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研究成果の概要（和文）：今回神経伝達物質グルタミン酸のプレシナプスからの放出を模倣する

“ケイジドグルタミン酸の２光子励起分解法”を生体マウスに応用する方法を開発した。成体

マウス大脳皮質２／３層錐体細胞において機能的な AMPA 型グルタミン酸受容体の分布は樹状

突起スパインの体積に比例することを初めて見出した。次に大脳皮質５／６層錐体細胞の樹状

突起スパインに頻回にグルタミン酸を投与することにより、樹状突起スパインの体積の１時間

以上にわたる減少、すなわちスパイン体積の長期的可塑性を誘導することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：We developed a methodology for in vivo administration of  
neurotransmitter glutamate which mimics glutamates that is released from presynaptic 
terminals. We found that in adult mouse L2/3 pyramidal neurons, distribution of functional 
AMPA receptors on spines was proportional to the spine volume. Then we found that 
repetitive stimulation of a dendritic spine of a living adult mouse caused long-term 
shrinkage of the spine which lasted 1 hour or more. Thus we could successfully induce 
long-term plasticity of spine volume, in other words, synaptic plasticity. 
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１．研究開始当初の背景 
シナプスの可塑性の研究は培養細胞あるい
は脳スライスを用いてそれまで主に実施さ
れてきていた。しかし 2002 年に GFP を一部
の神経細胞に発現するトランスジェニック
マウスラインを用いた樹状突起の in vivo観
察が報告され(Trachtenberg, J.T. et al., 

(2002) Nature 420:788-794.; Grutzendler, 
J. et al., (2002) Nature 420:812-816.)、
以降２光子励起顕微鏡を用いたマウス大脳
皮質の in vivo観察が実現可能であることが
広く知られ、急速に発展していた。特に in 
vivoの機能（経験）の変化とその機能を担当
する神経細胞のシナプスの変化とを対応さ
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せて、マクロな機能を担うシナプスの働きを
探る研究が注目されていた。 

一方、本研究代表者が所属する研究室では
２光子励起法によるケイジドグルタミン酸
の光分解（uncaging）によって単一シナプス
にグルタミン酸を投与する技術を世界で初
めて脳スライスで実用化した。この技術を利
用し、樹状突起スパインの体積とそのスパイ
ン上に存在する機能的なグルタミン酸受容
体イオンチャネルの分布は正に相関するこ
とが当研究室の松崎・河西ら(AMPA 受容体)
および本研究代表者の野口・河西ら(NMDA 受
容体)によって示された(Matsuzaki, M. et 
al., (2001) Nat Neurosci. 
4(11):1086-1092.; Noguchi, J. et al., 
(2005) Neuron.  46(4):609-622.)。さらに
松崎・河西らは、uncaging によるグルタミン
酸頻回刺激によって培養海馬 CA1錐体細胞の
樹状突起上のスパインの体積の増加が生じ
ることを見いだし、その際長期増強が起こる
ことを報告した（Matsuzaki, M. et al., 
(2004) Nature. 429(6993): 761-766.）。 

本研究代表者はこの技術を in vivo に応用
する試みに既に着手しており、そのための基
盤となる手法の開発を行った。本研究ではそ
れをさらに発展させ in vivo のスパインにグ
ルタミン酸頻回刺激を行い、シナプス可塑性
の誘導を行うための技術開発を行った。 
 
 
２．研究の目的 

樹状突起スパインの形態可塑性を指標と
して生体においてシナプス可塑性を人工的
に誘導する条件の検討を行うのが目的であ
った。 
 
（１）低分子化合物の脳表面から脳内への拡

散の検討 
ケイジドグルタミン酸の代替物質とし

て、低分子色素が脳表面から脳内へどの程
度拡散するのかを検討する。神経細胞やグ
リア細胞、血管への取り込みのほとんど無
い 蛍 光 色 素 を 用 い て 拡 散 の 過 程 を
time-lapse imaging することにより、我々
の実験条件における、その色素の脳内の拡
散定数を求める。その値からケイジドグル
タミン酸の脳内における拡散を予測する。 

