプス機能の統合的理解を進める。 

 

 

２．研究の目的 

 

以下のことを目的とした。 

(1) 海馬錐体細胞の単一スパインの形態可

塑性分子基盤の解明 

(2) 大脳皮質の錐体細胞での単一シナプス

の可塑性法則の解明 

(3) 大脳皮質の単一シナプスの安定性の解

明 

(4) 新規光刺激法の開発 

(5) 分泌細胞における開口放出の分子細胞

機構の解明 

 

 

３．研究の方法 

 
２光子励起顕微鏡を用いて、ネズミの脳標本
や分泌標本を蛍光観察し、また、ケイジドグ
ルタミン酸に代表される光刺激法を駆使し
て、単一シナプスレベルの大脳神経回路の性
質を調べる。 
 
 
４．研究成果 
 
研究目的に沿い以下のような研究成果を発
表した。 

 

(1) スパインの形態・運動におけるアクチン

繊維基盤 

我々は、大脳の興奮性シナプスができるスパ

インは、その頭部形態とグルタミン感受性が

比例すること(Nature Neurosci. 

4(2001)1086)、また、学習のシナプスレベル

の過程と考えられている長期増強に際して

は、スパインのグルタミン酸の感受性が増大

し、同時に頭部が増大することを見出した

(論文 29)。こうして、スパインの形態多型

性とシナプスの可塑性が整合的に説明され

るようになった。この形態変化の分子基盤を

明らかにするために、スパインの細胞骨格で

あるアクチン繊維の構築を光標識可能な

GFP プローブ(PAGFP)で明らかにした。静的

な状態では、動的なプールが頭部全体にあり、

これが一分間に一回転することで、常に力を

出しており、頭部の丸い形や大きさが維持さ

れる。頭部の大きさは、このアクチン重合能

によって動的に決まっており、シナプス結合

の強さは、この力によって確保されているら

しい。頭部の基底部には安定なアクチン繊維

がある。このプールの大きさはスパイン頭部

体積の二乗に比例し、頭部の安定性が増す基

盤となっていると考えられる。更に、頭部増

大の際には、新たな安定なアクチン繊維が生

成され、この繊維により頭部は増大する。記

憶獲得に必須である、カルモジュリンキナー
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ゼ II はこの繊維をクロスリンクし、安定化

する働きがあり、これにより、この繊維は頭

部内に留まり、記憶の安定化に関与する。即

ち、スパインシナプスとは、極めて力学的な

シナプスであり、その運動と機能が結びつい

た特殊なシナプスであることがわかった。

（文献 12） 

 

(2)蛋白質合成依存的なスパイン頭部増大 

長期記憶の獲得には、蛋白質合成が必要であ

ることが知られており、その分子細胞機構の

解明がこの分野の焦点となっている。予想に

反して、我々の見出した形態変化は蛋白質合

成に依存性がなかった。ところが、スパイン

の刺激とその錐体細胞の活動電位を同期さ

せる同期発火 刺激を与えたところ、特に漸

増的な頭部増大が誘発され、それが蛋白質合

成に強く依存することを見出しました。更に、

同期発火刺激は脳由来神経成長因子 （BDNF）

分泌の適刺激であり、これにより頭部増大が

蛋白合成依存的に変わることを見出した。こ

の研究は蛋白質合成に依存する固有のシナ

プスの形態 変化が存在することを示したも

ので、スパインは長期記憶の蓄積部位として

適格であることを示します。同期発火とは、

神経回路が能率よく情報を処理している と

きに起きる現象です。今後、同期発火、栄養

因子の分泌、スパインの構造変化などの関係

についてより詳細な解明が進むと、脳機能や

心の理解が進むことが期待される。 （文献

10） 

 

(3)大脳スパインシナプス長期動態の原理 

大脳のシナプスは学習や経験により機能や

大きさを変える。スライス培養条件でスパイ

ンの形態変化を統計的に解析して、スパイン

動態の全体像を理解することを可能にする

研究を進めた。今回、我々は学習刺激がなく

てもシナプスは長期的には揺らぎを示すこ

とを見出した。この揺らぎの発見により、大

脳シナプスの統計的な性質の理解が初めて

可能となり、この揺らぎは我々の記憶の持続

や忘却、適応性や創造力など多くの精神現象

と関係することが示唆された。（文献 9） 

 

 

 

