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1．はじめに
　筆者は，日本医科大学に医学生として在籍していた
2009 年頃から，一貫してシナプス機能・神経細胞と行
動の関係に興味を持ち，その生理学的なメカニズムを
理解するべく研究を進めている．2 年間の初期研修後
に東京大学大学院で，統合失調症モデル動物で観察さ
れる行動学的異常とその根底にあるシナプス生理学を
テーマにして学位を取得した1．その後，前所属である
ジョンズ・ホプキンス大学でのポスドクトレーニング
中に，神経科学における分子ツール開発とその応用に
着手し，神経活動とシナプス機能に着目した分子ツー
ルの開発に携わった2,3．本稿では，特に後者の「シナ
プスの動的変化を可視化する」ツールにフォーカスし，
行動中の動物脳内でのシナプス動態を観察する意義を
示唆する最新の知見を含めて，筆者が行ってきた仕事
の紹介をできればと思う．また，2026 年から筆者が韓
国の蔚山科学技術院（Ulsan National Institute of 
Science and Technology：UNIST）で開く自身のラボ
の方向性についても触れたいと考えている．

2．シナプス可塑性―学習・行動の神経基盤
　シナプスは，脳内の神経細胞間で構築される微細な
構造物として知られている．構成要素としては，大き
く分けて神経伝達物質を放出するシナプス前部（プレ
シナプス）とその受け手である各種受容体が発現して
いるシナプス後部（ポストシナプス）の 2 つに分けら
れる（図 1）．古典的には，海馬のシナプスの電気生理
学的解析および分子生物学的手法を通して，高次機能
の神経基盤におけるシナプスの重要性が示されてき
た4,5．特に，シナプスがその伝達効率や構造学的な変
化に対して「可塑性」を持ち，その「シナプス可塑性」
が学習および記憶の神経基盤の一端を担っていること
が明らかにされてきた．具体的には，実験的に，特定
の刺激頻度でシナプスが刺激された場合に，シナプス

の伝達効率が亢進または低下し，その亢進・低下状態
が一定時間（数時間程度）維持される（長期増強：long-
term potentiation（LTP）および長期抑制：long-term 
depression（LTD））ことが知られている（図 1）5―8．シ
ナプス機能と記憶・学習との関係性については，1990
年代から 2000 年代に行われてきた様々な遺伝子改変
動物の解析でも報告されている9―11．これらの報告では，
シナプス可塑性に関与する分子群の遺伝子欠損（ノッ
クアウト）動物を対象に，シナプス機能から組織形態
学的変化および行動学的異常までを網羅的に解析して
いく方針に則って行われている．その結果，複数の報
告で，空間・恐怖記憶，運動学習機能などの様々な行
動学的異常とともに，LTP 減弱などのシナプス可塑性
に関わる異常が示され，記憶・学習機能へのシナプス
可塑性の寄与が示唆されている9,10,12,13．
　シナプス機能・可塑性の分子基盤としては，現在ま
でに，ポストシナプスおよびプレシナプスに発現する
様々な分子（シナプスオーガナイザー）が，シナプス
伝達およびその可塑性に関与していることが解明され
てきた．そして，伝達効率に基づき，プレシナプスと
ポストシナプスに局在する多種多様なシナプスオーガ
ナイザー同士が相互に働くことで，シナプスの形成お
よび消退が生じる．代表的なものとしては，2013 年に
ノーベル賞を受賞した Thomas C. Südhof のグループ
が初めて同定した neuroligin1 やそのプレシナプス側
の結合パートナーである neurexin が存在する14．それ
らの遺伝子欠損マウスの解析では，neuroligin1 ノック
アウトマウスが空間記憶や恐怖記憶の障害とシナプス
の長期増強減弱がみられる15．また，neurexin1α ノッ
クアウトマウスでは，海馬での興奮性シナプス伝達の
減弱や統合失調症患者でもみられる症状と同じ行動学
的表現型（プレパルスインヒビションの減弱）を示
す15,16．さらに，これらのシナプスオーガナイザーを
コードする遺伝子変異が統合失調症17 や自閉スペクト
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ラム症18 の患者から同定されている．

3．シナプス可塑性の解析技術
　前述のように，シナプス機能は，学習・記憶を含め
た様々な行動の駆動に関与する神経基盤の要素であ
る．そのため，その機能や構造を観察および解析する
ための様々な技術が開発されてきた．生理学的なシナ
プス機能の解析法として，パッチクランプ法を用いた
やり方がある．これは，1976 年に Erwin Neher と Bert 
Sakmann により提唱された方法である．特に，ホール
セル・パッチクランプ法を用いることで，AMPA 受容
体や N-methyl-D-aspartate（NMDA）受容体を介した
イオン流出入により発生する微弱な電流を記録できる

