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研究成果の概要（和文）：神経細胞は、シナプスを介した電気的な信号伝達により、学習記憶な

どの機能を発揮する。しかしながら、学習記憶などの高次機能において個々のシナプスがどの

ように機能しているかなどはまったく不明であり、シナプスレベルで脳情報を解読する技術は

存在しない。本研究はシナプス機能に重要な AMPA 受容体を、光で特異的に機能破壊できる新技

術を世界で初めて開発し、脳情報の解読に向けた基盤技術を確立した。 

 
研究成果の概要（英文）：Neurons communicate with each other by electronic signals through 
synapses to exhibit the brain function. Function of each synapse was not identified in 
learning and memory, however, technology of brain decoding at synaptic resolution was 
not exist. In this research, we developed a light induced loss of function technology 
for AMPA receptors that is important for synaptic function. 
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１．研究開始当初の背景 

  LTP（長期増強）はシナプスに短い間連

続刺激を与えたときに、数時間以上の長い時

間シナプスの応答効率が上昇することであ

り、記憶の基本メカニズムと考えられている。

この際誘導される重要な分子機構の一つに

AMPA 受容体のシナプスへの移行がある。AMPA

受容体は主に GluR1～GluR4 の 4 つのサブユ

ニットをもつイオン透過性のチャネルであ

るが、成体の海馬においては多くが GluR1/2

および GluR2/3 のヘテロ 2量体を形成してい

る。申請者の所属する研究室ではこれまでに、

GluR1/2 は in vivo において経験依存的にシ

ナプスに提示されるが、GluR2/3 は恒常的に

シナプス移行を繰り返す（Takahashi ら 

Science 2003)ことを明らかにした。さらに

LTP 誘導後 GluR1/2 がまずシナプス膜へ移行

し、その後 GluR2/3 に置き換わることから、

GluR1/2 が記憶の獲得、GluR2/3 が記憶の維

持を行うとの仮説を立てることができた

（Malinow ら Curr Opin Neurobiol. 2000)。

それでは各サブユニットの生理機能を in 
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vivo で解明するにはどうすればよいだろう

か？これまでにノックアウトマウスが精力

的に作製されたが、発生初期から遺伝子その

ものが無いため解釈に困る場合が多い (Jia 

ら Neuron 1996 など)。よって残念ながら現

在のところ、そもそも記憶の獲得が出来ない

のか？維持が出来ないのか？という重要な

ポイントを区別して解析することは極めて

困難と言える。以上から私は、AMPA 受容体の

シナプス膜への移行の生理機能を解明する

場合、一度学習後に様々な時間経過において

それぞれの受容体機能を acuteに機能破壊可

能な新技術が重要であると考えた。   

 Acute にタンパク質機能を破壊する方法と

して、CALI（chromophore assisted light 

inactivation）法がある。これは光照射依存

的に活性酸素を放出する、光増感物質を用い

る手法である。ところが従来用いられる光増

感物質マラカイトグリーンは大出力のレー

ザーが必要であり、さらに励起波長が 600nm

以上と長いことから、深部での刺激を可能に

する 2光子励起には向いていない。また近年

用いられるフルオロセインは一重項酸素産

性能が低いため、より高効率で CALI を可能

にする光増感物質が求められた。これに対し

て、申請者はこれまでに CALI に関する基礎

的な研究を進め、高効率で CALI が可能な光

増感物質としてエオシンを見いだし、β-ガ

ラクトシダーゼの酵素活性を acuteに破壊す

ることに成功している（Takemoto et al. ACS. 

Chem. Biol. 2011）。さらにエオシンの細胞

内ラベル化技術を開発し、細胞内分の機能破

壊も可能にした。 

このように私はこれまでに、光により一重

項酸素を発生する光増案物質を用いたタン

パク質機能破壊の新技術について研究を重

ねてきた。本研究ではこの技術を AMPA 受容

体に適用することで、世界にさきがけて新し

い解析を可能にすることを目的とする。本提

案は、「in vivo における記憶の消去を 1スパ

インレベルで可能にする新技術」の基礎とな

る研究であり、将来的にはトラウマや薬物依

存症、アルコール依存症などの望まない記憶

や習慣の消去にもつながると期待できる。 

 

