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研究成果の概要（和文）：我々は強化増大した樹状突起スパインシナプスを特異的に標識するASプローブを構築
し、運動学習が増強・新生スパインに依存することを操作的に証明し(Nature 2015)、ケタミンの抗うつ作用に
前頭葉のスパイン新生が関与することを明らかにした(Science 2019)。同様な標識手法が軸索にも応用可能であ
り、増強スパインに入力するシナプス終末であることがわかってきた（未発表）。条件学習のドーパミン過程に
ついてシナプスレべルではD1細胞のスパインが増強すること(Science 2014)、また、弁別学習の際にはD2細胞の
スパインが増強し、それが弁別学習に関与することを明らかにしつつある(未発表)。

研究成果の概要（英文）：We have developed the synaptic probe (AS-probe) that can label and erase the
 labeled dendritic spines by blue laser irradiation. Using AS-probe, we have operationally shown the
 involvement of spines in motor learning in the motor cortex (Nature 2015) and anti-depressant 
effects of spine generations in the prefrontal cortex by s-ketamine (Science 2019). We are extending
 our technique to presynaptic boutons (in preparation). We also studied the cellular mechanisms of 
the reward classical conditioning, and found that the spine enlargement of D1 neurons can explain 
the reward timing found in earlier works (Science 2014). We have also clarified that discrimination 
learning involves spine enlargement of D2 neurons, and is impaired in psychotic symptoms which can 
be ameliorated by D2 antagonist (an antipsychotic drug), pointing to a new understanding of D2 
receptors (in preparations).

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心を育む脳の働きは神経回路の電気化学的活動で起きると信じられている。しかし、学習するときには、これに
加えて神経を繋ぐシナプスが運動することを我々は見出し、これが運動学習、うつ症状など個体レベルで使われ
ていることを証明した(Nature 2015, Science 2019)。また、条件付け学習の際には、脳内報酬信号であるドー
パミンは適切なタイミングで神経から放出されれば記憶を強く促す作用があることを明らかにした(Science 
2014)。この個性的に運動する脳の描像は我々の個性や病気を理解する新しい鍵となるであろう。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

我々は、２光子励起をケイジドグルタミン酸に初めて適用し、大脳皮質錐体細胞の樹状突起の

単一スパインシナプスを刺激する方法を確立した(Nature Neurosci.  2001)。スパインシナプ

スとは錐体細胞においてグルタミン酸作働性の作るシナプスで、樹状突起スパイン（棘突起）

をシナプス後部構造に持ち、著しい多型性を有し、精神神経疾患ではその形態・密度異常が起

きる。我々の研究から、スパインの形態と機能の強い連関があり(Neuron 2005)、長期増強は

スパイン個別的に起きスパイン頭部増大を伴う(Nature 2004)。この形態変化の基盤にはアク

チン再構築があり(Neuron 2008)、長期記憶形成には更に蛋白質合成に依存的な頭部増大があ

る(Science 2008)。一方、頭部収縮は GABA が促進し、側方に広がり競合的選別を起こし、ス

パインの増大収縮は通常の細胞運動の様にコフィリンりん酸化・脱りん酸化のバランスで起き、

細胞内 Ca2+が見事に二つの過程を競合させている(Nature Neurosci. 2013)。こうして、我々は

スパインシナプスの増大と収縮・除去の両方の現象を自ら発見しそれらの分子基盤も明らかに

した。大脳スパインの機能にはその形態・運動が重要であるとする我々の考え方は現在では広

く受け入れられ、教科書にも引用されている。しかし、ケイジドグルタミン酸では動物行動を

改変する程多数のシナプスを刺激することが不可能である。そこで、我々は、これまでにわか

ってきたスパインの特徴を利用して、個体において頭部増大に関係したスパインを標識し、光

で除去する蛋白性で遺伝子導入可能な記憶シナプス光プローブ（記憶光プローブ）の作成に取

り組み、ついに研究分担者の林朗子がこの目標を達成しつつある。本研究はこのプローブを改

良し応用を進めことを基軸として、大脳の記憶回路をシナプスレベルで可視化し操作する新し

い学習記憶研究を開拓する。 

 

２．研究の目的 

大脳の興奮性神経回路を形成するスパインシナプスの動態は、記憶、知覚、情動などの認知過

程の基盤を成し精神疾患の原因となる。当研究室は２光子顕微鏡による光刺激法を開発し、ス

パインの動的特性や分子基盤を世界に先んじて解明してきた。この成果に基づき記憶関連スパ

インを標識し、その後改変する技術：記憶シナプス光プローブ（記憶光プローブ）の開発に最

近成功しつつある。本研究では、このプローブやシナプス前部の機能を反映する光プローブな

どの確立・改良・応用を進め、スパインシナプスの認知機能への関与を可視化や操作的手法で

明らかする。また、記憶光プローブと脳透明化技術を組み合わせて広い脳領野で記憶回路をシ

ナプスの解像で標識する技術を開発する。こうして、学習記憶・精神疾患に関わる神経回路の

理解をシナプス前部、後部（スパイン）、そして両者の相互作用まで踏み込んだ統合的な戦略

により飛躍的に推し進める。 

 

