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研究成果の概要（和文）：学習時にシナプス前細胞内でcAMP濃度が上昇するものと仮定されている。しかし、実際にcA
MP濃度が上昇するのかは、これまでわかっていないかったで、モノアラガイ単一神経細胞を用いて検証することを目的
とした。測定方法としては、cAMPセンサータンパク質によるイメージング法ならびにcAMPの抗体による超高感度ELISA
法を用いた。イメージング法は残念ながら成功しなかった。一方、ELISA法については細胞内のcAMP濃度は10�8 mol/ce
llくらいが定量できれば十分なはずであることがわかり、実際に今回のチャンピオンデータとしては、単一ニューロン
でのcAMPは可能であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：It has been hypothesized that cAMP concentration would be increased in a presynapt
ic neuron in the brain during the learning process. However, nobody has succeeded in measuring this cAMP c
oncentration in a single neuron. To address this issue, we attempted to develop the measurement system in 
the key single neuron of the pond snail Lymnaea stagnalis. When we applied the super-sensitive measurement
 method by combination of an ELISA method and an enzymatic cycling method, we clarified that the cAMP conc
entration can be measured in a single neuron. We should continue to examine the change in this cAMP concen
tration in a single neuron in the brain by a learning procedure.
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１．研究開始当初の背景 
 本研究代表者は、脳の構造が簡単で神経細
胞の数が少なく、しかし、脳高次機能の研究
に最適な動物である軟体動物腹足類のヨー
ロッパモノアラガイ（Lymnaea stagnalis）
を用いて、その脳高次機能変化の一つである
「学習記憶機構」について研究を続けてきて
いる。モノアラガイでは、学習記憶機構の鍵
を握るキー・ニューロン（Cerebral Giant 
Cell：CGC）を以前に同定している。この
CGC 単一神経細胞をシナプス前細胞として、
それに続くそしゃく運動を司どる CPG
（central pattern generator）の神経細胞を
シナプス後細胞とした回路で、シナプスの長
期変化が起こることがわかった。そこでわれ
われは多くの動物で示されている通り、学習
時にシナプス前細胞内で cAMP 濃度が上昇
するものと仮定した。実際に軟体動物腹足類
でも、「脳全体」では cAMP 濃度が上昇して
いることがわかっている。 
 学習記憶機構を人為的にミミックするた
めに、このシナプス前側の CGC 単一神経細
胞内で cAMP 濃度を人為的に上昇させてみ
た。その結果、A キナーゼが活性化し、ひい
ては転写因子 cAMP response element 
binding protein （CREB1、転写促進型）の
活性化が起こり、結果として、学習記憶の生
理学的応答を再現できることがわかった。ま
た，われわれは細胞１個中の mRNA の定量
方法の開発に成功しており、実際に CGC 単
一神経細胞１個において、CREB1 に加えて
CREB2（転写抑制型）の mRNA を定量する
ことができた。しかもそれらの mRNA 量は
学習によって変動することも示された。しか
しながら、本研究者らを含めて世界中の研究
者が、学習記憶機構を人為的にミミックする
ために、シナプス前細胞内で cAMP 濃度を人
為的に上昇させているが、本当に学習に伴っ
てこのシナプス前細胞で cAMP 濃度が上昇
するのかは、誰も示すことができていないの
が現状であった。 
 
２．研究の目的 
 「学習時に脳内の単一神経細胞内で cAMP
濃度は本当に上昇するのか？」この問題をモ
ノアラガイ単一神経細胞を用いて検証する
ことを目的とした。 
 実験動物としてモノアラガイを使うとこ
ろに大きな特色がある。モノアラガイは個体
行動の変容が観察でき、その上で脳内の単一
神経細胞からのデータ収集が可能である。つ
まり、モノアラガイを使えば、学習に伴う行
動変容と脳内の単一神経細胞内 cAMP 濃度
の上昇とを合わせて記録できる。学習に伴う
cAMP の濃度上昇を、脳内の単一神経細胞内
で測定した論文はこれまでにない。また、こ
の方法が確立できれば、脳神経科学分野のみ
ならず、発生学、内分泌学や免疫学など、
cAMP のシグナルトランスダクション経路
が重要視されている分野で、すぐに応用可能

であることに、重要な意義がある。 
 これまでに学習・記憶研究においても、ラ
ジオアイソトープを使った脳全体での cAMP
濃度上昇は記録しているが、学習時に研究者
が標的としている脳内の単一神経細胞内で
cAMP 濃度が本当に上昇しているのかは、誰
も示せていない。われわれの研究が成功すれ
ば、神経情報伝達解析のための新たなツール
が提出されることになり、その学問的または
経済的効果は大きいと考える。 
 
３．研究の方法 
 研究の方法は次の２種類を試みた。 
（１）cAMP センサータンパク質によるイメー
ジング法の適用 
cAMP セ ン サ ー タ ン パ ク 質 で あ る

