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研究成果の概要（和文）：高等動物の中枢神経系シナプスのマッピングは生物学・医学的に大きな意義をもたら
す。本研究は、生きた動物でシナプスを動的に可視化する手法の開発を目的とし、プローブ開発から個体への導
入・イメージングまでを行った。プローブは培養細胞で有効性を確認し、高等動物への応用を見据えながら、ま
ずは扱いが容易でシナプス研究の環境が整った線虫を対象とした。

研究成果の概要（英文）：The mapping of synapses in the central nervous system of higher animals is 
of great biological and medical significance. This study aimed to develop a method for dynamically 
visualizing synapses in living animals, and conducted a study from probe development to individual 
introduction and imaging. The probe was first tested for efficacy in cultured cells, and then 
applied to nematodes, which are easy to handle and have an established environment for synapse 
research, with an eye on the application to higher animals.

The results showed that the probe was able to visualize synapses in living nematodes in real time. 
This suggests that the developed method can be used to dynamically visualize synapses in living 
higher animals, which will provide important information for understanding the function of the 
central nervous system.

研究分野： 生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経シナプス可視化に関して、培養細胞レベルではPre/Postの結合が無くなる変異体との差ができた。そのた
め、培養細胞レベルでの一定の有用性は示せている。一方で個体では発現量の調整が難しく、有意なデータを得
るところまでは行かなかったのは今後の課題である。

※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 
神経系は神経回路の複合体であり、その全容解明は永らく神経科学の中心的課題である。これ

は神経細胞同士の結合状態（シナプス）を全てマッピングすることで達成される。半世紀前から

現在まで電子顕微鏡による解析が主流であり、30 年以上前に線虫（C. elegans）で連続切片か

ら合計約 7000 に及ぶ全シナプスが同定された。しかし高等動物では神経細胞が桁違いに多くな

り、大きさ・形状も多岐に渡る。そのため最新の人工知能技術を駆使しても、どの細胞間由来の

シナプスかを連続切片から自動追跡するのは難しく、未だに全解析には至っていない。一方、遺

伝子導入により特定細胞間のシナプスを可視化するプローブが近年に開発されている。これは

シナプス形成部位を、シナプス接着因子の結合として検出するものである。最初に、分割 GFP が

再構築して蛍光性になる事を利用し、シナプス部位で接着因子の結合を検出するプローブが報

告された（以降、分割 GFP 法：Feinberg et al. Neuron 2008; 論文中では GRASP）。同原理のプ

ローブが数報あった後、昨年に、分割した西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）によるプローブ

が報告された（以降、分割 HRP 法：Martell et al. Nature Biotech. 2016）。分割 HRP 法は酵素

反応を利用する性質からシグナルの積算ができ、分割 GFP 法と比べて発現量を少なくしても高

い SN 比で観察できる。そのため分割 GFP 法では不可能であった、微小な領域に点在するシナプ

スまでが観察できる。 

しかしこれら既存のプローブは、ある時期（一定期間）のシナプスを静的に可視化するだけで、

経時変化を追えない。一方、実際にはシナプスは動的なものであり、個体発生や学習に伴いその

位置・強度が調整される。よって、既存のプローブでシナプスの動的な情報を得るには、網羅的

に各発生時期の個体（または、異なる学習をした個体）をサンプルとして準備しなければならず、

高等動物では作業量が膨大となる。申請者はシナプスを動的に可視化するプローブがあればこ

の状況を回避できると考えた。これを開発するにあたり、まず既存のプローブが有する問題点を

以下の通り考察した。 

分割 GFP 法：再構築した分子が非常に安定なため、解離しなくなってしまう。 

分割 HRP 法：H2O2など一連の化学薬品処理が必要なため、固定試料しか観察できない。 

ヘテロ 2量体時のみ蛍光性になる緑色蛍光タンパク質 ddGFP（dimerization dependent GFP; 

