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研究成果の概要（和文）：我々のグループは既に大脳スパインシナプスの形態変化（可塑性）が

興奮性伝達物質（グルタミン酸）で起き、学習記憶の素過程であることを明らかにしているが、

今回は、形態可塑性に対する抑制性伝達物質(GABA)やモノアミン(dopamine)の効果を解明し

た。また、開口放出を起こす蛋白質 SNAREs の存在様式や動態を２光子蛍光寿命法で測定す

ることに成功し、シナプス研究に新しい道を拓こうとしている。 
 
研究成果の概要（英文）：We had already found that spine synapses undergo structural 
plasticity by glutamate, but we have further revealed the actions of GABA and dopamine 
on the structural plasticity of dendritic spines, which likely underlies animal behaviors. We 
also established a new way to image static and dynamic states of SNARE proteins for 
exocytosis in neuron and secretory cells using 2pFRET/FLIM, which will pave the way for 
comprehensive understanding of neuronal memory circuits. . 
 
研究分野： 生理学、神経科学 
 
キーワード： シナプス、学習記憶、顕微鏡、グルタミン酸、分泌 
 
１．研究開始当初の背景 
我々は光刺激法を中心として２光子顕微鏡

の新しい応用を開拓し、大脳シナプスが形態

可塑性を示すことを発見し、世界をリードし

て来た。２光子顕微鏡は、生きた組織内部の

観察を可能とする唯一の顕微鏡法である。他

の顕微鏡法は分子レベルの観察はより容易

だが、組織内には適用できない。従って、生

きた組織や個体の分子細胞レベルの可視化

解析には更なる２光子顕微鏡の応用技術の

発展が不可欠である。 

 
２．研究の目的 
本研究では以下に述べる新規手法の開拓に

より、大脳シナプス・開口放出の研究を世界

的に一層推進することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1)これまで用いてきた２光子グルタミン酸
アンケイジ法に加えて、青いレーザーにより
GABA アンケージングを行ったり、チャネルロ

ドプシンを発現したドーパミン細胞を刺激
することを組み合わせて、スパイン形態可塑
性に対する神経伝達物質の作用を調べた。 
 
(2)また、成熟個体動物の脳を２光子イメー
ジングすることにより、スパイン形態可塑性
が覚醒動物で起きている様子や、スパインの
揺らぎが長期間にわたっておきていること
を野生株だけでなく、精神疾患モデル動物で
調べた。 
 
(3)シナプス前終末の機能はシナプス後部ス
パインのように形態で読みだすことができ
ないので遅れてきた。２光子蛍光寿命イメー
ジングはスパインには適用されているので、
これを用いてシナプス前終末機能や分泌細
胞の機能を読みだすプローブや解析手法の
開発を行った。 
 
４．研究成果 
(1) スパイン収縮はグルタミン酸刺激とシ
ナプス後細胞のスパイクを組み合わせただ
けでは容易に誘発されなかったが、この刺激
とほぼ同時に GABA をアンケイジングによっ
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て与えると収縮や更に除去が強烈に誘発さ
れ、その収縮は周囲に広がることが明らかに
なった。この際、GABA を与える代わりにグル
タミン酸のアンケイジングを弱くすると収
縮は起きない。また、収縮は GABA なしでも
Ca 緩衝薬 EGTA を細胞内投与すると誘発され
たが、より速い Ca 緩衝薬 BAPTA を投与する
と誘発されなかった。このことから、収縮に
はグルタミン酸受容体の作る細胞内 Ca ドメ
インが必要だが、平均 Ca 濃度上昇は一定範
囲に抑えられていることが必要であること
がわかった。また、収縮が側方に広がるのは
収縮を起こす蛋白が脱りん酸化 cofilin で、
これが側方拡散することによる。一方、増大
はより強い Ca 上昇により、cofilin がりん酸
化して起きるが、この際にはりん酸化タンパ
ク質群が凝集するためか増大は広がらない。
増大・収縮は同一のタンパク質のりん酸化・
脱りん酸化でおきるので競合的であり、隣接
するシナプスの競合的選別を起こすと考え
られた（文献 1,2,4）。 

