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研究成果の概要（和文）：研究代表者らが開発した誘導系 GFP-GluR1 トランスジェニック
マウスを主に用いて、高次脳機能に中心的役割を果たすと考えられている AMPA 型グル
タミン酸受容体の記憶学習時における動態を指標に、学習によるニューロン、シナプスの

分子・細胞変化の解析を行った。また、記憶学習に異常が認められるいくつかの遺伝子改

変マウスにおける、分子・細胞・回路・行動レベルでの変化を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：I have analyzed the molecular and cellular changes induced by 
learning. For this aim, I have mainly focused on behaviorally activated neurons and 
synapses induced with learning by using transgenic mice which express GFP-GluR1 in 
response to behavioral stimuli in the brain.  
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１．研究開始当初の背景 
	 記憶するということは経験により脳内に
生じた“何らかの変化”が維持されることであ
る。この“何らかの変化”は特定の神経回路内
に起きると考えられているので、その特定の
回路を同定し、そのつなぎ目であるシナプス
の分子・細胞変化を明らかにすることが極め
て重要な課題である。しかし、これら in vivo
レベルでの研究は驚く程進んでいない。その
最大の原因の一つは、脳内にある 1011個のニ
ューロン、1015個ものシナプスのうち、どれ
が任意の記憶に関与しているか従来の方法

では同定することが極めて困難であるから
である。 
	 AMPA型グルタミン酸受容体は、哺乳類の
脳において主要な興奮性神経伝達物質であ
るグルタミン酸によるシナプス伝達の大部
分を担っている。更に近年、記憶学習などの
基盤と考えられているシナプス可塑性に、
AMPA 受容体のシナプス移行が中心的な役
割を果たすことが、主にスライス標本を用い
た in vitroの解析により示唆されている。ま
た AMPA 受容体シグナル経路の異常が多く
の精神・神経疾患に深く関与することも示唆
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されている。こういった理由から、AMPA受
容体の性質・役割の研究は国内外を問わず、
非常に精力的かつ競争的に行われている状
況である。しかし残念なことに、従来のほと
んどの研究は培養細胞、脳スライス標本を用
いた in vitroの系で行われたものであり、“実
際の生きた動物の脳内で何が起きているの
か？”という in vivoでの知見は極めて乏しい。 
	 そこで AMPA受容体の in vivoでの動態を
解析するために、研究代表者らは AMPA 受
容体のサブユニットである GluR1 と緑色蛍
光タンパク質 (GFP)の融合タンパク質
(GFP-GluR1)を発現するトランスジェニッ
クマウスを開発した（Matsuo et al., Science, 
2008)。このマウスでは、GFP-GluR1の発現
は神経活動依存的に活動する最初期遺伝子
群のひとつ c-fos 遺伝子プロモーター及び、
テトラサイクリン誘導系の制御を受けてい
る。つまり、任意の時期に外界（神経活動）
刺激によって新たに合成された AMPA 受容
体（GFP-GluR1）の発現と動態を脳内で可視
化することができる仕組みになっている。既
に申請者らはこのマウスを用いて、恐怖条件
付け学習課題を行った 24 時間後に、成体マ
ウス海馬 CA1 ニューロンで、新しく合成さ
れた AMPA 受容体が学習と関連してスパイ
ン（ポストシナプスを構成する微小棘構造
体）に動員されることを見いだした。特に、 
mushroom 型、thin 型、stubby 型と多様な
形態を持つスパインのうち、mushroom型ス
パインへと有意に動員されていることを見
出し、新規タンパク質合成を要する長期記憶
の分子メカニズム解明に貢献した。また上記
研究は、学習刺激により新しく合成された
GFP-GluR1 のシナプス局在が学習により活
性化したシナプスの指標となり得ることも
示唆する。 
	 このように研究代表者らが開発したマウ
スは、神経活動依存的な AMPA 受容体のと
シナプス動態変化を研究する上で極めて有
用な toolであることから、記憶学習のメカニ
ズムを分子・シナプス・回路レベルで解明す
るために、本研究課題を提案した。 
 
２．研究の目的 
	 記憶するということは経験により脳内に
生じた“何らかの変化”が維持されることであ
る。この“何らかの変化”は特定の神経回路内
に起きると考えられているので、その特定の
回路を同定し、そのつなぎ目であるシナプス
の分子・細胞変化を明らかにすることが極め
て重要な課題である。そこで本研究では、研
究代表者らが開発した誘導系 GFP-GluR1ト
ランスジェニックマウスを主に用いて、高次
脳機能に中心的役割を果たすと考えられて
いる AMPA 型グルタミン酸受容体の記憶学
習時における動態の解析と、シナプスの変化

