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研究成果の概要（和文）：記憶は、秒から分単位の経過とともに忘れる「短期記憶」と、何時間、何日、あるい
は一生続くような「長期記憶」に大別される。短期記憶と長期記憶のメカニズムで異なるのは、タンパク質の新
規合成を必要とするか否かである。しかしながら、新規に合成された各々のタンパク質がいつ、どこで、どのよ
うに働いて長期記憶を実現しているのかは、ほとんどわかっていない。そこで、本研究では、脳組織内で新規合
成タンパク質を可視化するためのハイスループットな方法を確立し、長期記憶における様々なタンパク質の新規
合成の動態を解析するための技術基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：Memories can be divided into short-term memory, lasting for seconds to 
minutes, and long-term memory, lasting for hours, days or even a lifetime. Short-term memory is 
protein synthesis-independent, while long-term memory is protein synthesis-dependent. However, it is
 largely unknown when, where and how distinct newly synthesized proteins work for long-term memory. 
In this study, we established a high-throughput method for imaging newly synthesized proteins in 
brain tissue, enabling the monitoring of a variety of newly synthesized proteins in the brain in the
 context of long-lasting memory.

研究分野： 神経科学

キーワード： 分子イメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
何時間、何日、あるいは一生続くような長期記憶の形成には、脳内でタンパク質が新規に合成される必要がある
ことが知られている。しかしながら、脳内で個々の新規合成タンパク質を選択的に観察する良い方法はこれまで
なかった。本研究では、一定の時間枠の間に脳内で合成された新規合成タンパク質を脳内で選択的に観察するた
めの方法を開発し、長期記憶の研究の礎を築いた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
記憶は、秒から分単位の経過とともに忘れる「短期記憶」と、何時間、何日、あるいは一生続

くような「長期記憶」に大別される (Costa-Mattioli et al., Neuron 2009; Redondo and Morris, 
Nat Rev Neurosci 2011)。短期記憶と長期記憶のメカニズムで決定的に異なるのは、タンパク質
の新規合成を必要とするか否かである (Klann and Dever, Nat Rev Neurosci 2004)。短期記憶
では、細胞内で既に発現しているタンパク質の移動や修飾が重要な役割を果たし、タンパク質の
新規合成は不要であることがこれまでの研究からわかっている。一方、タンパク質の合成を阻害
する薬理実験から、長期記憶ではタンパク質の新規合成が必須であることが古くから知られて
いる  (Redondo and Morris, Nat Rev Neurosci 2011; Costa-Mattioli et al., Neuron 2009; 
Rogerson et al., Nat Rev Neurosci 2014)。しかしながら、新規に合成された各々のタンパク質
がいつ、どこで、どのように働いて長期記憶を実現しているのかは、ほとんどわかっていない。 
 
２．研究の目的 
これまで、長期記憶における新規合成タンパク質の動態と機能がほとんどわかっていないの

は、内在性に発現する新規合成タンパク質を選択的に可視化する良い方法がないからである。ま
た、シナプス伝達や細胞内シグナル伝達に関わる数十種類以上のタンパク質が長期記憶に関わ
っていると考えられているので、このような様々なタンパク質の新規合成成分を選択的に可視
化するための網羅的な研究プラットフォームが必要である。 
そこで、本研究では、脳組織内で新規合成タンパク質を高精度に可視化するためのハイスルー

プットな方法を確立し、様々なタンパク質の新規合成の動態を解析するための技術基盤を構築
することを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）ゲノム編集による化学タグノックイン 
マウス個体の脳細胞で目的タンパク質をコードする遺伝子座に化学タグ配列を正確にノック

