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研究成果の概要（和文）：精神疾患モデル動物の脳でのシナプス分子の微細配置解析に供する超解像イメージン
グプラットフォームの開発を行った。モデル動物の脳スライス標本をSTORM法で解析するための光学系や標本の
蛍光標識法を最適化した。また、超解像イメージから分子配置の特徴抽出をするソフトウェア開発も行った。モ
デルマウスの脳内各部位のSTORMによる解析からDISC1ノックアウトマウスの線条体側坐核でのドパミン受容体が
形成するナノクラスターの大きさや数の変容を明らかにした。DISC1ノックアウトマウスでのD2Rナノクラスター
の変容は抗精神病薬クロザピンの投与によって改善することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We developed a superresolution imaging platform for microscopic analysis of 
synaptic molecules in the brain of psychiatric model animals. We optimized optical systems and 
experimental conditions for the fluorescence labeling of brain slices of model animals for STORM 
imaging. We also developed software for analyzing distribution of synaptic molecules in STORM 
images. STORM analysis of various regions of brain of the model mouse revealed the change in size 
and number of nanoclusters formed by dopamine receptors in striatum nucleus accumbens of DISC1 
knockout mice. We confirmed that alteration of D2R nanoclusters in DISC1 knockout mice was improveed
 by administration of antipsychotic clozapine.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 

自閉症は、社会性や他者とのコミュニケー

ション能力や障害や強い固執傾向を示す先

天性の精神疾患である。近年の自閉症患者の

ゲノム解析によって自閉症関連分子が数百

以上同定され、これらの分子の多くは直接的

あるいは間接的にシナプス形成やシナプス

伝達制御に関係する機能を持つことが明ら

かになっている。実際、自閉症関連分子の欠

損・変異導入マウスではシナプス機能異常と

自閉症様行動が見いだされている（Moy et al. 

Mol Psychiatry, 13, 4 (2007); Won et al. 

Front. Mol. Neurosci.,6, 19 (2013)）。し

かしながら、自閉症関連分子の異常がどのよ

うにシナプス機能の異常につながっている

のかという点は未解明である。申請者はこれ

までにーベル化学賞を受賞した超解像顕微

鏡技術と神経伝達物質グルタミン酸のイメ

ージング技術を組み合わせた解析によって、

種々のシナプス分子が形成する微細配置が

シナプス機能を制御しうることを証明した。

申請者は、以上の予備的知見から「シナプス

分子の微細配置の破綻によって引き起こさ

れるシナプス機能の変容が自閉症の病態メ

カニズムである」との考えに至った。 

  

２．研究の目的 

本研究では、精神疾患モデルマウスで生じ

ているシナプス分子の微細な空間配置の異

常を検出する超解像イメージングプラット

フォームを構築する。構築した超解像イメー

ジングプラットフォームを用いて、精神疾患

関連遺伝子の改変マウスでシナプス分子の

微細配置の破綻が生じていることを証明す

ると共に、既知の精神疾患治療薬がシナプス

分子の微細構造変容に対してどのように作

用するのかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

先行研究において精神疾患様の行動が報

告されている精神疾患モデルマウスを導入

した。モデルマウスの各脳部位の凍結切片を

作製し、蛍光免疫染色標本を作製し、20nm 程

度の空間分解能を有する超解像顕微鏡であ

る Stochastic optical reconstruction 

microscopy (STORM)を用いてシナプス分子の

微細配置の可視化解析を行った。STORM イメ

ージの構築、解析に供するソフトウェアは本

課題中で開発した。 

 