（２）機能的なグルタミン酸受容体分布の in 
vivo マッピング 
（１）で得られた情報に基づき、ケイジド

グルタミン酸を脳内に拡散させ、２光子励
起して uncaging することで、単一シナプス
と同等の体積の範囲(～1 μm3)にグルタミ
ン酸を脳内の任意の地点に投与できる。こ
れを確認する意味も込め、in vivo パッチク
ランプ記録を行って電流を記録しながら樹
状突起において網羅的にグルタミン酸投与

を行うことで樹状突起のそれぞれのスパイ
ンに分布する機能的なグルタミン酸受容体
の密度を調べる。 

（３）グルタミン酸 uncaging によるシナプス
可塑性の in vivo 誘導 
ケイジドグルタミン酸の uncaging を用い

て単一シナプスを頻回に刺激しシナプス可
塑性を in vivo で誘導する。海馬培養スラ
イスでは、0 mM Mg2+条件で 1Hz, 60 回の刺
激を加えることにより明確なスパイン体積
の増加を見いだした。In vivo でも同じ条件
での刺激を試みるほか、数種類の誘導法を
用いることで単一シナプスの人工的な可塑
性を達成し、それらを比較検討する（方法
の 項 参 照 ）。 ま た 、 Long term 
depression(LTD)誘導を in vivo において試
みる。 

（４）脳インターフェースデバイスを用いた樹
状突起長期観察 
東京大学工学部一木研究室と共同開発し

たデバイスを用いることにより、数日から
数ヶ月にわたってタイムラプスイメージン
グを行いながら任意のタイミングでケイジ
ドグルタミン酸を脳内に投与しuncagingす
ることが可能である。我々はこれを用いて
シナプス可塑性を誘導し、また、長期間に
わたって可塑性誘導刺激を断続的に加える
試みも行う（長期間の学習を模倣）。可塑性
を誘導したシナプスを最大数ヶ月にわたっ
て追跡観察する。 

（５）自然刺激によるシナプス可塑性の観察 
１次視覚野錐体細胞の方位選択性は可変

であることが報告されている。 
視覚刺激による STDP や強い刺激によっ

て方位選択性を変化させた神経細胞の樹状
突起スパインの体積変化を刺激前後で網羅
的に調べることにより、体積の変化したス
パイン同士の樹状突起上の位置関係や樹状
突起における枝単位の可塑性の有無を検討
する。 

（６）光誘導 in vivo 可塑性を用いた反応選択
性の改変 
（５）では、スパイン体積変化の観察にと

どまるが、テーマ６では、さらにテーマ３
で開発するシナプス可塑性の in vivo 誘導
法を用いることにより樹状突起の１つの分
枝全体あるいは複数の分枝の多数のスパイ
ンに可塑性を誘導し反応選択性の変更を積
極的に生じさせる。 

（７）in vivo （生体）マウス大脳新皮質錐体
細胞樹状突起スパインの収縮 
幼若海馬スライスなどで検討したスパイ

ン収縮条件を参考にして、in vivo において
スパイン収縮条件を探索する。 

 
 
 



 

 

３．研究の方法 
（１）低分子化合物の脳表面から脳内への拡散

の検討 
ケイジドグルタミン酸の拡散を調べるた

めに、ケイジドグルタミン酸に分子量が近
い化合物 Alexafluor488 その他の色素を用
いる。色素を含む溶液をチャンバーに潅流
してマウス脳内に拡散させ、それと同時に
２光子励起顕微鏡のXZスキャンなどで色素
の深さ方向の拡散を 1 Hz 程度でイメージン
グすることにより記録し、脳内拡散定数を
算出する。 

