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研究成果の概要（和文）：本研究では超解像イメージング技術を用いたスパインシナプスの解析技術を発展さ
せ、シナプス前部構造とシナプス後部構造を対応させて撮像・解析する技術を確立すること、またこの超解像イ
メージング手法をマウス脳組織に適応して生きた動物が記憶・学習した際に起こるシナプスの構造変化をナノス
ケールで解析する技術基盤を確立することを目的として研究開発を行った。新しく開発した撮像技術を用いるこ
とでスパインの凹みに対応した軸索末端の凸型形状とその安定性を観察できた。また脳標本をより高分解能で超
解像イメージングする条件を確立してin vivoイメージングで動態を記録したシナプスと対応付けて撮像する技
術もできた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish a technique for imaging and 
analyzing the correspondence between presynaptic and postsynaptic structures, and also applying this
 super-resolution imaging technique to mouse brain tissue to understand the structural changes in 
spine synapses that occur during memory aqcuisition in living animals. Using the newly developed 
imaging technique, I was able to observe the convex shape of axon terminals corresponding to the 
concavity of the spine hea. I also established conditions for higher resolution super-resolution 
imaging of brain specimens, and developed a technique to image synapses in relation to the dynamics 
recorded by in vivo imaging.

研究分野：神経細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳のシナプスを詳細かつ大規模に解析することで、記憶や学習と言ったヒトの高次脳機能のメカニズムの理解が
進む。本研究開発により確立された解析技術により記憶・学習をコードする神経細胞のシナプスレベルでの構造
的な理解が進む。また、この技術は神経疾患モデル神経への適用が可能であり疾患特異的なシナプスの病理的な
変化の解明に貢献することができる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
シナプスが脳においてどのように形成され、また外部刺激に応じて可塑的に変化するのか、そ
の分子基盤を明らかにすることはヒトの様々な脳機能を理解する上で重要な課題である。顕微
鏡を用いてシナプスの構造と分子を直接的に観察することで個々のシナプスのバラツキやその
特性の違いを調べることが可能である。生きたシナプスを詳細に解析し、それと脳機能の結びつ
きを明らかにすることが脳の全貌解明に向けて必須である。 
本研究では超解像顕微鏡によるスパイン (興奮性シナプス後部構造) の微細形態解析技術 
(Kashiwagi et al., Nature Communications 2019) を基礎として、シナプスの構成要素である
スパインと軸索末端を同時かつ詳細に観察することで、可塑的刺激に伴ったシナプスの形態変
化とその分子基盤を検証する。さらにこの技術を脳組織に応用し生きた脳により近い環境でシ
ナプスを精細に観察する基盤技術の確立を目指す。これらの取り組みにより記憶・学習といった
脳機能の理解を進めることを目標とする。 
 
２．研究の目的 
本研究では、シナプスの可塑性と安定性に関わる分子メカニズムの解明を目指し、興奮性シナ
プスを構成する樹状突起スパインと軸索末端を従来の光学顕微鏡の限界を超えた分解能で同時
にタイムラプス観察する基盤技術の確立を目的とする。さらに、より生体内に近い状態でのシナ
プスの形態と動態を高い分解能で観察することを目指す。これらにより、記憶・学習の細胞生物
学的な構造基盤の理解を進める。 
 
３．研究の方法 
(1) 樹状突起スパインと軸索末端の動態を高い時空間分解能で観察する基盤技術の確立 
これまでスパインを高い時空間分解能で 3D タイムラプス撮影することに成功しているが、そ
の形態変化をより理解するためにはスパインが物理的に接着している軸索末端の構造も同時に
撮影する必要があると考えられた。複数の細胞構造を同時に撮像するためには撮像チャネルが 2
つに増えるためそれに起因する時間分解能の低下や光毒性の上昇など様々な問題を解決する必
要があった。構造化照明顕微鏡（SIM）または回折限界を超えた共焦点レーザー顕微鏡を用いて
撮像条件を最適化して軸索末端とスパインのナノスケールでの形態変化を同時観察に取り組ん
だ。 
 
