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緒緒  言言  

 
動物はいかにして記憶を貯蔵するのだろうか？海馬記憶には、グルタミン酸シナプスに代表される興奮性シナ

プスの可塑的な変化、すなわちシナプス可塑性が重要である。興奮性シナプス活動に重要な AMPA 受容体には、

GluA1～4 サブユニットが存在する。成体の海馬ではこれらが組み合わさり、GluA1/1・GluA1/2・GluA2/3 複合

体が発現する。その中でも GluA1 を含む複合体は神経活動依存的にシナプス移行するが、GluA2/3 は神経活動

非依存的に・恒常的にシナプス移行する［1，2］。 
我々はこれまでに、CALI 法（chromophore-assisted light inactivation）［3］を利用し AMPA 受容体光不活

化技術を独自に開発している。またこれまでにこれを in vivo で駆使することで、記憶の獲得には学習に伴い    
シナプス移行した GluA1 ホモマーが重要なことを見出した［4］。さらに我々は 2020 年に独立後、GluA2/3 を 
光で特異的に不活性化する CALI 法の開発にも成功し、GluA2/3 は記憶の獲得ではなく記憶の貯蔵に特異的に 
機能することも発見した（Jitsuki S et al. 投稿準備中）。一方で前述の通り GluA2/3 は、神経活動非依存的・恒

常的にシナプス移行を繰り返すため、従来は学習記憶には無関係な静的な分子と考えられていた。従って、こう

した特徴を持つ GluA2/3 が、記憶貯蔵分子として機能するメカニズムは大きな謎である（図 1）。 

図 1．学習前後の AMPA 受容体動態 
 
それに対して我々は、記憶貯蔵期に特異的な結合分子が GluA2/3 分子に生じることで GluA2/3 複合体のイオ

ンチャネル特性が変化し、記憶貯蔵分子に変換されるとの仮説を立てた。我々はその解明を目指し、学習前と    
記憶獲得期・記憶貯蔵期の 3 点において GluA2/3 を精製後にプロテオーム解析を行い、記憶貯蔵期に特異的に 
起こる PTM の同定する計画を立てている。この計画を実行するには、GluA1/1 と GluA2/3 が記憶後どういった

時期に特異的に機能するか、時間枠を特定する必要がある。 
本研究ではまず電気生理学的解析により、CALI 法の分子特異性を確認した。さらに in vivo で CALI を行った

ところ、GluA1/1 は学習後 2 時間まで記憶をコードし、GluA2/3 が学習後 4 時間以降から記憶をコードすること

を見出した。また CALI 後に電気生理学的解析を行い、学習後 1 時間でも 24 時間でも GluA2/3 はシナプスに  
発現するが、記憶をコードするのは 24 時間だけということを見出した。すなわち学習後 24 時間では GluA2/3 の

分子特性が変化していることを発見した。 
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方方  法法  

 
11．．海海馬馬初初代代培培養養ニニュューーロロンンににおおけけるる GGlluuAA22//33  CCAALLII 法法にに関関すするる分分子子特特異異性性のの評評価価  
一般的に CALI 法で用いる ROS の拡散半径は約 3～4 nm 以下であり［5］、極めて高い分子特異性があること

が知られているものの、実験ごとにそれを示すことも重要である。まず本項では、海馬初代培養ニューロンにお

いて CALI 前後の AMPA 電流と NMDA 電流の変化をホールセルパッチクランプで解析した。 
 
22．．iinn  vviivvoo  ににおおけけるる GGlluuAA22//33  CCAALLII 法法にに関関すするる分分子子特特異異性性のの評評価価  

GluA3 のノックダウンを行うレンチウイルスを作製し、海馬 CA1 領域に感染後に in vivo CALI（60 mW、   
2 min,）を行い、海馬急性スライスを作製した。作製した急性スライスの GFP 陽性（＝GluA3 ノックダウン）

CA1 錐体ニューロンにおいて AMPA/NMDA 比をホールセルパッチクランプにより記録し、光照射有り無しで比

較解析した。 
  
33．．iinn  vviivvoo  CCAALLII 実実験験ににおおけけるるタタイイムムココーースス解解析析  
受動的回避学習後に様々なタイミングで、我々の既報に従い in vivo CALI を行った。学習後 20～24 時間に  

おいて CALI により記憶が消去されたかを確認した。 
  
44．．iinn  vviivvoo  CCAALLII 実実験験後後のの電電気気生生理理学学的的解解析析  
受動的回避学習後 1 時間及び 24 時間において、我々の既報に従い in vivo CALI を行った。CALI 後ただちに