（２）機能的なグルタミン酸受容体分布の in 
vivo マッピング 
神経細胞に in vivo whole-cell 

recording(Kitamura, K. et al.,(2008) 
Nat.Method. 5(1):61-67.)を行い電流の計
測を行う。ケイジドグルタミン酸をチャン
バーに潅流し、２光子励起による uncaging
によってグルタミン酸を樹状突起に投与し
てシナプス後電位(EPSC)を発生させる。こ
れを ROI(region of interest)の各点におい
て行うことで３次元の機能的なグルタミン
酸受容体の分布を調査する（実験方法の概
要：図１参照）。 アンケイジングもここで
示したものとほとんど同様の方法で行う。 

（３）グルタミン酸 uncaging によるシナプス
可塑性の in vivo 誘導 
２光子励起 uncaging 法によるグルタミン

酸局所投与と同期して以下の各方法で樹状
突起を脱分極しNMDA受容体を強く活性化し
てシナプス可塑性(長期増強)を誘導する。 
①チャンバーの Mg2+ 濃度をゼロにする 
脳 slice では成功している方法であるが、

in vivo でうまくいかない場合は血管や脳
内の細胞から Mg2+が供給される可能性を疑
う。10% Glycerol を尾静脈から注入し血液
浸透圧を高めて間質液から血液へ浸透圧勾
配を作りイオンの流入を低減させる。ある
いは微小ガラス管を用いて樹状突起付近へ

直接ゼロ Mg2+の溶液を吹きかけ確実に溶液
置換を図る。 
②高頻度(Tetanus)・多シナプス刺激 
100 Hz, 1 sec 程度の高頻度刺激を加えて
脱分極させる。このとき光軸方向に約 10 μ
m 程度までの範囲を刺激できる２光子マク
ロアンケイジング法（Matsuzaki, M. et 
al.,(2008) J. Neurophysiol. 99: 
1535-1544.）を用いて焦点面以外に存在す
るスパインも刺激する。 
③In vivo patch clamp 条件で電流を注入
して脱分極させる。 
④視覚刺激による脱分極。 
⑤ChR2による脱分極。 
ChR2トランスジェニックマウスを用い、
uncagingに用いる波長 720 nmとは異なる波
長 860nm で樹状突起を脱分極させる。 
シナプス可塑性誘導の指標としては(２)の
結果によっては、スパイン体積を用いる。 
また、上記と同時に長期抑制(LTD)を誘導す
る試みも実施するほか、タンパク合成や
BDNFシグナルの依存性の有無等を調べて、
上記のそれぞれの誘導法の差違を検討する。 

（４）脳インターフェースデバイスを用いた樹
状突起長期観察 
脳インターフェースデバイスを用いてケ
イジドグルタミン酸を脳内に潅流し
uncaging することで、ある樹状突起にシナ
プス可塑性（スパイン体積変化）を誘導す
る。この誘導は数日以上にわたって断続的
に継続することが可能である。可塑性を誘
導したスパインの観察を３日－数ヶ月の長
期にわたって継続することにより、そのス
パイン形態がその後どのように変化するか
を検討する。 

（５）自然刺激によるシナプス可塑性の観察 
ネコの視覚野において、方位選択性の最適
方位の格子画像と、最適方位と異なる格子
画像の２種類を決められた順番で繰り返し
提示することによって最適方位が変化しう
ることが報告されている（Yao, H. and Dan, 
Y. etc.）。そこで、麻酔下あるいは覚醒マ
ウスを用い同様の実験パラダイムを用いて
神経細胞の最適方位の変更を生じさせる。
最適方位の測定には電極あるいはカルシウ
ムイメージングによる活動電位の検出を用
いる。最適方位の変化を生じる前後で樹状
突起を観察し、スパイン形態を精査するこ
とにより最適方位の変更に貢献したと予想
されるスパインを特定する。このスパイン
の分布・あるいは可塑性誘導前の形態等を
検討することにより樹状突起における演算
メカニズムの考察を行う。 

