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研究成果の概要（和文）：学習や環境など外的刺激によってシナプス伝達効率が変化すると考えられている。
我々は中枢シナプスでの伝達効率がシナプス内のタンパク質のナノレベルの微細配置によって制御されているこ
とを明らかにし、脳高次機能の制御機構の理解にはシナプス分子の微細配置が重要であることを示した。本研究
では、動物個体への外部からの刺激に対して、シナプス分子のナノレベルの微細配置にどのような変化が生じる
のかを解明することを目的とした。具体的には、マウス脳でのシナプス分子局在の可視化解析を行う超解像顕微
鏡プラットフォームを確立し、マウスの学習や飼育環境の違いによって脳で生じるシナプス分子の微細な配置の
変化を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Synaptic transmission efficiency is believed to change in response to 
external stimuli such as learning and the environment. We have revealed that the efficiency of 
central synapses is controlled by the nanoscale arrangement of synaptic proteins, highlighting the 
importance of fine molecular organization of synapses in understanding the mechanisms of higher 
brain functions. This study aimed to elucidate the changes in the nanoscale arrangement of synaptic 
molecules in response to external stimuli in animals. Specifically, we established a 
super-resolution microscopy platform to visualize the synaptic molecular localization in the mouse 
brain and revealed the fine changes in synaptic molecular organization caused by differences in 
housing conditions.

研究分野： 薬理学

キーワード： シナプス分子　超解像イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、脳の高次機能や学習・記憶形成のメカニズムをシナプス分子の微細配置に着目して理解を目指す点が
学術的に意義がある。また、本研究の成果は神経変性疾患の研究における貢献や薬物開発への応用が期待され
る。シナプスの異常や機能の変化は神経変性疾患に関与しており、この研究によってそれらの異常な配置を解明
することで、新たな治療法や薬物の開発につながる可能性がある。

※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 
動物個体への感覚刺激、環境変化や学習によって脳内の特定の神経回路の特性はダイナミッ

クに変化することが知られている。この背景には神経回路上に存在しているシナプスのシナプ
ス伝達効率の変化が寄与していると考えられ、動物個体レベルの応答をシナプス活性の変化に
つなげる分子基盤の解明が待たれている。これまでに動物の学習や環境と分子との関係を理解
するために、学習タスクを課された動物や環境変化に晒された動物のオミクス解析や脳内での
c-fos などの最初期遺伝子の発現解析などが行われてきた [Hefferman et al. Trends Neurosci, 
41, 496 (2018), Yap et al. Neuron, 100, 330 (2018)]。しかしながら、これらの試みは、細
胞レベルの解析に留まっており、シナプスのレベルで切り分けて解析した研究はなされていな
い。  
 近年、細胞内での分子の配置を従来の光学顕微鏡の空間解像度を超えてイメージングできる
超解像顕微鏡技術が急速に進歩している。とりわけ単一分子局在化法を測定原理とする超解像
顕微鏡法である STORM 法や PALM 法は 10 nm 程度の空間解像度で超解像イメージの取得が可能で
あり、その大きさが高々1m 程度の微小な構造であるシナプス内でのシナプス分子の配置の精密
な解析において高いポテンシャルを有している（Small AR et al. Annu Rev Phys Chem. 2014）。
単一分子局在化法では細胞内の解析対象分子を蛍光標識抗体や蛍光タンパク質を介して蛍光標
識し、標識した蛍光色素や蛍光タンパクをまばらに明滅させる。蛍光輝点の中心位置を決定し、
マッピングしていく作業を数万枚の画像について繰り返すことによって１枚の超解像イメージ
を再構成する。研究代表者らはこれまでに STORM 法を用いた超解像イメージングによって、シナ
プス分子の三次元配置を世界最高の 10nm の空間解像度で可視化することに成功し、Munc13-1 や
RIM1、Munc18 などのシナプス分子が作り出すナノレベルの微細配置が神経伝達物質を含むシナ
プス小胞の開口放出活性の制御に重要であることを明らかにしてきた（右図、Sakamoto et al., 
Nat Neurosci., 2018）。今後、神経回路特性の調節メカニズムの理解には、環境変化や学習によ
って活性化する神経細胞上のシ
ナプス分子群に生じているナノ
レベルの配置の変化を精密に解
析し、動物個体レベルの応答と
結びつける研究が不可欠であ
る。本研究では「学習や環境によ
ってシナプス分子のナノレベル
の微細配置にどのような変化が
生じるのか」という点を学術的
な「問い」とする。   
 