の解析を行う事を目的とした。 
	 また、記憶学習に異常が認められるいくつ
かの遺伝子改変マウスにおける、分子・細
胞・回路・行動レベルでの変化を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
	 研究代表者らが開発した「任意の行動刺激
により活動した神経細胞において AMPA 型グ
ルタミン酸受容体（GFP-GluR1)の挙動を観察
することが可能なトランスジェニックマウ
ス」を利用することにより、in	 vivo におけ
るシナプス入力・可塑性のパターンの空間的
な解析を行った。ドキシサイクリン（Dox）
入りの餌で飼育していたトランスジェニッ
クマウスを Dox 無し餌で４日間の飼育を行っ
た。これらのマウスを新規環境に５００秒間
提示した。この際に活動した神経細胞選択的
に GFP-GluR1 の細胞体における de	 novo 合成
誘導を行った（下図参照）。２４時間後に脳
スライスを作製、固定後、樹状突起および樹

状突起スパインを可視化するために背側海
馬 CA1 細胞体領域に DiI 蛍光色素の注入を行
った。その後、抗 GFP 抗体を用いた免疫組織
化学染色を行い、GFP-GluR1 の局在の可視化
を行い、そのシ
ナプス（スパイ
ン）局在を共焦
点顕微鏡を用い
て観察し、３次
元画像データの
取り込みを行っ
た。得られた画
像データを用い
て東京大学薬学
研究科	 池谷博
士らとの共同研
究により、
GFP-GluR1 陽性
スパインの樹状
突起上における
空間的パターン
の解析を行った
（右図参照）。	 
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Figure S14 Clustered synaptic plasticity in behaving adult mice. (A) Schematic representation of 
the transgenic mouse system. GFP-fused GluR1 AMPA receptor subunit (GFP-GluR1) was 
expressed under control of the c-fos promoter (S6). The c-fos promoter drives activity-dependent 
expression of the tetracycline-regulated transactivator (tTA), which, in turn, activates transcription 
of the tetO promoter-linked GFP-GluR1 in a doxycycline (Dox)-regulated manner. (B) 
Experimental design. Mice were deprived of Dox for 4 d and were exposed to a novel environment 
for 500 s. After 24 h, approximately 25% of CA1 pyramidal neurons expressed GFP-GluR1. 
GFP-positive spines were examined in DiI-labeled CA1 pyramidal cells. (C) Left, representative 
confocal image of GFP and DiI fluorescence. Right, detection of GFP-positive spines (red) in a 
DiI-labeled dendrite (black). (D) Representative spatial distribution of GFP-positive spines (red, 
arrowheads) in the dendrites of three neurons. (E) The probability of observing GFP-positive 
spines around a given GFP-positive spine in the three cells shown in D. (F) The averaged 
probability of observing GFP-positive spines in 19 neurons. The chance level and its 95% 
confidence intervals were obtained from the distribution of distances of more than 10 µm. 
GFP-positive spines were clustered within 8 µm of one another (|Z| � 4.02, p � 5.7×10-5; Fig. S5H; 
n = 19 neurons). 
Note: Newly synthesized AMPA receptors are preferentially inserted into previously activated 
spines and contribute to long-term potentiation. Therefore, we used GFP-GluR1 to probe a part of 
spines that underwent long-term potentiation. 
 



 

 

	 
４．研究成果	 
	 画像解析の結果、背側海馬 CA1 領域の錐体
細胞の樹状突起上では GFP-GluR1 陽性のシナ
プスが８um の範囲内で有意にクラスターを
形成していることが明らかとなった(|Z|	 ≥	 
4.02,	 p	 ≤	 5.7x10-5、下図参照）。つまりシナ
プス可塑性が空間的に近傍のシナプスの間
で生じやすいことを示唆している。	 

	 記憶学習
を含む高次
脳機能は神
経細胞同士
のつながり
により支え
られている。
したがって、

そのシグナル情報伝達の場であるシナプス
の in	 vivo での知見は、高次脳機能を理解す
るうえで極めて重要な手がかりとなるが、技
術的制限などの問題により解析困難である
のが現状である。その解析困難な問題の一つ
にシナプス入力・可塑性の空間的パターンが
ある。入力および可塑性を受ける樹状突起上
のシナプス配置の空間的パターンには、少な
くとも二つの可能性がある。一つは同期入力
が特定箇所に集中し、クラスターを形成して
いるという可能性。二つ目は樹状突起全体に
分散しているという可能性である。本研究で
は、独自の遺伝子改変マウスを巧妙に活用す
ることにより技術的困難を克服し、背側海馬
CA1 領域において可塑性を受けたシナプスが
クラスターを形成していることを強く示唆
する結果を得ることができた。本研究により
見いだされた現象は樹状突起における入力
の非線形的な加算に大きく影響すると考え
られ、実際の脳内で働いている神経細胞の演
算方法の理解に大きく貢献するものである。
上記の結果は、東京大学薬学研究科などとの
共同研究により、Science 誌において公表し
た。	 
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