２．研究の目的 

 以上のような背景から、私は AMPA 受容体

のシナプス膜への移行の生理機能を解明す

る場合、一度学習後に様々な時間経過におい

てそれぞれの受容体機能を acute に機能破壊

可能な新技術が重要であると考えた。本提案

はこれまで開発した CALI に関する基礎技術

を応用して、光操作による AMPA 受容体の

acute な機能破壊技術を開発し、将来的には

in vivo における「記憶の消去」を１スパイ

ンレベルで可能にする革新的新技術の基礎

を確立するものである。 

in vivo で応用可能な分子機能破壊技術と

して、遺伝子破壊法や RNAi 法がある。両者

ともに時空間的に自在に制御できる方法で

はないため、前述の通り記憶獲得維持のシス

テムを in vivo で理解することは困難である。

CALI 法は光照射依存的に活性酸素を放出す

る、光増感物質を用いる手法である。光増感

物質から放出された活性酸素により、ごく近

傍に存在する標的タンパク質が酸化・立体構

造破壊され、強光照射依存的な機能破壊が可

能となる。本提案で用いる新規光増感物質エ

オシンは、一重項酸素を産生するが、その拡

散半径は約 10nm であり標的タンパク質の特

異的な機能破壊が可能である。以上から本提

案の有する独創性とは、「光操作によって AMP

Ａ受容体の acuteな機能破壊を初めて達成可

能」な点である。現在までに薬剤を海馬に注

入して記憶の消去を目指す研究があるが

(Pastalkova ら Science 2006)、薬剤を in 

vivoで1スパインレベルで作用させることは

極めて困難である。それに対して我々の研究

では、将来的に in vivo において、1 スパイ

ンレベルで「記憶の消去」を acute に誘導で

きるというのが最大の意義である。例えば A

という記憶を与えた場合、どのスパインにあ

るどの AMPA 受容体が如何なるパターンでシ

ナプス移行するのか？どのスパインで機能

破壊すれば記憶は消去できるのか？を解析

することで、将来的には学習記憶の分子シス

テムの解明につながると期待できる。 

 
３．研究の方法 

まず培養細胞系にて、膜表面に提示された

AMPA 受容体に対してグルタミン酸を添加し

て発生する AMPA 電流について、acute な機能

破壊を可能にする新技術を開発する。共発現

した NMDA 受容体に対する本技術の特異性も

合わせて電気生理学的に解析する。 

次に海馬分散培養系において、グルタミン

酸刺激により誘導される AMPA 電流について、

同様に機能破壊できるかを電気生理学的に

確認する。 

以上の結果を踏まえて、さらにシナプスに

おいて本技術が機能するかを解析する必要

がある。海馬分散培養系において、電極刺激

により発生する AMPA 電流について、同様に

機能破壊できるかを解析する。また NMDA に

対して、本技術の特異性を電気生理学的に解

析する。 



 

 

 
４．研究成果 

 イメージングと同時に任意のタイミング

でタンパク質機能を破壊する技術の開発は、

イメージングで得られたシグナルパターン

の生理的意味を解明するために不可欠な方

法論であると考えた。本研究では学習記憶に

重要な AMPA 受容体の N 末端に GFP を付加し

た GFP-GluR1 をターゲットに、光制御にて

GluR1 の機能破壊を誘導する新技術の開発を

進めている。研究開始までに既に AMPA 受容

体を光により機能破壊可能な抗 GFP抗体は既

に一種類取得済みである。一年目はこの抗体

の基本機能を解析と、抗 GFP 抗体スクリーニ

ングをさらに進めた。GluR1 発現 CHO 細胞に

て本抗体を添加しても、GluR1 の amplitude

には影響を与えず、光を照射して初めて機能

破壊が誘導されることを示した。さらに光照

射によって Access Resistance などのパッチ

クランプ時の電気生理学的特性には影響を

与えていないことも示した。抗体の特異性を

示すためには、異なる複数の抗体で同じ

phenotype がでるかを確認する必要がある。

上記と平行して GluR1 を光にて機能破壊可能

な抗体のスクリーニングをさらに進めた。こ

れまでに、従来の抗体と同程度の効率で機能

破壊が可能な抗体を２種類取得した。 

 以上のように一年間までに、GFP融合 GluR1

に対してエオシンラベルした抗 GFP抗体を用

いて CALI による光照射依存的機能破壊の技

術開発に成功した。２年目は本技術の特異性

等について解析を進めた。まず CHO 細胞に

GFP-GluR1 と NMDA 受容体（NR1A/2B）を共発

現し、グルタミン酸添加による AMPA 電流及

び NMDA 電流を測定する実験系を構築した。

この実験系にて CALI の前後で機能破壊の特

異性と解析したところ、AMPA 電流のみを特異

的に機能破壊することが分かった。さらに海

馬初代培養ニューロンにおいても同様な高

い特異性が認められた。これらの実験はグル

タミン酸添加によるものであり、シナプス性

電流を抑制した結果であるかは不明である。

さらに本事件で使用する抗体がシナプスク

レフトに入り込むかも大きな問題となる。そ

こで海馬初代培養ニューロンを培養したカ

バーガラスに刺激電極を設置することで、神

経細胞間にシナプス電流を発生させる実験

系を構築し、CALI の効果を解析したところ、

光照射依存的に AMPA 電流のみが特異的に抑

制できることがわかった。以上からエオシン

ラベルした抗体は、シナプスクレフトに入り

込み CALI が可能であることが示された。 

また内在性の GluR1 については一年目より

スクリーニングを続けた。細胞外ドメインに

ついて２つのエピトープを設定し、東大浜窪

研と共同でモノクローナル抗体の作製を進

めた。N 末端に非常に近いエピトープ１では

残念ながら、CALI ができる抗体は得られなか

った。２年目はもう少し C末端よりのエピト

ープに関して、モノクロ抗体を取得した。こ

のエピトープに対する抗体は、ウエスタンブ

ロット/IP ともに非常に良い性能を示し、し

かも生きた細胞のまま GluR1 に結合すること

が分かった。現在 CALI が可能かのスクリー

ニングを続けている。将来的には in vivo で

使用する抗体を取得し、各種疾患の革新的治

療に応用したいと考えている。 
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