２．研究の目的 
本研究では、動物の飼育環境や学習に対する動物個体レベルの応答とシナプス分子のナノレ

ベルの微細配置の変化との関係を明らかにすることを目的とする。本研究での問題設定は、申請
者がシナプス前部での神経伝達物質の放出活性をシナプス前部に発現しているシナプス分子の
微細配置が制御していることを発見したことが端緒となっているユニークなものある。本研究
課題は動物個体レベルの応答とシナプスでの分子の振る舞いとを結びつける重要なテーマであ
るにも関わらず、これまで取り組みがなされてこなかった。申請者は得意とする超解像顕微鏡技
術を駆使する独創的なアプローチでこの重要な問題に挑む。 
本研究は、これまで立ち遅れていたナノレベルのシナプス分子の配置に着目して神経回路を

制御する分子メカニズムの理解を目指す研究パラダイムの確立を目指すものである。シナプス
前部におけるナノレベルのシナプス分子の微細配置は正常のみならず病態においてもその変容
が示唆されており、本研究の成果は中枢神経系作用薬の創薬への基盤を与えることが期待でき
る。 
 
３．研究の方法 
本研究では以下の実験のスキームでマウス個体に与えた外部刺激がシナプス分子のシナプスで
の微細配置にどのような変化をもたらすのかを定量的に調べる（下図）。 



① 恐怖条件学習を課したマウスと環境エンリッチメント下で飼育したラットの脳の凍結脳切
片を作製する。 

② 先行研究での電気生理学的解析によってシナプス機能に変化が生じていることが明らかに
なっている部位を対象として約20種類のシナプス分子の抗体を用いた蛍光免疫染色を行う。 

③ 蛍光免疫染色を行った脳切片を超解像顕微鏡法で可視化解析し、外部刺激を与えたマウスや
ラットのシナプス内でシナプス分子の微細配置にどのような変化が生じているのかを調べ

る。 
 
マウス脳凍結切片でのシナプス分子局在の可視化解析プラットフォームの確立 
マウス脳の各部位でのシナプス分子を STORM 法で可視化解析するために、マウス脳の凍結切

片を用いてシナプス分子の蛍光免疫染色をおこない、STORM 法で解析するための標本作製条件を
最適化する。ここで観察対象とするシナプス分子として、シナプス前部の分子として Munc13-
1RIM1、CAST、、ELKS、電位依存性カルシウムチャネルなど主に神経伝達物質の放出に関わる分子
群を対象とする。また、シナプス後部の神経伝達物質の受容体、PSD95 や Homer などのスキャホ
ールドタンパク質などを対象とする。STORM 法による超解像イメージングでは標的分子に特異性
が高い抗体を用意することが肝となるが、研究代表者らはこれら対象分子の大部分について、市
販あるいは自作した抗体を凍結脳切片の蛍光免疫染色標本と共焦点レーザー顕微鏡で観察し、
特異性が高く、高精細な STORM イメージングに耐えうる抗体の選定を完了している。また、シナ
プスの種別を同定するためのマーカ分子として用いる vGluT1、vGluT2（グルタミン酸作動性シ
ナプス）、GAD1, GAD65 （GABA 作動性シナプス)、DAT (ドパミン作動性シナプス)の抗体につい
ても選定を終えている。 
本研究では複数種類の分子のシナプスでの共局在の様子を調べるために、多重染色に最適な

一次抗体及び二次抗体組み合わせを決定する。蛍光像の取得条件など多重染色に適した染色条
件ぶついて共焦点レーザー顕微鏡を用いて決定する。決定した一次抗体、二次抗体を用いた多重
染色での STORM イメージングのテストを行う。ここでは波長可変レーザーと３色の半導体レー
ザーを搭載したインハウスで開発したマルチカラーSTORM 顕微鏡システムを用いる。テストを通
じて最適な励起条件、撮像条件を決定し、得られた超解像イメージから微細構造間の位置関係を
解析するために統計的手法を組み入れた解析系も構築する。具体的には、3色 STORM 法に適した
蛍光明滅特性（放出光子数、蛍光輝点密度）で、チャネル間での蛍光シグナルの漏れ込みを最小
化できるように二次抗体標識に用いる蛍光色素の種類や光学フィルタ―を選定し、撮像条件の
最適化を行う。また、Pair correlation 関数（PCF）や周波数解析を利用して、異なる複数種類
の分子の微細配置の空間相関解析を可能にする。 
 