インするために、SLENDR 法あるいは vSLENDR 法を用いた（図 1）。SLENDR 法では、胎生 12-14 日
齢のマウス胎児の脳室に、ゲノム編集に必要なコンポーネント（ガイド RNA および SpCas9 発現
ベクター、相同組換え用の鋳型 DNA）を子宮内電気穿孔法で導入した（電圧 33-50 V, 50 msec
のパルスを 1秒おきに 4回。NepaGene エレクトロポレーターを使用）。スライス培養を行う場合
は、生後 5-7 日齢のマウスの海馬からスライス培養を作製し、培養 12－15 日にイメージング実
験を行った。大脳皮質組織イメージングを行う場合は、生後 1ヶ月齢のマウスの脳を固定し、薄
切切片を作製してイメージング実験を行った。vSLENDR 法では、マウス海馬から作製したスライ
ス培養に、ゲノム編集に必要なコンポーネント（ガイド RNA および SpCas9 発現カセットおよび
相同組換え用の鋳型 DNA）を搭載したアデノ随伴ウイルスベクターを培養 5－7日に添加し（1ス
ライス当たり約 1010 ゲノムコピー）、培養 12－15 日にイメージング実験を行った。 

図 1．SLENDR および vSLENDR 法による内在性タンパク質のラベリング 
 
（２）スライス培養の作製 
 先行論文の方法に準拠して、マウス海馬あるいは大脳皮質からスライス培養を作製した。生後
5-7 日齢のマウスの海馬を切り出し、チョッパーで 325 µmの厚さでスライスを作製し、培地を
添加した膜上に置いて、37度 5% CO2 の条件で培養した。培地は 2－3日に 1回交換した。 
 
（３）固定脳薄切切片の作製 
 先行論文の方法に準拠して、1ヶ月齢のマウスの脳を 4%PFA で灌流固定を行った後、50µm 厚の
脳切片をビブラトームで作製した。 
 
（４）様々な内在性タンパク質の標識 



様々な内在性タンパク質をイメージングするために、SLENDR 法および vSLENDR 法で様々な遺
伝子をターゲットするゲノム編集コンストラクトを構築し、化学タグによるラベル方法を組み
合わせた。化学タグは、低分子リガンドが特異的かつ不可逆的に結合する「受け皿タンパク質」
であり、低分子リガンドとして波長の異なる様々な蛍光リガンドを使用できる。この化学タグの
性質を利用して、脳組織において、SLENDR/vSLENDR 法により化学タグを付加した特定の内在性
タンパク質に対し、蛍光リガンドで染色した。 
 
（５）新規合成タンパク質の標識 
ある時間枠に新規合成された特定のタンパク質をイメージングするために、SLENDR 法および

vSLENDR 法と、化学タグによるラベル方法を組み合わせた。脳組織において、SLENDR/vSLENDR 法
により化学タグを付加した特定の内在性タンパク質に対し、まずある色の蛍光リガンドで染色
する。その後、任意の時間が経った後、異なった色の蛍光リガンドで染色することで、新規合成
されたタンパク質を特異的に染色した。 
 
４．研究成果 
（１）様々な内在性タンパク質のイメージング 
SLENDR、vSLENDR 法と化学タグラベリング技術を組み合わせることで、シナプス分子やシグナル
伝達分子を中心に 10 種類以上の様々な内在性タンパク質の局在や動態を脳内の１細胞でコント
ラスト良くイメージングできるようになった。記憶に重要なシグナル伝達分子 CaMKIIαや、興
奮性および抑制性シナプスの代表的なマーカー分子である PSD95 や Gephyrin のイメージング例
を示す（図２）。 

図２．SLENDR 法によるマウス大脳皮質での内在性タンパク質イメージング例 
 
（２）新規合成タンパク質のイメージング 
 海馬スライス培養において、vSLENDR 法により化学タグで標識した CaMKIIαタンパク質に、ま
ず、ある色の化学リガンドを添加した。そのうえで、2時間後に別の色の化学リガンドを添加し、
2 時間内に新規に合成された
CaMKIIαタンパク質を選択
的にイメージングした。タン
パク質合成阻害薬であるア
ニソマイシン存在下では、2
回目のラベルシグナルはほ
とんど検出できなかったの
で、コントロールにおいて検
出した2回目ラベルシグナル
は確かに2時間内に新規に合
成された CaMKIIαタンパク
質であることが示された（図
３）。 
 
 

図３．新規合成タンパク質の選択的イメージング例 
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