（図 1）．これにより，シナプスの伝達効率の変化によ
る電流を機能的に解析することが可能である．さらに，
1990 年代に入ると二光子励起顕微鏡の登場から，
1 μm3 程度の限局した領域でのレーザー照射により，
シナプスの構造学的な観察やより微細な操作が可能に
なった．特にケージドグルタミン酸を用いたグルタミ

ン酸アンケージング法により，単一シナプスレベルで
の可塑的変化の解析が飛躍的に進んだ．
　シナプス可塑性において，個々のシナプスでは何が
起こっているのか？過去の代表文献では，シナプスの
長期増強時に，ポストシナプス側に存在する突起状の
構造物であるスパイン（spine）の頭部の大きさが，
α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 
receptor（AMPA）受容体の発現と正の相関を示す形
で巨大化することが報告されている（構造学的可塑性）

（図 1）19―22．また，最近では，ポストシナプス側のスパ
イン頭部増大に伴う機械的な圧刺激により，プレシナ
プス側の神経伝達物質の放出部位が刺激されることが
報告されている（図 1）23．この通り，シナプス伝達調
節を行うための様々な生理学的な機構が明らかになっ
てきており，スパインが学習機能における素子である
とする説を支持する根拠でもある20．

4．シナプス形成の可視化技術
　スパインの構造学的可塑性からも，シナプス構造は

図 1　シナプスの可塑的変化（長期増強（LTP）と長期抑制（LTD））．
LTPの場合，100 Hz などの高頻度刺激を人工的に与えることで，スパイン頭部
の増大とともに，AMPA受容体の密度が増加し，一定時間シナプス電流の増強
がみられる．一方，1 Hz 程度の低頻度刺激を与えると，スパイン頭部が退縮し，
AMPA受容体の密度低下によりシナプス電流の減弱が生じる．
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その機能的な変化を反映していることがわかる．その
ため，シナプス構造の観察を行うことは，行動やその
変化の根底にある神経細胞・回路メカニズムを理解す
る上で重要である．特に，興奮性シナプスの変化につ
いては，前項で述べたように，ポストシナプス側のス
パインの形態を，行動中のげっ歯類モデル（主にマウ
ス・ラット）の脳内で観察することにより解析を行っ
てきた．特に，運動学習中のマウスを用いた先行研究
では，学習課題中にスパインが動的な形態変化を示す
ことが報告されている24．しかし，従来のスパインの形
態観察は，ポストシナプス側の変化のみに着目した解
析である．一方，先行研究で示唆されているプレシナ
プス側の変化やプレ・ポストシナプス両者の協調によ
るシナプスの可塑的変化の全貌は，ポストシナプス側
の観察のみでは不明瞭なままである．このことから，
プレシナプスおよびポストシナプスを単一シナプスと
してとらえ，その動的変化を捉える技術が必要とされ
てきた．
　これらの背景を踏まえて，今までに 2 つのグループ
がシナプス形成を可視化するための技術（mGRASPと
SynView）を報告してきた25,26．mGRASP（mammalian 
GFP reconstitution across synaptic partners） と
SynView は共に，neuroligin1 と neurexin1β の遺伝子
シ ー ケ ン ス の 一 部 を 使 用 し， そ こ に Split green 
fluorescent protein（GFP）27 の二つのフラグメントを
結合させている．それにより，遺伝子コンストラクト
発現下でシナプス形成が行われた際に，neuroligin1-
neurexin1β の結合依存的に split-GFP が再構成され，
新たに形成されたシナプスの可視化を可能にした（図
2）．特に，neuroligin1 と neurexin1β の結合ドメイン
の 変 更 と GFP の ポ イ ン ト 変 異 の 導 入 を 行 い，
mGRASP を改良した enhanced GRASP（eGRASP）
は，記憶および学習に関与するシナプス形成の解析に
用いられている（図 2）28．これらのツールは，シナプ
ス形成の可視化を，遺伝子コンストラクト発現ととも
に，パラホルムアルデヒドを用いた還流固定と必要に
応じて免疫組織染色のみで行うことができる比較的簡
便な方法である．
　しかし，split-GFP に基づいたこれらのツールにはい
くつかの限界点がある．まず，split-GFP が，結合強度

（Kd≒1 nM）の点で構造学的に比較的安定であり，一
度結合してしまうと蛍光発現が残り続けることがある

（蛍光発色の不可逆性）．これにより，様々な行動下で
刻一刻と変化するシナプス動態を，個々のシナプスで
即時観察および解析していくことは難しい．また，生
きた動物の脳での蛍光の観察は，顕微鏡のレーザーに

よる蛍光退色を起こしてしまい，安定した観察は不向
きである．以上から生きた動物の脳内で，リアルタイ
ムにシナプス動態の観察を行うことは，技術的な点で
困難だった．