(4)２光子励起可能なケイジドＧＡＢＡ試薬

の開発 

我々は 2001 年に２光子励起可能なケイジド

グルタミン酸試薬の合成に成功し、これによ

り単一グルタミン酸作動性シナプスを刺激

することが可能となり、その利用が広まり、

多くの知見が明らかになった。一方、我々は

抑制性の伝達物質の２光子励起にも同時に

挑戦していたが、長らくこれには成功しなか

った。これは、GABAの誘導体を合成すると

GABA受容体の阻害剤になりやすいためであ

った。この為、様々の誘導体を試行錯誤で試

み、calboxy-di-nitroindolinyl-GABAが阻害

作用が比較的尐なく、水溶性が高く、２光子

吸収を示すことを見出した。これを用いて、

錐体細胞の GABA受容体の機能地図を調べる

と、グルタミン酸受容体とは異なり、ほとん

ど単一スパインへの局在は見られず、細胞体

や近位の樹状突起に主として広がって分布

していることが明らかになった。これは、概

略予想されていたことであったが、機能分布

として捉えられたのは始めてであった。また、

錐体細胞の軸索においてもその機能発現が

あった。これは、抑制性の chandelier 細胞

が軸索に投射することに対応する（文献 4）。 

 この GABA 受容体の機能を明らかにするに

は、グルタミン酸と同時に使用可能で、興奮

と抑制の統合を見る必要がある。この目的で、

我々は更に長波長で２光子励起可能な GABA

試薬の開発にも取り組んでいた。この結果、

N-decarboxymethyl-aminocoumarin 

(N-DCAC)-GABAを合成し、これが使用可能で

あることを見出した。この目的を達する為に

は、もう一つの困難を克服する必要があった。

それは、グルタミン酸誘導体ですら、GABA受

容体阻害剤になりやすい点である。我々は、

2007年に開発した新規ケイジドグルタミン

酸(CDNI-glutamate)がこの目的の為に有効

であることを見出した。即ち、２光子吸収が

高いため、GABA 受容体を阻害しない濃度で、

グルタミン酸受容体を刺激できた。こうして、

励起波長の異なる２光子励起によって、二種

類のケイジド試薬を投与した状態で、２種類

の受容体を選択的に刺激することに始めて

成功した。こうして、２光子励起によるグル

タミン酸受容体の活性化で誘発した活動電

位を２光子励起による GABA 受容体の活性化

で抑制することに成功した。これまで、空間

的に分布する興奮性シナプスと抑制シナプ

スを自由に刺激することができなかったた

め、興奮抑制の統合過程は実験的には調べら

れなかった。この神経シグナルの基本過程を

今後調査可能となった（文献 3）。 
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(5)２光子顕微鏡による開口放出定量的測定

法(TEPIQ 法)の確立 

カルシウム依存性開口放出は神経・分泌細胞

の機能の基本であるが、その分子細胞機構の

解明は難航を極めている。関係する分子がわ

かってきても事態は改善されていない。その

理由の一つは、開口放出過程は基本的に多数

の分子や細胞構造を巻き込む形態過程であ

り、そのサブミクロンからナノの形態過程を

直接的動的に観測する手法が乏しいことに

よる。我々はこの様な状況の打開に向けて２

光子励起法の運用を試みている。本年度は２

光子励起法の同時多重染色性を利用した、開

口放出小胞直径のナノメータ測定法を開発

し、TEPIQ (Two-photon Extracellular 

Polar-tracer Imaging-based 

Quantification) 法と命名した。この方法に

よって、直径が 55 nm, 90 nm, 220 nm, 350 nm 

の小胞の大きさを推定し、これらが電子顕微

鏡的な大きさとほぼ対応することを確かめ

た（文献 17）。 

  また、同様な方法を副腎髄質細胞に適用し

た結果、驚いたことに、この細胞においても

外分泌腺細胞の様に逐次開口放出が盛んに

起きており、更に、開口放出後に小胞内のゲ

ルが膨潤することにより、形成された複合型

小胞が丸く膨れあがり、空胞様の構造を形成

し、より強く細胞内部の小胞の開口放出を誘

発する現象が見出され、vacuolar sequential 

exocytosis と命名した（文献 18）。この際、

最初は細胞膜に局在していた SANRE 分子

SNAP25 はこの逐次開口放出で速やかに、小胞

膜に側方拡散することを GFP標識した SNAP25

で確認した。この SNAP25 がないと逐次開口

放出は起きない。これらの知見は、内部の小

胞では刺激が入ってから SNARE複合化が起き、

開口放出が起きることを示唆している。これ

ら一連の結果や考察を総説にまとめた（文献

6）。また、SNAP25 の複合化状態をモニターす

る FRETプローブを作成し、膵臓β細胞にお

いて複合化過程を観察すると、複合化してい

る領域としていない領域が存在し、複合化し

ていない領域からは、開口放出に先行して、

FRETシグナルの上昇が観察された。こうして、

ベータ細胞の様な分泌細胞においては、

SNARE 複合化は刺激以前に起きておらず、刺

激後に複合化が起きることにより、開口放出

が誘発されることが示された（文献 1）。 
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