 
(2)ドーパミンは脳内報酬物質と考えらえて
いるが、なぜ、報酬としての作用を持つか不
明であった。大脳基底核の線条体（側坐核）
細胞は皮質錐体細胞と同様に興奮性シナプ
スはスパインにできる。また、ドーパミンの
線条体への入力は強く報酬作用を担ってい
ると考えられている。我々は、グルタミン酸
刺激を２光子アンケイジングで、ドーパミン
刺激をチャネルロドプシンで与えることに
より、ドーパミンがグルタミン酸入力にやや
遅れて２秒以内に与えられた時のみ頭部増
大を起こすことを見出した（図２）。この鋭
い時間枠は動物行動で見られる報酬の時間
枠と相似であり、Pavlov による条件反射以来
100 年来不明であった報酬時間枠の神経基盤
を明らかにしたことになる。この鋭い時間枠
はドーパミン D1 受容体がアデニルシクラー
ゼを刺激する際に事前に Ca 上昇がある方が
有利であることや、線条体細胞の樹状突起が
細く cAMP を分解するホスホジエステラーゼ

の活性が不可避的に高くなることなどによ
ることがわかった。この様なスパインの機構
をドーパミンが使うことにより報酬信号と
なっていると考えられた。脳内報酬機構の障
害は統合失調症、うつ病や依存症などの精神
病と密接に関係するので、精神疾患の理解に
新しい緒をつかんだ（文献 5）。 
 
(3)成熟個体動物の大脳新皮質においてスパ
イン頭部増大が起きる条件を見出し、学習の
イメージングが可能とした。一方、スパイン
の生成消滅を１日置きに、しかも、阻害剤を
局所還流することを可能にした動物で１週
間にわたって観察した。その結果、神経細胞
内 Ca 上昇を完全に阻害した条件でも生成消
滅は活発に置きるという内因性のダイナミ
クスをスパインは持ち、これが自閉症モデル
動物（FMR1 KO mice）で亢進していること、
また、この病的内因性ダイナミクスを阻害す
る薬物が存在することを明らかにした（論文
投稿中）。自閉症スペクトラム障害(ASD)は病
的内因性ダイナミクスにより、神経回路の形
成が損なわれていることによる可能性があ
る。 
  更に、スパイン頭部増大がタンパク質合成
依存的に起きること、また、形態可塑性には
Rac1 が関与していることを利用して、学習記
憶に関与したスパインを標識し、更に、学習
後に光照射することで標識されたスパイン
を収縮・消去させ記憶への関与を操作的に調
べるプローブの開発に成功した（論文投稿
中）。この技術の延長上に記憶神経回路を標
識することを試みていきたい。 
 
(4)シナプス前終末や分泌細胞の開口放出は
その分子過程の可視化定量化が進んでおら
ず、色々な仮説が検証されずに放置されてい
たり、機能状態を開口放出起こさずに知る手
立てがなかったり、生理機能の理解の妨げと
なってきた。開口放出を起こすエンジンは
SNARE 蛋白と呼ばれる細胞膜や小胞膜に大量
に存在する３つの蛋白である。我々は、まず、
単一分泌顆粒の開口放出が観察可能な膵臓

図２ ドーパミン作用の時間枠 

 

図１ スパイン形態可塑性の骨子

 



のインスリン分泌β細胞において、開口放出
に先行するタンパク質の複合化によるシグ
ナルや、開口放出の起きやすさと SNARE の初
期状態の関係を分子内 FRET プローブを用い
て明らかにした（文献 3）。 
 このプローブを神経に適用した所、非常に
強いシグナルが得られたので、この理由を明
らかにし利用するために、圧倒的に定量性の
高いデータが得られる分子間 FRET プローブ
を開発し蛍光寿命による測定に進んだ。３つ
の蛋白質があるので、状態を割り出すために
４通りのプローブを作成し解析を進めた結
果、SNARE 蛋白の複合化状態を読みだす定量
化手法の開発に成功した。これによると、神
経のシナプス前終末では特にアクティブゾ
ーンの周囲では高率に３量体形成が既に起
きており、その数を推定することもできた。
一方、β細胞や神経でも軸索部分では３量体
形成は全くなく、分泌準備状態が SNARE の複
合化状態として可視化されることがわかっ
た。スパインのシナプス前終末では、３量体
の量とスパインの大きさ、即ち、アクチブゾ
ーンの大きさはよく対応し、また、３量体の
量は放出確率とよく相関した（論文投稿中）。 
 更に、神経シナプス前終末では SNARE が特
殊な複合化をしていることが明らかとなっ
ており、これによりサブミリ秒の開口放出が
可能となっていることが示唆されており、現
在、その解明を進めている。いずれにせよ、
この新しい手法で、これまで不明だった開口
放出機能の読み出しについて、様々な研究可
能性が開かれてくると考えられる。 
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図３ 開口放出準備状態の可視化 
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