Ding et al. Nature Meth. 2015）を利用しこれらの問題を解決する方法に至った。ddGFP は

DsRed を元に開発され、A・Bのペアで働く。その他の性質を以下 2つにまとめる。 

① 単量体ではA・Bともに無蛍光性だが、両者が近接しヘテロ2量体を形成すると、Aが蛍光性と

なる。A・Bともにホモ2量体は形成しない。 

② ヘテロ２量体化とその解離は可逆的かつ速やかに起こる。Kd は~10 Mで、接着因子の結

合・解離（Kd は~5 nM）を阻害しない。 
プローブは右図のように、シナプス接着因子を介
してシナプス前・後膜の細胞外に ddGFP-A・Bを提
示するものである。シナプス結合（図右）に際し蛍
光性に、シナプス解離（図左）に際し無蛍光性に、
可逆的に切り替わる。 
 
 
 
２．研究の目的 

生きた動物内でシナプスを動的に可視化する基盤技術を開発する。具体的には開発中の上記

プローブを応用し、最も扱いが容易でシナプス研究の環境が整った線虫個体で、シナプス再編・

可塑性の経時的可視化を行う。 
 
 
 
３．研究の方法 

線虫発現用プローブの作成 

本プローブは、シナプスの前・後細胞膜に局在する接着因子ニューレキシン（NRX）・ニューロ



リジン（NLG）と、ddGFP-A・Bとの融合タンパク質である。現在のプローブで用いているラット

NRX・NLG は、線虫 NRX・NLG とドメイン構造の保存性が高く、置き換えは容易である。前述の分

割 GFP 法では、静的ではあるが線虫 NLG を利用してシナプスを可視化しており、置き換えによる

問題の可能性は低いと考える。 

 

シナプス形成の可視化 

線虫は各発生段階でどの細胞同士がどこにシナプスを形成するか情報が蓄積されている。そ

こで、まず発生期の既知のシナプス形成に対して本手法を適用する。 

神経-筋シナプスの形成 神経-筋シナプスは一部に特有の構造・分子機構を有するも、基本的に

は神経-神経シナプスと共通しており、観察が容易なためシナプス形成・再編の研究に古くから

利用されてきた。線虫では運動神経 HSN と陰門筋の神経-筋シナプス形成が観察しやすく、分割

GFP 法の報告でもこのシナプスが可視化されている。本手法で HSN-陰門筋シナプスの形成プロ

セスを可視化し、過去の観察結果と一致することを確認する。 

線虫では特定のシナプスを欠失または異所発現する変異株が作られデータベース化されてい

る。HSN のシナプス形成に関わる変異株では、HSN-陰門筋シナプスの大部分が欠損し、代わりに

体壁筋とシナプスを作る。この異常シナプスの形成プロセスを可視化し、野生型で可視化したシ

ナプスが HSN-陰門筋シナプスに特異的であることの確証を得る。以降の実験でも該当シナプス

を欠失・異所発現する変異体を観察し、野生型と比較し本来のシナプスに特異的なシグナルが得

られていることを逐一確認する。 

神経-神経シナプスの形成 刺激応答に関する神経回路の介在神経 AVA は、運動神経 DA, VA に

投射している。これも分割 GFP 法で可視化が報告されている。本手法で可視化した場合も、シナ

プスの箇所が過去の報告と一致することを観察する。 

 

観察手法の最適化 
 線虫個体の観察について、十分な蛍光シグナルが確保されている場合は共焦点顕微鏡が用い
られる。今回のプローブはその特性上、微弱な蛍光シグナルを検出する必要がある。本プローブ
を線虫個体で観察するのに最適な観察系として、光シート顕微鏡を用いることを考えた。市販品
は高額なため、現有する蛍光倒立顕微鏡のステージ部分に励起光学系を設計・構築した。 
 
 
４．研究成果 
まず線虫で発現させるために既存プローブの線虫での発現を試みた。これは線虫プロモータ

を含む発現ベクターへの載せ替えだけでなく、既存プローブのタンパク質を線虫由来タンパク
質へ置き換える作業や、線虫コドンへ置き換える作業も含んでいる。線虫への遺伝子導入は、倒
立微分干渉顕微鏡下にて線虫の生殖巣へのマイクロインジェクションにより行った。そのため
の、針を作るプラー、針の先端を削るグラインダー、顕微鏡下で針を操作するマニピュレータは
ラボで現有していた。使用経験はなかったが操作はそれほど難しくなく、予想よりもスムーズに
実験を進められた。まず始めに発現量が高いプロモータとして、大壁筋に発現する myo-3 を用
い、 置き換えた各遺伝子の発現をそれぞれ確認した。また、線虫コドンへの置き換えをせずに
発現を試みたところ、発現が観られたため、これまで培養細胞で使用していた蛍光タンパク質、 
プローブのコドンのままで使用することができた。コドン最適化がほぼ必要なかったのも順調
に研究が進展した原因と考えている。 
 