４．研究成果 

シナプス分子の超分子構造解析に資する超

解像顕微鏡プラットフォームの整備 

マウスの大脳皮質、海馬、線条体、小脳で

生じているシナプス分子の配置ナノメート

ルスケールの解像度で解析するために、10～

20nm と非常に高い空間分解能を有する

Stochastic optical reconstruction（STORM）

顕微鏡を採用した。STORM イメージングでは、

標的分子を極めて高い特異性で蛍光免疫染

色で蛍光標識する必要があるため、野生型マ

ウス由来の凍結脳切片を用いて最適な凍結

切片の作成法、抗体の選定、染色プロトコル、

顕微鏡の光学系設定の最適化を行い、対象分

子に特異的な蛍光シグナルが高いシグナル

／ノイズ比で得られるようにした。 

プレシナプスに局在するシナプス小胞の

輸送・開口放出関連分子（Munc13、RIM-1、

Rab ファミリータンパク質など）、ポストシナ

プスの受容体やイオンチャネル（グルタミン

酸受容体、GABA 受容体、カルシウムチャネル

など）、スキャホールドタンパク質である

PSD95 と PSD95 との結合が報告されている分

子を対象として、蛍光免疫染色標本を共焦点

レーザー顕微鏡を用いて観察し、標本作製条

件を最適化した。条件の最適化作業において

は可視化対象分子の蛍光シグナルが見られ

る場所をBassoonなどのシナプスマーカーの



蛍光シグナルの位置と比較し、非特異的シグ

ナルやバックグランド蛍光との差について

定量的評価を行った。STORM イメージングに

たえ得る蛍光免疫染色像を与える一次抗体

が用意できなかった Munc13-1 と RIMBP2 につ

いてはマウスモノクローナル抗体を作製し、

高性能な抗体を得ることに成功した。 

続いて、STORM イメージングの条件を最適

化した。最適化した免疫染色条件でシナプス

分子を蛍光標識した脳切片標本のSTORMイメ

ージングを行った。ここでは、最適な励起波

長、光学フィルタ、用いる測定溶液の組成等

について明るい蛍光明滅が多く見られるよ

うに最適化した。超解像イメージの取得にあ

たってはSTORMイメージングでの一分子蛍光

画像データから分子の存在位置を推定する

最尤推定法を採用したアルゴリズムを GPGPU

上に実装した解析ソフトウェアを開発し、超

解像イメージの高速取得を実現した。 

実際に自閉症モデルマウスである Shank3

ノックアウトマウス（Peca et al. Nature, 

472, 437, (2011））を用いた試験的な STORM

イメージングを通じて自閉症モデルマウス

から得られた超解像イメージングデータの

解析戦略を検討した。ここでは、スキャホー

ルドタンパク質であるBassoonとグルタミン

酸受容体のGluA1サブユニットを対象として、

標本作製、イメージングを行った。対象分子

のプレシナプスのアクティブゾーンやポス

トシナプスの post synaptic density など

への集積の程度、形成される微細構造のサイ

ズや形態などのパラメーターを抽出するた

めに、超解像イメージから超分子構造の特徴

を客観的に抽出し、分子の空間分布を評価す

る Ripley の K 関数法を組み込んだ解析ソフ

トウェアを完成させた。また、複数種の分子

の超分子構造のシナプス内での空間パター

ンの比較のための光学系の設計・実装及び異

なった分子間の空間的位置関係を評価する

pair correlation 関数などを利用した空間

分布解析系を構築した。 

 

精神疾患モデルでのシナプス分子超分子構

造の解析 

先行研究において精神疾患様の行動が確

認されている DISC1 ノックアウトマウス、

Shank3 ノックアウトマウス、Nuroligin-3 変

異導入マウス、Schnurri-2 ノックアウトマウ

スの大脳皮質、海馬、小脳、線条体の脳スラ

イス標本でシナプス分子の超分子構造の変

容の検索を行った。Schnurri-2 ノックアウト

マウスの解析では海馬においてグルタミン

酸受容体GluA1サブユニットがシナプスにお

いて 80 nm 程度のナノクラスターを形成する

こと、Schnurri-2 ノックアウトマウスではこ

のナノクラスターの大きさ、数が著明に減少

していることを見出した。 

DISC1 ノックアウトマウスの解析では、線

条体側坐核においてドパミン受容体2型サブ

ユニット（D2R）が 70 nm 程度のナノクラス

ターを形成すること、このナノクラスターの

大きさ、数が野生型マウスと比べて増加して

いることを見出した。加えて、DISC1 ノック

アウトマウスの線条体側坐核のmedium spiny 

neuron のスパインの数が野生型のものと比

べて著しく減少していることも見出した。こ

こで同定したD2Rのナノクラスターやスパイ

ン形態の変容は精神疾患治療薬であるクロ

ザピンの投与によって野生型のレベルまで

回復することを明らかにした（論文準備中）。 
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