海馬急性スライスを作製し、CA1 錐体ニューロンにおいて AMPA/NMDA 比をホールセルパッチクランプにより

記録し、光照射有り無しで比較解析した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．海海馬馬初初代代培培養養ニニュューーロロンンににおおけけるる GGlluuAA22//33  CCAALLII 法法にに関関すするる分分子子特特異異性性のの評評価価  
図 2A には参考のため、GluA2/3CALI 法の概要を示した。図 2B に示す通り、抗 GluA3 抗体を用いた CALI

により AMPA 電流は顕著に抑制されたが、NMDA 電流は光照射により変化しなかった。AMPA 受容体と NMDA
受容体はともにシナプスに発現するグルタミン酸受容体であり、両分子の局在はよく一致することが知られてい

る。従って我々が開発した抗 GluA3 抗体を用いた CALI 法は、分子が非常に込み合うと考えられているシナプ

スにおいても、高い分子特性があることがわかった。 

図 2．海馬初代培養ニューロンにおける GluA2/3 CALI 法の分子特異性 
A） GluA2/3 CALI 法の模式図。これまでの研究で、抗 GluA3 細胞外領域抗体を

76 種類作製し、最も CALI 効率が高いものを同定した。 
B） 海馬シナプスにおける CALI。光照射依存的に AMPA 電流は低下するが、

NMDA 電流は変化しない。n≧8 cells、*p＜0.001（student’s t-test）。 
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22．．iinn  vviivvoo ににおおけけるる GGlluuAA22//33  CCAALLII 法法にに関関すするる分分子子特特異異性性のの評評価価  
図 3 に示す通り、コントロールの miRNA（スクランブル配列）では光照射で AMPA 電流は低下した（CALI

の効果があった）ものの、GluA3 ノックダウン用の miRNA に感染した細胞では、AMPA 電流の低下は認められ

なかった。 
 

 
 

図 3．in vivo 海馬 CA1 領域の錐体細胞における GluA2/3 CALI 法の分子特異性 
GluA3ノックダウン細胞ではCALIの効果はない。n≧6 cells、*p＜0.05（student’s t-test）。 

  
33．．iinn  vviivvoo  CCAALLII 実実験験ににおおけけるるタタイイムムココーースス解解析析  
受動的回避学習後、in vivo CALI を学習後 1、2、4、24 時間に行い、翌日記憶が消えたかを確認した。縦軸は

記憶テストの際にボックスに入るまでの時間（秒）を表し、学習成績の指標となる。図 4 の通り、GluA1/1 は    
学習後 2 時間まで記憶に機能し、GluA2/3 は学習後 4 時間～24 時間に機能することを見出した。即ちこの結果

は記憶を担う AMPA 受容体は学習後 2～4 時間の間にシフトすると考えられた。 
 

  
  

図 4．in vivo CALI による記憶消去実験のタイムコース解析 
in vivo CALI による記憶に機能する時間枠のタイムコース解析。海馬依存的な課題

である受動的回避学習後、各時間において GluA1/1 と GluA2/3 の in vivo CALI を
行い、学習成績の低下を指標にいつ記憶に機能するかを解析した。記憶に機能する

AMPA 受容体が 2～4 時間を境に GluA1/1 から GluA2/3 に置き換わる。Control は
抗 Myc 抗体による CALI。n≧9 animals、***p＜0.001、**p＜0.005、*p＜0.05 vs 
Control at the same timing（Dunnet T3 test）。 
 

3



 

44．．iinn  vviivvoo  CCAALLII 実実験験後後のの電電気気生生理理学学的的解解析析  
上記実験と同様に in vivo CALI を行い、海馬急性スライスにおいて図 5 の通り AMPA/NMDA 比を解析した。

学習後 1 時間・24 時間ともに光照射で同程度 AMPA/NMDA 比の低下が認められた。すなわちこれは、学習後 
1 時間でも 24 時間でも GluA2/3 はシナプスに発現するが、記憶をコードするのは 24 時間だけということが分か

った。以上の結果から、記憶を担う学習後 24 時間では GluA2/3 の分子特性が変化していることを発見した。 
 

 
 

図 5．in vivo CALI 後の AMPA/NMDA 解析 
A） 学習後1時間でCALIを行い、パッチクランプによりAMPA/NMDA比を解析した。  
B） 学習後 24 時間でCALI を行い、パッチクランプによりAMPA/NMDA 比を解析した。 
n≧8 cells、*p＜0.05（One-way ANOVA followed by Dunnet multiple comparisons test）。 
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