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研究成果の概要（和文）：記憶の解明には、神経細胞のネットワーク形成やその活動を調べるだけでなく、分子レベル
での動的システム的解析が必要であるが、これまでその技術がなかった。我々はゼブラフィッシュ等の脳の微小領域（
一辺1mmの立方体）を更に微細な数100のマイクロキューブ(mc)に切断し、整序して、位置情報を保存しながらシステム
的に解析するMMVマイクロアレイ技術を開発した。一方、極微量なｍｃ中のＤＮＡやタンパク質を多並列かつ高感度に
検出する系として、抗体では実現できない、ペプチドELISAアレイ（通常、ELISAは抗体を用いる）を開拓し、それに必
要な5種のペプチドペアを創製し、解析系全体の構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：For understanding the memory mechanism, not only neuron cell networks and their 
activities but also dynamic molecular systems should be elucidated. However, the latter could not be 
performed due to the lack of methodology. We have developed a novel approach to clarify the molecular 
system within an extremely small region (1mm3 of zebrafish brain) by dissecting it into minute masses and 
orderly arranging them in an MMV microarray, enabling them to be subjected to parallel and multistep 
analysis. On the other hand, a highly sensitive and parallel detection method was developed by employing 
the peptide ELISA (ELISA is usually antibody-based detection method) facilitated with an MMV microarray. 
Five pairs of novel peptides for each of MGMT, Aβ42, p38α, CREB1a and NM23 were identified and 
implemented to make up pepELISA array. Thus, we have succeeded in building up a novel methodology for the 
analysis of brain molecular systems, expecting future fruits.

研究分野： 分子生物物理学

キーワード： ペプチドエライザ　MMVマイクロアレイ　脳内分子　マイクロキューブ　タンパク質発現　ペプチドアプ
タマー　試験管内淘汰　ゲノムプロフィリング
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１．研究開始当初の背景 
 ２０１２年の時点で、fMRI などにより脳全
体の神経活性化状態をｃｍレベルの分解能で
マッピングすることができるようにはなって
いた。一方、分子レベルでは、特定の分子の
活性と記憶現象などとの関係が、チャネルロ
ドプシンなどを用いる光遺伝学により、生き
た脳のダイナミックな活性を測定可能になっ
てきていた。しかし、脳全体を分子システム
レベルで解析することはできなかった。本研
究開発は、この状況で“脳のセンサス”と称
し、i) 脳を多数の微小画分（マイクロキュー
ブ；mc）に整然と分割し、取り扱う技術の開
発, ii) 分画された mc（＝標準は、一辺が
0.1mm の立方塊）に含まれる分子群（DNA, 
RNA 群[＝トランスクリプトーム]、タンパク
質群[＝プロテオーム]）中の微量な各要素分子
を検出するための高感度分析系の確立、iii)微
量多並列な試料を多段階に処理し、高感度に
検出するための多並列多段階解析系の確立、
iv) ゼブラフィッシュ、マウスなどの高次脳機
能の発達した実験材料に対して、特に記憶学
習を実践する実験系の確立と解析などを実践
することを目指した。このことにより、予備
的研究段階ではあっても、初めて“脳のセン
サス”(換言すれば、4 次元分子マッピング)
が実現することが期待された。偶々、我々が
本研究を開始した直後に世界では、類似する
大規模なシステム的研究開発が開始している
（2013 年から米国では BRAIN Initiative；
同年、欧州では HBP；日本では 2014 年から
Brain/MINDS)。偶然、我々は科研費の基盤
研究（A）という形で独自に開始したことに
なる。 
 
２．研究の目的 
 脳活動がニューロン(神経細胞)のネットワ
ークにより実現していることが示されてきて
おり、特定の脳活動を担う脳の部位がｆMRI
法などにより、マッピングされてきているが、
その単位は神経細胞をブラックボックスとし
たものである。しかし脳活動は、現実には様々
な分子が関与してダイナミックに作用してい
る。細胞内のカルシウム濃度の変化、脂質Raft
などでの脂質膜タンパク質変化、スパインで
のアクチンの離合集散や特定のタンパク質
（CREB など）の発現量変化などの研究が進
んでいる。しかし、いわば“点”としての解
析であり、種々様々な脳機能に関して分子の
ネットワークがいかに作用しているというこ
とは別の解析が必要である。「記憶」という現
象を捉えるに際しても、多くの分子群がシス
テム的・動的に変動していることは今や当然
といえるが、それを調べる方法がこれまで存

在しなかった。すなわち、点ではなく、3 次
元的に、さらにはその時間変化を含めた 4 次
元的な解析を可能とする実験系の構築が求め
られている。本研究はこの未開の分野に足を
踏み入れるものである。 
 