（６）光誘導 in vivo 可塑性を用いた反応選択
性の改変 
上記（３）で開発した方法を用いて樹状突

起上の複数のシナプス（スパイン）に可塑



 

 

性を誘導することにより視覚野において方
位選択性の最適方位を変更するプロトコー
ルを開発する。例えば、樹状突起のひとつ
の分枝に集中してシナプス可塑性を導入す
れば効率的に最適方位を変更できる可能性
がある。 
最適方位を検定する手段として、我々の実

験セットで AM体カルシウム指示薬を 2/3層
錐体細胞へ in vivo で導入できることは確
かめている。また、エレクトロポレーショ
ン（電気穿孔）法によって単一の神経細胞
に直接カルシウム指示薬を導入することも
成功している。同様の操作により、Cameleon
等のタンパク質カルシウム指示薬の使用も
考えている。 

 
 
４．研究成果 

（１）低分子化合物の脳表面から脳内への拡散
の検討 
まずケイジド化合物のような低分子量の

化合物が脳内にどのように拡散していくか
を分子量が同等の蛍光分子 Alexa fluor 488
を用いて調べ、脳内の濃度を推定した。ま
た、色素の蛍光強度を脳外と脳内で比較す
ることにより脳内の細胞間隙の割合を推定
した。これは、カリウム電極や電子顕微鏡
による結果とほぼ一致した。これにより脳
内ケイジド化合物投与の基盤が整った。 

（２）機能的なグルタミン酸受容体分布の検討 
次に、実際にケイジドグルタミン酸を必要

な濃度脳内に拡散させ、２光子励起法を用
いてそれぞれの単一スパインにグルタミン
酸を投与した。これにより、大脳皮質２／
３層錐体細胞樹状突起のそれぞれのシナプ
スの機能的なグルタミン酸受容体の密度は
スパインの体積に比例することが世界で初
めて生体マウスで確認できた（図２） 

（３）グルタミン酸投与によるシナプス可塑性
の in vivo 誘導 
上記の結果から、機能的なグルタミン酸受

容体の密度はシナプスの形態（スパイン体
積）から推定できることがわかった。そこ
で、我々はスパイン体積を指標にして、頻
回刺激による可塑性の誘導を試みた。その
結果、１時間以上にわたるスパイン体積の
縮小を in vivo で誘導することに成功した。
単一スパインの可塑性を in vivo で生じさ
せた報告はまだ無く、将来的な治療への応
用や脳内の計算メカニズムの解析につなが
る成果と考えている。 

（４）脳インターフェースデバイスを用いた樹
状突起長期観察 

東京大学工学部一木研究室と共同開発し

たデバイスを用いることにより、数日から

１週間にわたって薬剤を一定濃度投与した

条件下で、大脳皮質樹状突起スパインの変

化を経時観察した。 

NMDA 型グルタミン酸受容体阻害剤存在下

や Enriched Environment(EE)等でスパイン

新生率あるいはスパイン消滅率が人工脳脊

髄液(ACSF)を潅流したときと異なることを

見出した。 

（５）自然刺激によるシナプス可塑性の観察 
（６）光誘導 in vivo 可塑性を用いた反応選択

性の改変 
これらのテーマは実施することができな

かった。 

（７）in vivo （生体）マウス大脳新皮質錐体

細胞樹状突起スパインの収縮現象のメカニ

ズム解明のため、一旦培養脳スライスの系

に立ち戻り解析を行った。我々はアクチン

線維を切断するタンパク質である cofilin

をパッチピペット等を用いて神経細胞に注

入するとスパインが収縮することを見出し

た。また、LTD条件刺激によるスパイン収縮

は周囲のスパインに影響を与えて、周囲の

スパインも収縮させることを見出した。

cofilin タンパク質がスパインの収縮の周

囲のスパインへの拡散と深く関係している

と考えて解析を現在も進めている。 
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