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緒緒  言言  

 
電気生理学的な手法は神経活動を計測・操作するために広く使われてきたが、学習・記憶や睡眠といった長期に渡

る脳機能を高精細に解明することは困難であった。そこで、本研究者は生体マウスに光操作や蛍光イメージングを適

用して、メモリーリプレイを生じる睡眠時の脳動態の時空間構造を研究している［1～5］。本研究は、in vivo 二光子イ

メージングを用いて、樹状突起スパインにおける興奮性シナプス伝達を担う AMPA 受容体を蛍光可視化して、高空間

分解能で記憶を担う脳回路の動態を解明することを目的とした。本研究内容について、Nature Communications 誌［4］
およびMedical Science Digest誌に報告している。 
 

方方  法法  

 
11．．シシナナププススAAMMPPAA受受容容体体のの可可塑塑性性のの生生体体イイメメーージジンンググ法法  

AMPA 受容体の GluA1 サブユニットを蛍光可視化するために、SEP（Super Ecliptic pHluorin）-GluA1 を用いた。

SEPはpH依存的な緑色蛍光タンパク質であり、細胞外と細胞内のpHの違いを利用して、細胞膜上の機能的な受容体

を選択的に蛍光可視化出来る。また、神経細胞の形態を蛍光可視化するために、赤色蛍光タンパク質の dsRed2を用い

た。SEP-GluA1と dsRed2の発現を誘導するために、E14.5胚に子宮内電気穿孔法を適用した。その後、成体マウスに

おいて、頭蓋骨にガラス窓を設置した。そして、二光子顕微鏡を用いて、一次運動皮質の2/3層錐体細胞が有する1層
のタフト樹状突起において、運動学習と睡眠期間を通じて経時イメージングを行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．運運動動学学習習とと睡睡眠眠にによよるるススパパイインン選選択択的的ななAAMMPPAA受受容容体体のの可可塑塑性性  
記憶固定化に睡眠を必要とする運動学習試験として、Complex Wheel 試験を用いた。運動学習はスパインの AMPA

受容体量を平均的に増加させた（図 1d～f）。一方で、運動学習前（図 1a～c）及び運動学習後（図 1g～i）の睡眠は、

スパインのAMPA受容体量を平均的に減少させた。このスパインのAMPA受容体量の減少は断眠によって阻害された 
（図1j～l）。図1a、d、g、jは各マウスにおけるAMPA受容体量の増加／減少したスパイン数を定量している。図1b、
e、h、kは各樹状突起におけるAMPA受容体量の増加／減少したスパイン数を定量している。図 1c、f、i、lはAMPA
受容体量を基にスパインを 5 分位にランク付けして、AMPA 受容体量とその変化の方向性の関係を解析している。       
各 5 分位は一貫して学習による AMPA 受容体量の増加と睡眠による AMPA 受容体量の減少が生じる傾向があったた

め、個々のAMPA受容体の量はその変化の方向性に大きな影響を与えないと考えられる。 
運動学習によって AMPA受容体量が特に増加した一部のスパイン（Maxスパイン）は、運動学習後の睡眠や断眠の

影響を受けずに保護されていた（図 2a）。なお、学習後の 0～7h の期間において、睡眠群と断眠群ともに Max スパイ

ンは AMPA 受容体量の減少が見られる。シミュレーションの結果、0～7h における減少は統計的なバイアスである平

均への回帰の影響を受けていると考えられる。一方で、その他のスパインは運動学習後の睡眠時に AMPA 受容体量が
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減少し、この減少は断眠によって阻害された（図 2b）。Max スパインとその他のスパインにおける 0～7h における

AMPA 受容体量の変化は、睡眠群と断眠群で有意な差があった（図 2c）。そして、運動学習後の AMPA 受容体量の減

少は、運動記憶成績と相関していた（図2d）。これらより、運動学習後の睡眠は、大部分のシナプスをクールダウンさ

せて、運動記憶を担うシグナルを相対的に強化していると考えられる。 

 
図1．学習や睡眠によるSEP-GluA1発現変化の単一スパイン解析 

a, b ） 学習前の睡眠時における Up（ND＞0.15）および Down（ND＜－0.15）スパインの割合（a）、アップお

よびダウンスパインの割合（b）。 
c ） 左：各五分位群におけるスパインのアップ（黒棒）とダウン（白棒）の割合、右：各五分位群における

スパインSEP-GluA1発現のND（Normalized Difference：mean±SEM）。スパインは五分位に細分化し、 
x軸に示した2つの時点のSEP-GluA1発現量の平均値に基づいて強さをランク付けした（n＝12マウス）。 

d～f ） 運動学習による変化（n＝12マウス）。 
g～i ） 学習後の睡眠による変化（n＝6）。 
j ～l ） 学習後の断眠による変化（n＝6）。 
a、d、g、jの p値は、two-sided paired sample t testを用いて計算したものである。b、e、h、kでは、各樹状突起

枝におけるスパインの増加/減少／同調の割合は以下の通り（mean±SEM、単位：％）。学習前睡眠による変化 

（－24時間→－17時間）：Up 12.3±8.16、Same 70.3±12.2、Down 17.4±9.9、学習による変化（－24時間→0時
間）：Up 17.0±9.9、Same 70.3±12.2、Down 17.9±9.9。Up 17.9±10.9、Same 68.7±11.9、Down 13.4±7.62。学習

後の睡眠による変化（0時間→7時間）：Up 12.4±6.7、Same 68.7±15.4、Down 18.9±12.3、学習後の断眠による

変化（0時間→7時間）：Up13.8±7.31、Same 70.5±9.7、Down15.7±10.4。 
（［4］より翻訳）。 
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図2．運動学習後のmaxスパインとその他のスパインの変化 
a） 全イメージングセッションにおける max スパインの SEP-GluA1 強度（－24 時間との差）（mean±SEM）。

“maxスパイン”は、－24時間から0時間までで最大の増加を示したものと定義した。これらのスパインは、

学習後に時間経過しても高い SEP-GluA1 レベルを維持した（7 時間 vs －24 時間：両群とも p＝2.2e−16）。     
S：睡眠（n＝6マウス）、SD：断眠（n＝6マウス）。 

b） 全イメージングセッションにおける“max スパイン”以外の“その他のスパイン”における SEP-GluA1 強度

（－24 時間からの差）（mean±SEM）。最初のトレーニングセッション後 7 時間の間、S マウスの“その他

のスパイン”は7時間対－24時間で減少を示すが（p＝6.1e−12）、SDマウスの“その他のスパイン”は減少し

ない（7時間対－24 時間、N.S.）。a、b の統計解析は、セッションをカテゴリー的固定効果、スパイン、デン

ドライト、マウスをランダム効果として、線形混合効果モデルで行った。尤度比検定はセッションの効果を確

認するために使用された。 
c） “maxスパイン”における0時間から7時間までのSEP-GluA1の変化と、その他のスパインにおける0時間か

ら 7時間までのSEP-GluA1の変化との差。群による有意な効果（SまたはSD；尤度比検定、p＝0.0440）があ

り、SD 群に比べて S 群では“max スパイン”が“その他のスパイン”に対して相対的に強まることを示して

いる。 
d）  運動学習2日目の成績と、各マウスのスパインSEP-GluA1発現の7時間後（SまたはSD後）と0時間後（学

習直後）のND（Normalized Difference：mean±SEM）の間には負の相関がある。 
（［4］より翻訳）。 
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