  
３．研究の方法 
 研究は次の６種の要素技術の確立とそれら
の統合的応用からなる。 
１）安定的実験材料（ゼブラフィッシュ、マ
ウス、線虫）の調達 
２）脳の微小画分(mc)の作製と整序アレイ化 
３）DNA の多並列高感度検出系の確立 
４）タンパク質の高感度検出系の創成 
５）微量試料の多並列多段階解析系の創成 
６）実験材料の記憶実験系の検討 
具体的に、主として、ゼブラフィッシュを

試料とした研究の流れを述べる。 
◆1 ゼブラフィシュ養殖条件： ゼブラフィ
ッシュは 26-27˚Cにおいて，明期 14 時間－暗
期 10 時間の明暗サイクルのもとで飼育した．
胚を得る際は，明期終了数時間前に雌雄の成
魚を数匹ずつガラス玉の敷き詰められた交配
用水槽に移し，翌日の点灯後 1-2 時間でサイ
フォンを用いて胚を吸い上げてネットで回収
した．産卵直後の卵に顕微注入を行う場合は，
交配用水槽を予めプラスチック板で半分に仕
切り，明期終了 2-3 時間前に雌雄を数匹ずつ
仕切りの両側に入れた．翌日，点灯の 1-2 時
間後に仕切りを外し，その 15 分後にサイフォ
ンを用いて胚を吸い上げ，ネットで回収した．
得られた胚は 25˚C，28.5˚Cあるいは 32˚Cで
飼育した．必要な場合，回収した胚を，0.03 
g/mL 1-phenyl-2-thiourea（PTU, Nacalai tesque）
の存在下で飼育して色素形成を阻害した． 
本研究には、飼育期間 2 か月（体長 6cm）前
後のものを用いた。 
（以上、要素技術１相当）  
◆2 ゼブラフィッシュやマウスの脳から１ｍ
ｍ角の小領域を取り出し、mc)を作製した(要
素技術２相当)。 
これについては、結果の節で記述する。 
次に、これを新型マイクロアレイ MMV

（Microarray with Manageable Volumes）に
特製のニードルを用いて整序し、元の試料中
での mc3 次元的位置情報を保存しながら、こ
の後に続く微量・多並列・多段階処理を可能
とした。mc の MMV マイクロアレイ（以下、
mc アレイと略称する）を作製したことになる
（以上、要素技術２、結果の部分の図２参照）。 
 マウスの海馬についても基本的に同様に､
mc アレイを作製した。 
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◆4 タンパク質の高感度検出系
研究の中心的課題である。実験での微量試料
（全体で
パラレル）を克服するために我々が挑戦した
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用いた高感度検出系）法の新規開発である。
多くの分子に対する抗体は既に市販されて

いるが、その‘強度’、‘エピトープの異なる
2 種の提供’、‘操作性’（
したり、固定したりすること）に問題があり、
本技術には適用不可能であった（現実的には
コスト的にも桁違いに難しい）。
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術について記すと次のようになる。
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図１
機能性ペプチドをスクリーニングするた
めの方式で、
配列のペプチドを入れ、所定の機能を有す
るペプチドを選び出す方式で、２ラウンド
の操作で１００万種のペプチドからスク
リーニングできる。
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3  DNA 解析として、既に開発した
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相当）。 

タンパク質の高感度検出系
研究の中心的課題である。実験での微量試料
（全体で 10－6ｇ以下）かつ多並列（
パラレル）を克服するために我々が挑戦した
のが pepELISA（抗体の代わりにペプチドを
用いた高感度検出系）法の新規開発である。
多くの分子に対する抗体は既に市販されて

いるが、その‘強度’、‘エピトープの異なる
種の提供’、‘操作性’（

したり、固定したりすること）に問題があり、
本技術には適用不可能であった（現実的には
コスト的にも桁違いに難しい）。
本研究では脳の mc
解析のモニター分子群として、

