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§１．研究実施体制   

 

（１）尾藤グループ 

① 研究代表者：尾藤晴彦（東京大学大学院医学系研究科、准教授） 

② 研究項目 

「可塑的神経回路を支えるシグナル伝達の分子基盤解明と制御」 

1)可塑的回路の可視化 

2)個体脳における回路可塑性の外的制御法の確立(喜田グループとの協同) 

3)可塑的回路形成発現の分子基盤・シグナル伝達解明（菊地グループとの協同） 

 

（２）喜田グループ 

① 主たる共同研究者：喜田聡（東京農業大学応用生物科学部、教授） 

② 研究項目 

「可塑的回路操作による恐怖条件付けの形成・固定・再固定・消去機構の解析」 

1)回路機能操作による表現型改変の実証に向けた実験プロトコールの検討  

2)各種記憶課題における記憶制御脳領野・分子の同定とその役割・機能解析・改変 

 

（３）菊地グループ 

①主たる共同研究者：菊地和也（大阪大学大学院工学研究科、教授） 

②研究項目 

「可塑的回路のシグナル伝達解明を目指した蛍光プローブケミストリーの改良」 

1)タグ蛋白質と蛍光プローブを利用した蛋白質標識法の開発と応用 
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§２．研究実施内容  

 

１．「可塑的回路」の可視化 

可塑的回路の可視化の実証実験として、 

①Arc プロモーターを利用した遺伝子発現レポータートランスジェニック（Arc-p-Tg）マウスを複数

ライン作出し、さらに Arc promoter のシナプス活動応答性エレメントＳＡＲＥに基づくレポーターレン

チウィルス, AAV ウィルスを改良し、各種刺激に対する特異的刺激応答性の可視化を抗体を用い

た免疫染色などと対比させながら検証した（投稿中、ならびに文献９，１２）。 

②また高頻度刺激下における Arc 遺伝子産物の行方を in vitro 可視化したところ、スパイン頭

部容量が増大しているシナプスでなく、むしろ可塑性が生じていないシナプスへ選択的に、かつ

CaMKIIbeta 依存的にターゲットされることを見いだしたが、CaMKIIbetaKO マウスや

CaMKIIbeta 変異体を用い検証した（文献５、６）。 

③Arc プロモーター下で mEGFP-Arc を発現したトランスジェニックマウス Arc-p-mEGFP-Arc

樹立し、in vivo においても刺激をうけていないシナプスへより強固に Arc ターゲティングが認めら

れることを明らかにした。これは、「弱いシナプスへターゲットされる」逆タギング現象が存在すること

を示す初めての物証である。すなわち Arc の細胞作用が、「弱いシナプスを弱める」ことにより、各

種入力を受容するシナプス間の強弱比を長期にわたり維持することであることを実証した（文献５、

６）。 

④さらに、Arc 陽性細胞を、生きた脳でライブイメージングするため、SARE エレメントを人工的

に強化したエレメント E-SARE（enhanced SARE）を作出し、AAV レポーターウィルス感染後、視

覚刺激やひげ刺激により活性化された皮質 2/3 層の神経細胞の電気的性質や入力応答について

調べた。本研究は、九州大学大木研一教授、東京大学喜多村和郎准教授と協同で行い、現在投

稿中である。 

 

２．個体脳における回路可塑性の外的制御法の確立 

分担研究者の喜田らとの協働にて、前年度までの条件検討により、脳定位手術による脳実質へ

の AAV1 ウィルス注入プロトコールが樹立され、海馬領域に広範に遺伝子導入可能となった。そこ

で、proof-of-concept 実験として、強力な CREB シグナル（文献７、１３，１４）のアクチベーターの

活性化型を作出し、野生型遺伝子型の BL6 マウスの背側海馬 CA1 周辺へ強制発現させ、海馬

に依存する文脈依存的恐怖条件付け課題における長期記憶が増強することが見いだされた。本

年度は、逆に同アクチベーターのノックダウン実験を領域特異的に実施したところ、同アクチベー

ターの寄与が脳部位特異的であることを明らかにした。このような、脳部位選択的 CREB シグナリ

ングの存在は、初めての発見であり、現在投稿中である。 

 

3. 「可塑的回路」形成発現の分子基盤・シグナル伝達解明 

前年度までに完成させた dual FRET imaging with optical manipulation (dFOMA)法と
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いう世界で初めてdual FRETイメージング技術を用い、カルシニューリンとCaMKIIの２つの酵

素活性の同時定量法を確立した。さらに単一スパイン、ならびに細胞体レベルでの高頻度なら

びに低頻度刺激により、CaMKII ならびにカルシニューリンの非線形的活性化機構が解明され

た。また、これまで提唱されていたモデルと異なり、神経細胞内の CaMKII シグナルとカルシニ

ューリンシグナルの間の相互作用が極めて弱いことを示した（文献１６） 

また、研究分担者の菊地らは、このような FRET プローブの改良、特に蛍光団の蛍光量子収

率を高めるための工夫として、organic dye を分子タグに結合する手法の開発・改良を実施した

（文献３，４，８，１０，１１）。さらに、膜受容体に導入し、高い S/N 比で蛍光標識可能な

wash-free リガンドを開発した（文献１，２、１５）。 
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