(2) 組織標本でシナプスの形態情報をナノスケールで取得する技術基盤の確立 
研究開始当初は脳組織標本を高屈折率の溶液で屈折率調整をして構造化照明顕微鏡（SIM）ま
たは回折限界を超えた共焦点レーザー顕微鏡を用いて撮像を行っていたが、培養細胞の潮位改
造イメージングと比較するとまだ理想的な解像度の撮像が難しかった。標本調整に起因する組
織の収縮・膨張を考慮してより高解像イメージングに適した標本調整に取り組み超解像イメー
ジングを実施した。 
 
(3) 記憶関連神経細胞のスパイン形態のナノスケール解析技術と神経回路追跡技術の確立 
シナプスの動態と微細形態情報を対応して解析するために、(2)で確立するイメージングを in 
vivo 二光子イメージングと組み合わせた相関顕微鏡手法を確立する。またそれにエングラム細
胞の標識法を組み合わせることで、生きた動物においてシナプス可塑性が起きたシナプスのナ
ノスケールでの形態情報を取得するための技術基盤構築に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
研究期間全体として３つの大きな目標を達成した。 
 
(1) 樹状突起スパインと軸索末端の動態を高い時空間分解能で観察する基盤技術の確立 
リン酸カルシウム法による遺伝子導入条件を最適化して軸索末端と樹状突起スパインを異なる
蛍光タンパク質で標識する手法を確立した。共焦点レーザー顕微鏡の撮影条件、具体的には撮像
範囲、走査時間、ピンホール径をそれぞれ最適化することで、回折限界を超えた条件で軸索末端
とスパイン形態を同時かつ３次元的にタイムラプス観察できた。軸索末端はスパインの凹みに
対応した凸包形状をしており、その形態はタイムラプス観察中に維持され凸包の近傍で凹凸が
変化する様子が見られた。この研究開発を通じて同一のスパインを 20 分毎 48 時間以上もの長
時間にわたって撮像する条件も見出すことが出来た。この撮像技術を用いて複数の神経疾患モ
デル由来培養神経細胞のシナプス形態と動態を解析した。 
 
 
 



 
(2) 組織標本でシナプスの形態情報をナノスケールで取得する技術基盤の確立 
x4～4.5 倍程度標本を物理的に膨張させる膨張顕微鏡法を最適化し、高開口数の水浸レンズを
用いた共焦点レーザー顕微鏡イメージングにより組織標本中でも生きた培養神経細胞と同様の
スパイン形態を撮像・解析することに成功した。さらに水溶性組織透明化手法と高開口数のシリ
コン対物レンズの組み合わせでも同様の撮像ができることを示した。 

これらの撮像技術を用いて自閉症モデルマウスのスパイン形態を神経疾患モデル由来培養神
経細胞のシナプス形態ナノスケールで撮像しその形態を解析することに成功した。また、in vivo 
二光子‐超解像イメージング相関顕微鏡手法を実施し、生きたマウス脳内で撮像した同一神経
細胞のスパインを超解像観察することに成功した。 
 
(3) 記憶関連神経細胞のスパイン形態のナノスケール解析技術と神経回路追跡技術の確立 
恐怖記憶で活性化する神経細胞と、その周囲の活性化しない神経細胞のスパイン形態を比較
して解析する技術を確立した。具体的には空間刺激と電気ショックを連合して記憶させる行動



実験系と、AAV による海馬錐体細胞の標識技術、また免疫染色による最初期遺伝子 c-Fos の検出
を組み合わせた。GFP が発現した海馬錐体細胞を c-Fos 陽性また陰性で分類し、B)で確立した組
織標本の超解像イメージング組み合わせることでそれぞれの神経細胞のスパインを解析するこ
とが出来た。シナプスの長期増強はエングラム細胞同士のシナプスで起こると考えられている
ため、これらのシナプスを組織標本中で同定するために海馬錐体細胞の軸索をミリスケールで
追跡して神経回路を再構築する実験条件を確立した。 
 
以上の３つの研究開発によりスパインの超解像観察技術を基盤としてシナプス前部-後部構造
のライブイメージングから生きた動物の記憶回路研究まで技術発展させることができた。 
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