5．SynapShot―リアルタイムにシナプス動態を 
観察するための分子ツール―の開発

　以上の現状を踏まえて，筆者たち研究グループは，
シナプス動態を即時的に観察するための分子ツールの
開発に取り組んだ．まず，split-GFP に代わる蛍光タン
パ ク 質 と し て， 二 量 体 依 存 性 蛍 光 タ ン パ ク 質

（dimerization-dependent fluorescent protein：ddFP）
に着目した29,30．これは，二つの一量体（copy A と copy 
B）が二量体を形成することで，蛍光発色を示すタン
パク質であり，Robert Campbell 研究室で最初に作製
された29．この蛍光タンパク質は，二量体が二つの一量
体に戻ることで，その蛍光が消退する蛍光発色の「可
逆性」を特徴として持つ（Kd≒1～20 μM）．筆者たち
は，この可逆性を利用して，シナプス可塑性に伴う構
造学的変化を可視化できないかと考えた．
　そこで，二量体形成性緑色蛍光タンパク質（ddGFP）
の copy A と copy B を，プレシナプスの neurexin1β
とポストシナプスの neuroligin1 にそれぞれ結合した．
これにより，シナプスの可塑的変化（形成および消退）

図 2　�SynapShot と Split-GFP に基づく可視化ツール
の比較．
Split-GFP の蛍光発色の不可逆性により，
mGRASP および SynView ではシナプス動態の
観 察 は 困 難 で あ る． 一 方，SynapShot は
ddGFP の蛍光発色の可逆性を利用している．
これにより，学習課題実行中の動物の生きた脳
内で，シナプス動態を可視化することができる．
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に伴う両者の結合に依存して，蛍光を発色させること
を狙った．そして，シナプス動態をリアルタイムで可
視化するツールとして“SynapShot”と命名した3．
　まず，SynapShot の遺伝子コンストラクトの作製を
行った．Neuroligin1 と neurexin1β の結合ドメイン，
PDZ ドメイン，copy A と copy B の挿入部位を検討
し，最終的に，mGRASP および SynView 両者それぞ
れの遺伝子配列に基づく SynapShot の遺伝子コンス
トラクトを作製した3．そして機能評価のために用いた
海馬神経細胞の分散培養系では，カルシウム依存的に，
SynapShot が蛍光発色の可逆性を示すことが確認でき
た（図 3）3．
　次に，SynapShot の蛍光が生理学的にどのような意
味を持つかを調べた．そのために，Syanpshot の遺伝
子コンストラクトを発現した海馬分散培養系で，タイ
ムラプスイメージングを行った．個々のシナプスの構
造をポストシナプスとプレシナプスの分子マーカーを
染色することで確認し，その蛍光強度の変化と
SynapShot の ddGFP の蛍光強度の相関を解析した．

その結果，両者が正の相関を示す（＝シナプスの蛍光
強度が強くなればなるほど，SynapShot のシグナルは
強くなる）ことが分かった（図 3）3．一方で，シナプス
の蛍光強度が低下した場合には，逆に相関関係が減弱
していくことが明らかになった3．以上のことから，
SynapShot の蛍光強度変化は，即時的なシナプス動態
の変化を反映していると考えられる．また，シナプス
の蛍光強度の増強は，先に紹介したシナプス可塑性に
おけるスパイン動態とも関連している可能性があり，
SynapShot が生理学的なシナプスの機能解析に適した
ツールであることを示唆している．

6．生きた脳内でのシナプス動態の観察
　次に，行動中の動物を用いて，シナプス動態の観察
に取り組んだ．シナプス可塑性が学習の神経基盤と考
えられているが故に，げっ歯類モデル（マウス）の脳
内に SynapShot を発現させ，二光子励起顕微鏡下で，
学習課題試行中の脳内で蛍光変化の観察および解析を
行った（図 4）．学習機能を評価するための課題として

図 3　シナプス動態を観察するための分子ツール SynapShot の開発．
（A）�培養細胞系を用いた SynapShot の蛍光変化の評価．Neurexin1β-Neuroligin1 の結合がカルシウム

依存であるため，キレート試薬のEGTAを培養細胞に投与すると，ddGFP の蛍光が消退する．さ
らに，EGTAを培地から洗い流すと，ddGFP の発色を再度確認できる．

（B）�タイムラプスイメージングを用いた個々のシナプスにおける SyanpShot の蛍光評価．一部のシナ
プスにおいて，シナプスマーカーの蛍光発色と比較すると，ddGFP の蛍光強度は，時間経過とと
もに正の相関を持って増強していく．
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は視覚刺激弁別課題を用いて，先行研究で視覚刺激の
弁別学習に関与することが知られている前部帯状回

