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研究成果の概要（和文）：長期記憶の形成に遺伝子発現の動員が必要であるがその動態が解明されていない。本研究は
、記憶形成に伴う脳内遺伝子発現変化の可視化技術基盤の開発を目的とし①ON-OFF制御可能な新規RNA プローブを生体
内への高効率・低侵襲性デリバリー法の最適化；②線虫やマウスをモデル動物として用いたin vivo定量的・動的RNA計
測法の確立；③記憶形成に伴う遺伝子発現制御を特定の神経細胞で検出できる画期的な技術の開発を行った。本研究で
確立した新規RNAイメージング法は既存技術と比較しても、RNAターゲットにおける遺伝子操作の必要がないや検出感度
が高いなど記憶時のRNAイメージングに適する技術である。

研究成果の概要（英文）：De novo transcription is required for long-term plasticity and lasting memory form
ation. We are developing live-cell RNA imaging techniques to visualize RNA dynamics in a living and functi
onal neuronal circuit where memory information is stored. To do so, we have delivered light-on probes into
 the living mouse cerebella and imaged RNA molecules at single cell level. Curiously, we have observed spa
tial organization of RNA molecules that are concentrated at specific intranuclear foci. We are currently o
ptimizing the system to apply the imaging method to memory studies.    
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１．研究開始当初の背景 

長期記憶形成に伴って発現される遺伝子は
数多く報告されてきたが、その同定には、
脳の記憶関与部位における遺伝子群の変化
をmicroarrayなどの網羅的手法が用いられ
てきた。しかし、このような手法は多くの
細胞をサンプルに必要とするため、「平均化
された」遺伝子群の変化しか解析できず、
個々の細胞に関する情報を得ることは困
難である。ところが、個々の細胞は精神・
記憶活動に対してそれぞれ異なる応答を示
し、「平均化された」遺伝子群の変化は特
定の神経細胞における遺伝子発現や神経
回路の改変機構を反映していない。また、
記憶形成には転写後制御が盛んにかつ動的
に行われることが示されているが、このよ
うな制御機構を時・空間的に評価できる実
験手法を確立し、詳細を明らかにするニー
ズに応える背景に本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、記憶形成に伴う脳内遺伝子発現
変化の可視化技術基盤の開発を目的として
設定した。そのために、①ON-OFF 制御可
能な新規 RNA プローブを生体内への高効
率・低侵襲性デリバリー法の最適化；②線
虫やマウスをモデル動物として用いた in 
vivo 定量的・動的 RNA 計測法の確立；③
記憶形成に伴う遺伝子発現制御を特定の神
経細胞で検出できる画期的な技術の開発を
行うという 3つのステージを順番に達成し
ていく計画を立てられた。 
 
３．研究の方法 
これまでに申請者が化学者達と共同開発し
てきた高特異性・高感度で RNA 検出可能
な蛍光プローブを用い（Wang et al., 2011; 
Ikeda, Wang et al., 2011a, b, c）、RNA検出技
術をより発展させ、in vivo脳で単一細胞レ
ベルでの RNA 制御の可視化に焦点を当て
た。モデル系として生きたマウスの小脳を
用い、光化学と分子生物学実験をハイブリ
ッドさせることによって、RNAの「時・空
間」制御を生きた組織で観察、計測ができ
る蛍光イメージング手法を開発した。具体
的には 4項目について研究を進め、以下の
成果が得られた。 
 
４．研究成果 
4-1. プローブの安定性や合成の簡易さに
ついて改良が行われた (Okamoto et al., Org 
Biomol Chem, 2012)。 
4-2. 生体内への高効率、低侵襲性のデリバ
リー法を樹立した。一般的に DNA/RNAオ
リゴの生体内への導入は血液の循環システ
ムを利用する。しかし、この方法で導入さ
れた核酸オリゴは脳内に到達できないので、
本研究では、発生生物分野で普及した in 
vivo electroporation (電気穿孔法)を導入して

麻酔したマウスの小脳へプローブを導入し
た。この場合、プローブは>30%の確率で顆
粒細胞への導入ができた。この確率はセル
ラインで樹立した導入法に及ばないが、電
気穿孔法で DNA を導入した場合よりは高
い。 
4-3. in vivo ラベルの正確さ、ターゲット
RNA に対する機能の影響、導入された細
胞への悪影響を検討した。ターゲット RNA
の発現レベルや機能を定量的に確認したと
ころ、いずれにおいても阻害が認められな
かった。つまり、プローブによるターゲッ
ト RNA の機能阻害がない。さらに、生体
内での RNA labeling実験データーを解釈す
るためにラベリングの正確さは蛍光が発さ
れる場所とターゲット RNA が存在すべき
場所と一致した観察結果から示唆された。 

本研究で確立した新規生体内 RNA イメー
ジング法を記載した論文は現在投稿中であ
る。世界的にみても、生体内あるいは組織
における 1細胞の RNAイメージング技術
が極めて少ない。本研究は既存する RNA
ライブイメージング技術と比較しても、い
くつかの優位性が挙げられる。1.ターゲッ
ト RNA にラグなどをつける必要がない。
したがって、タグによる予期せぬ影響やつ
けるに必要な実験ステップの必要がない；
2. S/N比が高い。プローブの消光効果によ
って、ノイズが大幅に軽減されている。3. 
簡単にほかの動物モデルや違う種類の
RNA 分子へ汎用できる。4. 発光のスイッ
チオン時間が短く、発光が長く持続する。
5. 導入細胞における細胞毒性が低い（な
い）。 

神経活動を測定する手法は今までに開発さ
れているが、in vivo 内在性 RNA制御をイ
メージングする手法は神経科学に止まらず
皆無であることを強調したい。現状の神経
科学の分野においては、複雑な神経回路で
の遺伝子発現解析が非常に困難なことが
問題となっている。申請者は本研究で樹立
した RNA イメージング法を用いてアメフ
ラシ由来の感覚細胞—運動細胞神経回路で
記憶関連遺伝子 sensorin の検出を試みた
ところ、プローブのターゲット認識の特異
性が認められなかった。つまり、ターゲッ
ト RNA 以外の分子に反応してプローブが
光り出すことが観察された。正確にターゲ
ット遺伝子を検出するためにより高い S/N
比が要求されることが明らかになった。 

今後の研究の方向性としては、学習に伴い
発現が変化する遺伝子ターゲットを認識す
るプローブを複数種類作成して線虫やマウ
スの神経回路で検出特異性や効率について
検証していく予定である。本研究は光化学
に立脚した最新鋭のプローブ技術を明確な
神経回路における特定した神経細胞で可視
化するという斬新なアプローチで今まで極



めて困難とされてきた技術の実現に着実に
近づいたが、記憶に関わる RNA 可視化基
盤技術として、実用するためにはシステム
の最適化が必要であることも明らかになっ
た。 
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