α、MGMT、
、SOD1 を選定し、特に、前３者に関し

ては新規に標的親和性ペプチドの２種をスク
リーニングした。これらの代表として、

親和性ペプチドの取得のために実施した技
術について記すと次のようになる。

p38α親和性ペプチドスクリーニング法
本ペプチドの取得のために、全く新しいペプ
チドスクリーニング技術（“
が開拓された（図
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リーニングできる。
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の作製方式の概要
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しめされた。
◆6
の学習記憶試料の作製に関しては、研究の進
捗から、方法の検討と予備的試料の作製にと
どまったが、その検討した方法の一部を簡潔
に記す。
【ゼブラフィッシュの学習実験
とそれらをつなぐ連絡通路からなる水槽シス
テムの中に，
伝子が導入された魚個体を準備する．この遺
伝子導入魚では，
経活動を測定・可視化することができる．実
験に当たっては，一方の部屋にいる魚に赤色
ランプを提示し，反対側の部屋に逃げなけれ
ば軽い電気シ
り返して回避行動を学習させる．そうした上
で，回避行動プログラムを思い出していると
考えられる魚個体の脳での神経活動を
メージング法により解析する。
これについて
果として学習成立から短時間では（
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種の
配列のペプチドを入れ、所定の機能を有す
るペプチドを選び出す方式で、２ラウンド
の操作で１００万種のペプチドからスク
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NM23 の検出を例にして、系全体は３層（
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されるために、
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特異的結合から隔離される。
NM23検出用に予め作成可能でサンプル層（
層）のみ、新規に用意すれば、多並列の
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6 実験材料（ゼブラフィッシュやマウス）
の学習記憶試料の作製に関しては、研究の進
捗から、方法の検討と予備的試料の作製にと
どまったが、その検討した方法の一部を簡潔
に記す。 
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り返して回避行動を学習させる．そうした上
で，回避行動プログラムを思い出していると
考えられる魚個体の脳での神経活動を
メージング法により解析する。
これについて、岡本
果として学習成立から短時間では（
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明瞭な脳活動は検出されなかったのに対し，
長時間（24 時間）経過し後は，終脳背側野（外
套）にスポット状の神経活動パターンが見ら
れており，長期的に記憶された回避行動プロ
グラムがまさに読み出される過程を可視化で
きたとされている（Aoki et al.,Neuron, 2013）
この実験により、学習したゼブラフィッシュ
が得られ、我々の実験試料としうることを確
認した。 
【マウス行動テスト】オープンフィールド（新
奇環境、直径 60 cm）にマウスを入れ、30 分
間の探索行動を行わせ、その探索行動の様子
を調べる方法を開発し実践した。 
 
４．研究成果 
成果１）mc アレイの作製と DNA 解析 
 ゼブラフィッシュの脳領域のスライス
（0.05mm 厚）を作製し、さらに縦横 0.2mm 間
隔で分画したものを、100 フレーム MMV に 
移送整序したものが図３に示してある。この
状態で並列的に、細胞融解、DNA 抽出、PCR 増
幅して得た DNA 断片を GP法で解析し、近縁性
をクラスター解析したものが図４に掲げてあ
る。この結果から、MMV-GP 法で脳の微小領域
の系統的ゲノム変化を解析できることが示さ
れた。本研究に関連して、GP 法で識別される
ゲノム間の差異が塩基配列の変異によるか、
あるいは DNA メチレーションの差（エピゲノ
ム効果）かを別途調べる研究（Diwan, D.et al., 
BMC Genomics, 2014） 
から、脳内の近接した神経細胞において、ゲ
ノム塩基配列に検出可能な変異があることを
初めて証明したことになる。これはこれまで
の暗黙知としての細胞ゲノムの同一性に対し
て疑問を呈するとともに、ゲノムの系統的変
異から、細胞間の系統を明らかにする手段を
提供したことにもなる（Diwan et al., FEBS 
Lett. 2016(in press)）。今後、実験量を増す
ことにより、脳を DNA のレベルでシステム的
に理解する可能性が拓けたことになる。 
 
成果 2）標的タンパク質検出用ペプチド群の
スクリーニング結果 
 pepELISA 法で微量なタンパク質を検出する
ためには抗体を用いた通常の(サンドイッ
チ)ELISA 法で必要とする 1 次,２次抗体に相
当するエピトープの異なる２種のペプチドア
プタマーを必要とする。しかも pepELISA 法の
特徴は検出に使用するペプチドそのものを用
意する必要はなく、それをコードする 
DNA があればよい。表１にこのために新規に
用意された７種のタンパク質に対するペプチ
ドアプタマーペアをリストしてある。これら
の内、p38α、CREB1a、MGMT に対する親和性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

図３. ゼブラフィシュ脳の mc アレイの作製方法 
実験試料ゼブラフィッシュを OCT コンパウンド
に包埋・凍結し、マイクロトームで５０μｍ厚み
にスライスし、さらに LMD(レーザーマイクロダ
イセクター)で 200μｍ角に細断し、それらの 1 つ
1 つ（≒１μg）を 100 フレームの MMV（元々、
2.5cm 角に 1024 のウエルがあるが、その 1024 ウ
エルを９ウエルずつで 1 フレームとし、全体で 10
×10 のフレームに粗視化したもの）にニードルで
移送したもの。 

図４．ゼブラフィシュ脳の微小画分 mc に関するゲノム DNA
近縁性解析    

5×5 の微小画分の各々を GP 法で DNA 解析し、得られた
spiddos を用いてクラスター解析したものが A1 であり、その
近縁性をマッピングしたものが A2 である。（B）同じゼブラフ
ィシュ脳の尾部側に0.2mm離れたスライスのマッピング解析。
（C1）上記 2 結果に共通するパタンの模式化（C2）特に前後
のスライス間で、近縁性が高い mc を黄色で表示したもの。 
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