（anterior cingulate cortex：ACC）から一次視覚野
（primary visual cortex：V1）の神経投射に着目した．
まず，アデノ関連ウイルス（adeno-associated virus：
AVV）ベクターを用いて，ACC-V1 の神経回路に
SynapShot またはコントロール群として mGRASP の
遺伝子コンストラクトを，それぞれ別個体に発現させ
た．続いて，各々の遺伝子コンストラクトを発現した
マウスに対して，視覚刺激の弁別を行うためのトレー
ニングを行った．その結果，水の報酬が貰える成功率
が，トレーニングを重ねることで線形に上がっていく
ことを確認した．学習の完成に寄与し，課題学習に直
接的に関与するシナプス動態を観察するために，5 日
間の視覚刺激の弁別トレーニング期間の 3 日目に，
SyanpShot の ddGFP および mGRASP の split-GFP の
蛍光を，それぞれの個体において二光子励起顕微鏡下

で観察した（図 4）．一般的に，二光子励起顕微鏡を
使った蛍光観察では，励起レーザーによる蛍光退色が
起こる前提の元，対象を観察する必要がある．その前
提の元，ddGFP の蛍光発色は，観察対象としている動
物が視覚弁別課題を遂行中に，個々のシナプスにおい
て多彩な変動を示すことが明らかとなった（図 4）．一
方で，split-GFP の蛍光発色は，励起レーザーによる蛍
光退色により，課題実行中に，時間経過とともに，徐々
に低下していった（図 4）．以上から，同じ二光子励起
レーザーの照射下で，ddGFP に基づく SynapShot は，
学習中のシナプス動態をリアルタイムで捉えることを
実現する可能性があることを示すことができた．これ
は，前述の過去の分子ツールでは実現困難だった観察
手法であり，記憶および学習を含めた高次機能を反映
する様々な行動の根底にあるシナプス機構の解明に寄
与する技術であると考えている．

図 4　生きた脳内で学習機能に関わるシナプス動態の観察．
（A）�視覚弁別学習における生きた脳内でのシナプス動態の観察．アデノ関連ウイ

ルスベクター（AAV）を用いて SynapShot の遺伝子コンストラクトを発現
後に，頭蓋窓を作製した．その後，1週間経過後から，舌を出して水を取得
するための課題トレーニングを 3日程度行った後に，水報酬と視覚刺激の提
示を始めた．

（B）�SynapShot と mGRASP の蛍光発色の軌跡．課題実行中に，SynapShot は異
なるシナプスで多様な蛍光強度の変化を示す．一方，mGRASP の split-GFP
の蛍光は時間経過とともに低下を示す．以上から，SynapShot の蛍光は，シ
ナプス動態を反映して変化していると考えられる．
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7．これからの展望
　以上，筆者はシナプス動態の観察に関わる分子ツー
ルの開発およびその応用をポスドクトレーニングの
テーマの一つとして行ってきた．しかし，SynapShot
についても改善できる点は残っている．まず，元々の
ddGFP の蛍光発色が通常の GFP と比較すると蛍光発
色の程度は弱い．そのため，対象とする脳領域は頭蓋
窓（cranial window）を介した観察が可能な脳表層の
皮質領域に限られ，二光子励起顕微鏡が必要となる．
これらの限界点については，ddFP 自体の改変ととも
に，他のシナプスオーガナイザーと組み合わせること
で，より蛍光発色が強く可逆性を持つ可視化ツールを
開発できる可能性はある．さらに，我々も培養細胞系
で示した通り，複数色の ddFP を組み合わせることで，
マルチカラーでのシナプス動態のイメージングも可能
となる3．
　筆者は，前述の通り，2026 年 3 月から韓国にある蔚
山科学技術院（UNIST）で研究室を主催している．自
身の研究室では，行動駆動の細胞・シナプス基盤の解
明とそのための技術・方法論開発を念頭に，各種遺伝
子改変マウスやウイルスと既存の電気生理学的手法や
イメージング手法と組み合わせて，研究を展開してい
く．また，精神疾患の神経基盤を解明するために，開
発した技術をげっ歯類モデルに応用していく予定であ
る．筆者は，SynapShot 開発の他に，ジョンズ・ホプ
キンス大学において，行動の駆動に関与する細胞およ
び細胞集団を同定するための分子ツール（soma-
targeted Cal-Light：ST-Cal-Light）の開発にも取り組
んできた2．SynapShot や ST-Cal-Light などの分子ツー
ルの開発とその応用，そして既存の方法論との組み合
わせを通して，行動の神経メカニズムを今までアプ
ローチが難しかった解像度で解明し，脳の高次機能の
神経基盤およびその破城による精神神経疾患の生物学
的病態の解明に貢献していきたいと考えている．
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