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研究成果の概要 

2024年度は、内在 AMPA型グルタミン酸受容体（AMPA受容体）のシナプス外膜プールを単一ニューロン

レベルで可視化するための新たなツールとして、AMPA受容体の各サブユニット（GluA1-3）に化学タグ

をノックインするためのゲノム編集用ドナーテンプレートを搭載したアデノ随伴ウイルスベクター

（AAV）を作製した。全脳レベルでの感染を得るため、AAVのセロタイプには経静脈的感染が可能な CAP-

B10を用いた上で、持続的な Cas9発現を示す Cas9マウスの顔面静脈（新生仔）あるいは眼窩下静脈叢

（生後 4 週以降）に AMPA 受容体標識用 AAV を注入した。AAV 投与から 2 週間後、脳組織の固定と細胞

膜透過型蛍光リガンドによる AMPA受容体の各サブユニットにノックインされた化学タグの標識を行っ

た上で、脳組織切片の蛍光観察を行った。様々な脳領域の一部のニューロンにて、樹状突起に沿う形で

それぞれの AMPA 受容体サブユニットへの化学タグノックインを示す点状の蛍光シグナルを認めた。ノ

ックイン効率は、脳領域に依存して異なっており、大脳皮質深層、梨状皮質、嗅結節、中隔核で高い一

方、大脳皮質浅層や海馬 CA1領域、視床で低かった。化学タグノックインシグナルは AMPA受容体サブ

ユニットの免疫組織化学的シグナルと共局在したことから、化学タグノックインシグナルが AMPA受容

体特異的であることを確認した。以上から、新たに作製した AMPA受容体標識用 AAVは、全脳にて単一

ニューロンレベルの内在 AMPA受容体標識を可能とするハイスループットなツールであることがわかっ

た。今後は、化学タグの標識に細胞膜非透過型蛍光リガンドを用いることによって、AMPA 受容体のシ

ナプス外膜プールを可視化し、脳領域や細胞の種類、AMPA受容体サブユニットの違いによる AMPA受容

体のシナプス外膜プールの相違について検討を進める。 
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