３．研究の方法 

我々は、スパイン頭部の形態可塑性を誘発するプローブを開発する過程で、蛋白合成依存性な

頭部増大を生じたスパインを非常に特異的に標識する AS プローブ（記憶光プローブの原型）を

開発した。さらに光刺激の最適化により、記憶光プローブを発現するスパインだけを特異的に

収縮させる技術にも成功し、この操作により通常の運動には影響を与えることなく既得学習だ

けを消失することが可能になった。これは、記憶・学習に必要とされたスパインを可視化する

のみでなく、記憶の本体を操作する synaptic optogenetics を実現できることを意味し、本研

究では、この記憶光プローブを確立・改良し、脳の幾つかの領域の学習記憶現象に応用し、各

脳領域の学習記憶を可視化定量化し操作する方法を確立する。 

開口放出を直接起こすSNARE蛋白質の会合状態をFRET蛍光寿命でモニターするtrans-SNARE

プローブの作成に成功しており、これが刺激によって cis-SNARE となったり、phorbolester で

会合が増え、シナプス前部の機能指標となることがわかっている(Takahashi et al. 論文投稿

中)。また、スパイン頭部増大の際には、会合状態が増し、開口放出が促進する予備的な知見が

得られており、頭部増大とシナプス前開口放出の力学的関係を明らかにする。一方、このプロ



 
図１ AS プローブによる行動改変  

図２ 条件行動とスパイン増大  

ーブを個体動物に導入して、シナプス前終末の機能を経時的に観察し、シナプス前部の記憶に

果たす役割を可視化する。 

 

４．研究成果 

研究項目①記憶光プロ－ブの応用・改良 

増大シナプスを標識する AS プローブ

の構築と論文発表を行なった。ASプロ

ーブはArcプロモータ下にシナプス後

肥厚に標的する配列を持ち、3’UTR

に mRNA が樹状突起に輸送される配列

を持っている。このプローブは蛋白合

成依存的に増大したスパインを特異

的にする標識する機構の全ては明ら

かでないが、PEST 配列により標的され

なかった余剰蛋白が壊されることによると考えられる。２つの運動タスクで運動野の異なるス

パインの集団を標識し、光刺激でそのスパインを除去すると標識が残っている方のタスクだけ

が障害されたので、行動とシナプスレベルで標識の特異性は証明された(図１,Nature 2015)。

このプローブは発表後世界の３０箇所の研究室に配り共同研究を進めているが、Liston のグル

ープはケタミンによる前頭葉のスパイン新生が抗うつ作用に必須であることを証明し(Science 

2019)、Kim は AS 発現と AFM で見た miR-134 の調整が逆相関を明らかにした(PNAS 2019)。 

 

研究項目②記憶光プロ－ブによる記憶神経回路の複数脳領域での可視化 

AS プローブは改変困難性に直面したため作業が遅れたが現在は修復して、頭頂連合野と前頭前

野・線条体での応用を開始している。全脳ウイルスや KI 動物で全脳の検索ができる様に技術を

発展させることにより、脳研究に大きな改革をもたらす方法論となることが期待される。 

 

研究項目③覚醒動物のシナプス・回路活動のイメージング 

覚醒動物の行動実験系としては頭

部固定した動物に音-水-リックの

条件学習を構築して、また、そのシ

ナプス過程は側坐核スライスで調

べた（図２）。側坐核スライス標本

では、グルタミン酸入力に対する

STDP による可塑性に対してドーパ

ミンが有効な時間枠が STDP 後の１

秒に限られていることを明らかに

した(Science 2014)。そこで、個体

でも同様な報酬時間枠が検出され

るかを見た所、0.5 秒の音で条件付

けした場合には報酬時間枠は音の

後１秒で、この時間枠は側坐核への

扁桃体からの入力を光遺伝学で刺

激しても同様に見られるので、側坐

核で作られていると考えられた。ま

た、側坐核の D1神経に特異的な

CaMKII の阻害や D1 受容体の阻害

で学習が止まることが確認された。これらにより、生物にとって基本的な条件付の報酬時間枠



 

図３ スパイン増大がシナプス前終末を押す効果  

は側坐核の回路でなく、シナプスの cAMP のダイナミズム（AC の Ca プライミング）で作られる

可能性が濃厚となってきた（論文投稿中）。Hebb 則を作るのが Caであることと著しい対比を

なす。やや人工的な条件付けがアメフラシや昆虫で cAMP であると言われており、今回哺乳動物

で確認されたことは種間で共通である可能性がある。 

 一方、調査の進んでいなかった D2受容体と罰学習の関係については、覚醒個体動物とスライ

ス実験の両方を進めた結果次のことがわかってきた（図２）。1)弁別学習時の報酬除去の様な

罰に対してはドーパミン神経の 0.5 秒位の発火停止がフォトメトリーで見られる。これに対し

て、報酬が一切出ない消去学習のときにはドーパミン発火停止は起きない。2)スライス標本で 

STDP 刺激に短いドーパミンの発火停止が続いた場合は非常に感度良く D2 神経のスパイン増大

が CaMKII 依存的に起きる。3)弁別学習は D2 神経の CaMKII を抑制したり、A2A 受容体阻害で

D2 神経の cAMP シグナルを止めると阻害された（論文準備中）。 

 

研究項目④シナプス前終末の trans-SNARE プローブによる可視化解析 

スパイン頭部増大は必然的にシナプス前

終末を押すので、何らかの効果をシナプ

ス前終末に及ぼすと考えられるが、この

１シナプスの前後の性質の調査は難しく

調査が進んでいなかった（図３）。この

解明を我々は以下の様に進めている。終

末を押すことの影響を純粋に見るために、

細いガラス管で終末を押すと、刺激によ

る開口放出が増すことがわかった。そこ

で、小胞で開口放出を起こす SNARE 蛋白

の複合化を FRET 蛍光寿命法で測定した

所(Nature Comm. 2015)、押すと SNARE

複合化が著しく促進することがわかった

（図２）。即ち、頭部増大はスパイン自

身を強化するだけでなく、シナプス前終

末を押すことで神経修飾因子の様に開口

放出を調節している。この伝達様式は化

学的でも電気的でもないので、力学的伝

達という新たなシナプス伝達様式が見つ

かったことになる（論文準備中）。 
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