次にPre/Postのプローブに異なる2種のプロモータを使い、隣り合う細胞同士に発現させた。

相互作用すると考えられる部位でのシグナルを確認することもできた。インジェクターに関し 
てはミネラルオイル方式のタイプを現有していたが、液漏れ等で操作が難しかったため空圧式
を購入したところ、非常に楽にインジェクションできるようになり、予想以上に早く実験を遂行
することができた。 
 
いくつかのプロモータの組み合わせを試して、神経-筋肉細胞間の相互作用（ニューロマスキ 

ュラー）に起因するシナプスや、神経-神経細胞間のシナプス部位でシグナルを確認することが
できた。既存していた培養細胞用のプローブと、それを線虫由来タンパク質に置き換えたものの
両方でシグナルが確認されている。  
線虫でシナプスをタイムラプスするにあたり、線虫を非侵襲的に静止させるための方法が必要
になる。調査の結果、そのための方法としては線虫がギリギリ入る程度の細溝が掘られたシリコ
ン性のデバイスや、固化性のポリマーを用いて物理的に束縛する方法が有効であると考えられ
るあるいは、光遺伝学により撮像中に線虫の動きを完全に静止することができることもわかっ 



た。近年に報告されているものがあったので必要な光遺伝学的ツールを入手し、それが線虫で働
くことも確認できた。これをタイムラプスイメージングに応用する予定でいる。  
また、発生初期ではプローブの発現量が低く、十分な明るさが得られないこともわかった。そこ
で、L1 幼生から L2幼生への成長過程で確認するはずだった、シナプスの組み換え観察に並行し 
て、より遅い時期（L3 幼生から アダルト ）にかけてシナプスが変化するものを探し、この観
察を試みることにしている。 
 
 光シート顕微鏡は共焦点顕微鏡並の分解能を持ち、微弱シグナルを
検出するために検出側の対物レンズを高 NA のものを使用することを
考えた。このためには、Water Dipping タイプの水侵レンズ
（NA0.8~1.1）を利用することが良い。将来的に観察光学系にもリレー
系を利用する可能性を考慮して倒立顕微鏡ベースの光シート顕微鏡
を設計した。倒立型で Water Dipping タイプの水侵レンズを利用する
ために、水漏れしないようなチャンバを設計し、アクリル樹脂の貼り
合わせ、あるいは全体を 3D プリントして試作した（図：光シートが
入射する面はカバーガラス、他はアクリルでできている。対物レンズ
との接触面はシリコン系のグリースあるいは接着剤で水漏れを防い
でいる）。顕微鏡の制御は micromanager および python にて行う。線
虫を断層観察するピエゾステージは 70um 範囲をクローズドループで
制御可能、かつ、micromanager および python にて制御可能なものと
して piezoconcept 社の HS1.70 を選定した。 
 
 構築した光シート顕微鏡の評価はまず、フルオレセイン溶液を光シ
ートで撮影することで行った。励起光は 488nm のレーザーを光源とし
ている。図の左から光シートが入射し右に抜けている。上は光シート
の厚み、右は光シートの幅がわかるように撮影した。より定量的な評価
としては、光シートに対して 45 度に設置したカバーガラスで光シート
を検出対物レンズ側に反射し、光シート自体の断面図を撮影すること
で行った。カバ
ーガラスは前述
のピエゾステー
ジで制御し 70um
の範囲で断面図
をスキャンし評
価することがで
きる。断面図の
FWHM（平均値±
SD）は右図の通
りになった。最
も光シートが薄
く な る 箇 所 は
44.60um の地点で、1.77um であった。この値のルート 2 倍の厚みになる 2 点距離を confocal 
parameter と呼び、シートの長さを示す。この結果では 55.60um 程度となっていた。過去の光シ
ートの報告と照らし合わせても十分な薄さと長さを持った光シートとなっていた。今後は蛍光
ビーズを測定して検出対物レンズと組み合わせた評価を行う。 
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