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研究成果の概要（和文）：複雑で長い突起を持つ神経細胞では、外部からの入力に機動的に対応するために樹状
突起でタンパク質を局所合成するが、局所合成の実体には不明な点が多い。とくに、脳組織内の樹状突起内のど
こにmRNAが存在し、翻訳されたタンパク質が樹状突起内のどこに局在するかという情報は、既存の技術では得る
ことは難しい。本研究では、生体脳内ゲノム編集・分子観察技術を駆使して、脳組織内で内在性のmRNAおよびタ
ンパク質の細胞内局在を同時イメージングする方法を開発した。本研究は、多くの脳内プロセスや機能のメカニ
ズムを転写・翻訳のレベルで統合的に理解するための新たな技術基盤を提供する。

研究成果の概要（英文）：Proteins are locally synthesized in neuronal dendrites to dynamically 
respond to external inputs. However, little is known about this local protein synthesis in the 
brain. Specifically, current technologies struggle to visualize the exact localizations of mRNA and 
the translated proteins within dendrites in brain tissue. In this study, we developed a method that 
leverages in vivo genome editing and molecular labeling techniques to simultaneously image the 
intracellular localization of endogenous mRNA and proteins in brain tissue. This research provides a
 new technological platform for understanding the mechanisms of various brain processes and 
functions at the transcriptional and translational levels.

研究分野： 神経科学

キーワード： 分子イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
同一細胞における遺伝子の転写および翻訳の空間情報は、様々な生命プロセスの分子メカニズムを理解する上で
極めて重要である。本研究では、脳組織内の神経細胞で内在性に発現するmRNAとタンパク質の樹状突起での局在
を１細胞のコントラストで同時にイメージングする方法を開発した。この方法は、様々な脳内プロセスや機能の
メカニズムを転写・翻訳のレベルで統合的に理解するための技術プラットフォームを提供する。

※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 
ヒトや動物の脳内でのシナプスの変化は、神経回路の機能的な発達や学習・記憶に不可欠であ

る。シナプスの構造や機能が変化する際には、シナプス部位のプロテオームがダイナミックに変
化する。細胞体由来のタンパク質が遠く離れたシナプスまで輸送されるには時間がかかるので、
シナプス部位へのタンパク質の機動的な供給機構として樹状突起での局所合成がある。これま
でに局所合成がシナプスの可塑性に重要な役割を果たしていることはわかっているが、局所合
成の実体には不明な点が多い。 
複雑で長い突起を持つ神経細胞では、外部からの入力に機動的に対応するために樹状突起で

タンパク質を局所合成する。樹状突起内のどこに mRNA が存在し、翻訳されたタンパク質が樹
状突起内のどこに存在するのかという空間情報は、局所合成を理解する上で必須の情報である
が、既存の技術ではこのような情報を得ることは難しい。 
神経細胞では、細胞体から遠く離れた樹状突起に重要分子の mRNA が豊富に存在しているの

で、mRNA とタンパク質を同時に観察できれば樹状突起・シナプスの理解が飛躍的に進むと考
えられる。しかしながら、これまでに、脳組織内で内在性に発現する mRNA とタンパク質の樹
状突起での局在を１細胞のコントラストで同時にイメージングした例はない。β-Actin や Arc
にタグ配列を付加したマウスの系統を作製して内在性のmRNAをイメージングした例はあるが
（Park et al., Science 2014; Das et al., Science Adv 2018）、組織内の全ての細胞においてmRNA
が標識されるので樹状突起での局在の解析は難しく、さらに、マウス系統の作製に時間とコスト
がかかるためスループットが低いという欠点がある。タグ配列を付加した遺伝子配列を外来性
に発現させる研究は多いが、内在性の遺伝子発現制御とは関係なく発現させるため大抵は過剰
発現になってしまい、非生理的な実験系と言える。ゆえに、脳組織内で内在性に発現する mRNA
とタンパク質のサブセルラーレベルでの局在を１細胞のコントラストで同時にイメージングす
るための方法が求められていた。 
研究代表者はこれまでに、生体脳内ゲノム編集・分子標識技術「SLENDR」および「vSLENDR」

を開発し、脳組織内１細胞で内在性に発現するタンパク質の局在や動態を観察してきた（Cell 
2016, Neuron 2017）。この方法により、複雑な形態を示す神経細胞が高密度にひしめく脳組織
において、１細胞のコントラストで内在性タンパク質の局在・動態を高い S/N 比と解像度でイ
メージングできる。SLENDR/vSLENDR は、CRISPR-Cas9 を用いたゲノム編集技術に基づい
ており、遺伝子産物としてタンパク質のみならず mRNA も原理的には標識できる。タンパク質
よりもコピー数の少ない mRNA を高感度に可視化するために、最新の高感度 RNA 標識法と組
み合わせることで、mRNA と内在性タンパク質を脳組織内１細胞で高精度に同時イメージング
できると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脳組織内で内在性の mRNA およびタンパク質の細胞内局在を同時イメージング

する方法を開発し、mRNA およびタンパク質の局在を単一シナプスレベルの解像度で理解でき
るようにすることを目的とした。本研究で開発する方法は原理的に様々な分子にスループット
良く適用できるので、局所合成が関わる多くの脳内プロセスや機能のメカニズムの解明が飛躍
的に進むようになる。 
 
３．研究の方法 
（１）ゲノム編集によるタグ配列ノックイン 

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タグ配列を正確にノックイン
するために、SLENDR 法を用いた（図 1）。SLENDR 法では、胎生 14-15 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、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）。生後 1 ヶ月のマウスを灌流固定し、イメージングのための大脳皮質
組織切片をビブラトームで作製した。 

図１．SLENDR 法によるタグ配列のノックイン 



（２）脳組織での転写・翻訳産物の同時イメージング 
上記により、個体マウスの脳内の一部の細胞において、SLENDR 法により CaMKII の遺伝子座に

GFP タグ配列を挿入し、ゲノム編集したマウスを灌流固定し、脳薄切切片を作製した。そのうえ
で、CaMKII の mRNA を GFP 配列プローブによる高感度 RNA in situ hybridization（Wang et al., 
J Mol Diagn 2012）、さらにタンパク質を抗 GFP 抗体による免疫組織化学法を用いて蛍光標識し
（図２）、共焦点顕微鏡で mRNA およびタンパク質の樹状突起での局在を観察した。 

 
図２．脳組織での内在性 mRNA とタンパク質の同時イメージング 

 
４．研究成果 
（１）CaMKII の内在性 mRNA とタンパク質の同時顕微鏡イメージング 
 上記の方法で作製したマウスの大脳皮質薄切切片を使用して、ノックインした CaMKII の mRNA
を GFP 配列プローブによる高感度 RNA in situ hybridization で、さらにタンパク質を抗 GFP 抗
体による免疫組織化学法を用いて蛍光標識し、共焦点顕微鏡で mRNA およびタンパク質の細胞体
および樹状突起での局在を観察した（図３）。その結果、内在性に発現する mRNA およびタンパク
質の局在をサブセルラーレベルで観察できることがわかった。 

 
図３．大脳皮質 2/3 層細胞における mRNA（緑）とタンパク質（マゼンタ）の同時イメージング 
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