マウスの条件学習や飼育環境がシナプス分子のナノレベルの微細配置に及ぼす変化の解析 
 マウスが条件学習をした際や飼育環境の違いによってシナプス分子の微細配置にどのような
変化が生じるのかを STORM イメージングによって調べる。エンリッチ環境下での飼育がシナプ
ス分子の微細配置にもたらす変化を STORM イメージングによって調べる。成熟雄ラットを一晩
もしくは一日当たり 1 時間のエンリッチメント環境下で飼育し、通常の飼育環境で飼育してい
るラットのシナプス分子の微細配置と比較しつつ解析を行う。ここでは、恐怖学習マウスと同様
にシナプス分子群を対象として蛍光免疫染色標本を作製し、先行研究での電気生理学的アッセ
イによってシナプス機能に変化が生じることが報告されている [Ohline et al. 
Neuroparmacology, 145, 3 (2019)]。海馬内のシナプスに着目して STORＭイメージングによっ
てシナプス分子の微細配置の変化を調べる。３種類のシナプス分子を対象とした三重染色標本



を作製し、エンリッチメント環境下での飼育によってシナプス分子の微細配置の位置関係にど
のような変化が生じるのかを pair-correlation 関数（PCF）解析や周波数解析などの空間相関解
析で明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
マウス脳凍結切片でのシナプス分子局在の可視化解析プラットフォームの確立 
マウス脳凍結切片でのシナプス分子局在を超解像顕微鏡で可視化解析を行うためのプラ

ットフォームの確立を目指して研究を実施した。マウス脳の各部位でのシナプス分子を単
一分子局在化法を測定原理とする超解像イメージング法である確率的光学再構築顕微鏡法
（STORM 法）で可視化解析するために、マウス脳の凍結切片を用いてシナプス分子の蛍光免
疫染色条件を最適化した。ここでは、主に神経伝達物質の放出に関わる分子群やシナプス後
部の神経伝達物質受容体などのシナプス分子を対象として、個々の分子について STORM 法
に適用できるレベルの染色効率や特異性が得られるように染色条件を最適化した。続いて、
複数種類の分子のシナプスでの共局在の様子を調べるために、二重・三重染色に最適な一次
抗体及び二次抗体組み合わせの探索を行った。テストを通じて最適な撮像条件を決定し、得
られた超解像イメージから微細構造間の位置関係を解析するために統計的手法を組み入れ
た解析系も構築した。具体的には、３重染色標本に対する STORM 法に適した蛍光明滅特性
（放出光子数、蛍光輝点密度）で、チャネル間での蛍光シグナルの漏れ込みを最小化できる
ように二次抗体標識に用いる蛍光色素の種類や光学フィルタ―を選定し、撮像条件の最適
化を行った。 
 
マウスの条件学習や飼育環境がシナプス分子のナノレベルの微細配置に及ぼす変化の解析 
脳切片でのシナプス分子を対象と

した二重染色、三重染色の実験系を用
いたシナプス分子の微細配置の解析
に取り組んだ。ここでは Munc13-1、
RIM1、CAST、ELKS、電位依存性カルシ
ウムチャネル、PSD95 などのシナプス
分子を対象として多重染色によるマ
ルチカラー化の強みを活かしてシナ
プス分子間の位置関係などについて
も超解像顕微鏡を用いた詳細な解析
にも取り組んだ。また従来の超解像顕
微鏡による解析は２分子を対象とし
た二重染色標本に留まっていたが、従来の顕微鏡システムの光学系を大幅に見直すことに
よって三重染色以上の標本についても高精細な超解像イメージを取得し、３種類以上の分
子間の空間配置をについて解析できるプラットフォームを構築した。 
以上の顕微鏡システムを用いて、学習や飼育環境とシナプス分子の微細配置の位置関係

の変容との関係について解析を進めた。エンリッチメント環境下で飼育したマウスの脳の
種々の部位について複数種類のシナプス関連分子の免疫染色を行い、マルチカラー超解像
顕微鏡により各分子の微細配置を解析した。その結果、海馬 CA3 領域の stratum lucidum お
よび stratum oriens において、シナプス内での Cav2.2-Munc13 量比が増加することを明ら
かにした。 
本研究では従来の方法論では不可能であった複数の分子のシナプスでの微細な配置や量

的な解析を実現し、学習や環境とシナプス分子の微細配置の変容との関係を始めて明らか
にすることができた。 
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