Epac1-camps を、モノアラガイの学習記憶に
強く関与する単一神経細胞に導入し、その神
経細胞内の cAMP 濃度を定量測定できるよう
に 、 シ ス テ ム の 開 発 を 試 み た 。 こ の
Epac1-camps は慶應義塾大学の岡浩太郎教授
より譲渡いただいた。 
 Epac1-campsはFRETを利用したイメージン
グ実験である。そして単離脳標本を用いた学
習成立時に、cAMP が本当に単一神経細胞内で
上昇することを証明しようとした。 
 はじめに、モノアラガイの単一神経細胞に
発現ベクターを導入して発現させるのか、ま
たは、タンパク質を人工的に発現させておい
て、それを細胞に導入し、高感度で微量検出
できるように、イメージング装置を改良して
行くのか、このどちらの方法で研究を進める
のかを決めた。 
 
（２）cAMP 抗体による超高感度 ELISA 法の適
用 
 cAMP を超高感度でかつ定量性を出すため
の測定法として、「ELISA 法のサンドイッチ
法」を適用することも考えた。この ELISA で
得られる値をさらに高感度にするに、「酵素
サイクリング法」という基質の増幅法を組み
合わせた。そこで、本研究では、「ELISA 法と
酵素サイクリング法とを組み合わせる」こと
によって、超高感度での定量化を達成しよう
とした。成果のところで、この方法について
の詳細を説明する。 
 
４．研究成果 
（１）cAMP センサータンパク質によるイメー
ジング法の適用 
 最初に、発現ベクターをモノアラガイの単
一神経細胞に導入して発現させる実験は、い
ろいろと条件を変えて試したみたものの成
功しなかった。 
 次に、Epac1-camps を大腸菌で発現させる
ための至適条件の検討を行い、これを決定し
た。そして、大腸菌をソニケーション破砕し
た上清から Epac1-campus を精製し、それが
cAMP センサータンパク質として機能するこ
とを確認した。 



 予想通り cAMP が結合していないときは
FRET が起こり YFP の蛍光強度が強い。しかし
cAMP が結合すると、YFP の蛍光強度が小さく
なることが確認された。すなわち CFP と YFP
の強度比の変化が cAMP の濃度依存的に変化
することが確認された（図１参照）。これは
in vitro では、大腸菌で発現・精製した
Epac1-campus が、十分に cAMP を計測可能で
あることを示している。 

 
図１．cAMP の濃度依存的に変化する蛍光強度
比（CFP/YFP） 
 
次に、モノアラガイの味覚嫌悪学習で重要

な役割を果たすそしゃく運動に関する介在
ニューロン（CGC）に対して、発現タンパク
質の Epac1-camps を注入した。この場合の標
本は単離脳であり、現在はこの単離脳にフォ
ルスコリンを作用させて cAMP 濃度を上昇さ
せた場合を計測してみた。 
しかし、この発現タンパク質をニューロン

内に注入して cAMP を測定する実験もいろい
ろと条件を変えて試みたが、成功しなかった。 
そこで、測定方法を次のELISA法に変えた。 

 
（２）cAMP 抗体による超高感度 ELISA 法の適
用 
まずは極微量の cAMP を、しかもたった１

つの細胞内で測定するための測定方法の開
発を手掛けた。 
ELISA 法は反応時間に対して得られるシグ

ナルは線形である。また同じく、酵素サイク
リング法も線形である。しかし、図２に示す
ように、これら２つを組み合わせると、反応
時間に対してシグナルは２次関数的に急激
に変化することになり、すなわち超高感度化
が望める。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．ELISA 法と酵素サイクリング法とを組
み合わせた超高感度測定法の原理 
 
測定の基本は ELISA 法であるので、抗原抗

体反応を用いている。つまり特異的な抗体が
必要である。本来、ハプテンである cAMP は
抗体の作製が困難であるが、最近、抗体メー
カー数社から cAMP に対する優れた抗体が市
販されており（アブカム社）、しかもこれが
ATP などには反応しないことがわかっている
ので利用した。また本研究者は、この抗体を
用いて、免疫組織化学実験も成功している。 
そこで、ELISA 系と酵素サイクリング系の

両方の相互干渉など、全体的な至適条件を決
定する必要があった。すなわちどのような pH
やどのような温度が測定にとって最適であ
るのか等、その調整に時間を要した。本研究
者らの方法は超高感度であるから、抗体等に
なにか別の酵素や基質が極微量でも含まれ
ていると、それが結果に大きく作用する。つ
まりこのようなコンタミがあった場合の除
去についても、われわれは慎重に対応しなけ
ればならなかった。 
 その結果、次の成果を得た。細胞内の cAMP
濃度は、一般的にはベースレベルで 10-9 
mol/L くらいだと見積もられていたので、１
つの細胞あたりだと 10-18 mol/cell くらいの
cAMP の個数が定量できれば十分なはずであ
る。本研究者の方法では 10-20 mol/cell が定
量限界であるので cAMP は測定できると見込
んだ。実際に、チャンピオンデータとしては、
単一ニューロンでの cAMP は可能であること
が分かった。しかしながら、その再現性（つ
まり CV 値）などについて、今後まだ検証を
続ける必要があり、かつ、実際に学習時に
cAMP 濃度が単一ニューロンで上昇するのか
は、今後の検討が必要となった。今後、必ず
この方法を用いて研究を成功させたい。 
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