
 

 

「脳神経回路の形成・動作と制御」研究領域 領域活動・評価報告書 
－平２６年度終了研究課題－ 

 

研究総括 村上 富士夫 

 

１． 研究領域の概要 

本研究領域は、脳の統合的理解を目指し、新たな視点に立って脳を構成する神経回路の形成やその動作原

理ならびにその制御機構の解明に挑戦する研究を対象とします。具体的には、神経回路や脳の機能単位であ

る神経核・層構造の形成、領域や神経細胞の特異性の獲得、単一神経細胞における情報処理、 神経細胞間

の情報伝達やその可変性、神経細胞のネットワークとしての機能発現や可変性、さらには複雑なネットワーク

の集合体である領域・領野等の形成機構および動作原理、ネットワークの制御機構の研究を対象とします。ま

た、グリア細胞など神経細胞以外の神経系の細胞の役割や、神経細胞数の維持の機構に関わる研究も含み

ます。さらに、神経回路形成や動作原理の解明の飛躍的発展につながるような、革新的な基盤技術の創出も

対象とします。 

 

２． 事後評価対象の研究課題・研究者名 

件数： １８件（内、大挑戦型１件） 

※研究課題名、研究者名は別紙一覧表参照 

 

３． 事前評価の選考方針 

選考の基本的な考えは下記の通り。 

１） 選考は、「脳神経回路の形成・動作と制御」領域に設けた選考委員１３名の協力を得て、研究総括が行う。 

２） 選考方法は、書類選考、面接選考の結果をもとに総合的に判断する。 

３）選考に当たっては、さきがけ共通の選考基準（URL：http://www.jst.go.jp/pr/info/info825/besshi4.html）の他、

以下の点を重視した。 

提案が提案者自身の着想であることを特に重視し、 

また分野・研究環境に関して採択課題が特定の分野に偏らないよう配慮する。 

さらに提案者の性別あるいは実施場所の国内外を問わない。 

 

４． 事前評価の選考の経緯 

一応募課題につき領域アドバイザー・外部評価者１５名が書類審査し、書類選考会議において面接選考の

対象者を選考した。続いて、面接選考および総合選考により、採用候補課題を選定した。上記選考を経た課題

の内、大挑戦型審査会（書類選考会議）へ２課題を推薦した。（不採択となった。） 

 

選 考 書類選考 面接選考 
採択数 

 

１４件 

 

対象数 ２２６件 ２９件 
内

訳 

３年型 １３件（0 件） 

５年型 １件（0 件） 

( )内は大挑戦型としての採択数。 

備考： 

  １）平成２３年度採択課題のうち、以下は今年度事後評価対象としない。 

・松田信爾研究者 

研究期間が５年で、今年度には終了しないため。今年度は中間評価を実施する（中間評価結果： 

http://www.jst.go.jp/kisoken/presto/evaluation/mid-term/midterm_h26hyouka.html） 

・行川-濱田文香研究者 

ライフイベントにより研究を一時中断し、終了年度がずれるため。 

 

２）加えて、以下を今年度の事後評価対象とする。 

・今井猛研究者、川内健史研究者、田渕克彦研究者、筒井秀和研究者、山口瞬研究者 （平成２１年度採択） 

  研究期間が５年で、今年度終了するため。 
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・小早川研究者（平成２１年度採択） 

大挑戦型として平成２１年度に採択され、期間延長審査の結果、２年間延長したため。 

 

５． 研究実施期間 

平成２３年 10 月～平成２７年 3 月（３年型） 

    平成２１年 10 月～平成２７年 3 月（５年型） 

 

６． 領域の活動状況 

領域会議はこれまでに１１回実施している。会議では各研究者の発表時間を越える時間を質疑討論に充てて十

分な議論を行い、多様な研究者間の相互刺激とアドバイザーからの助言を期した。また研究成果報告会と合わ

せ特別講演として外部より６名の著明な神経研究者、および１１名の領域アドバイザイー・総括に、研究の進め

方を含めて講演していただいた。 

研究費の執行にあたっては、進捗と研究環境を把握のうえ柔軟に対応した。 

 

研究総括（または技術参事）の研究実施場所訪問： 

全員について総括と技術参事がサイトビジットを実施したほか、必要に応じて総括または技術参事が訪問・面

談して研究環境と進捗の把握に努めた。 

 

７． 事後評価の手続き 

研究者の研究報告書を基に、評価会（研究報告会、領域会議等）での発表・質疑応答、領域アドバイザーの

意見などを参考に、下記の流れで研究総括が評価を行った。 

（事後評価の流れ） 

平成 26 年 12 月 評価会開催 

平成 27 年 3 月 研究総括による事後評価 

平成 27 年 5 月 被評価者への結果通知 

 

 

８． 事後評価項目 

（１）研究課題等の研究目的の達成状況 

（２）研究実施体制及び研究費執行状況 

（３）研究成果の科学技術及び社会・経済への波及効果（今後の見込みを含む） 

 

 

９． 評価結果 

当領域は上記の概要にもあるように広大な神経科学分野の多様な研究を採択してきたことを反映して、本報告

が対象とする１８件の研究課題も方法論的には生理学的、遺伝学的、生化学的、から神経システム論的アプロ

ーチまで、問題設定も神経回路形成から回路解析、神経疾患など多彩な組み合わせとなっている。これらの研

究者が領域会議や懇親会で他の領域研究者と議論しながら相互に知識と視野を広め、単独では望めなかった

地平をそれぞれが切り開き、また相互の協力も発生してきた。ほぼすべての研究者で研究成果がすでに論文発

表となっており、そうでない場合でも近く大きい成果が見込まれる。なお期間中に１０名の研究者が昇格を果たし、

うち２名は教授に昇格している。 

 

１．今井 猛 研究者 「末梢入力に依存した神経回路形成のロジック」（５年型） 

神経回路が形成されるためには特異的で正確な神経結合が前提となるがそのメカニズムは依然として良く分

かっていない。本研究は解析対象として優れたモデル系であるマウス嗅覚系に着目して、感覚入力が神経投

射に果たす役割に迫ったものであり、嗅覚受容体から Gs タンパク質を介して生じる basal activity が投射位置

を規定することを明らかにし、また嗅球の出力細胞である僧帽・房飾細胞が生後発達の過程で単一の糸球体

にのみ接続を確立する過程を解析して、生後の神経活動が重要な役割を果たしていることを明らかにしたこ

と、さらに鼻腔の呼吸気流刺激によって生じる神経活動の周期振動が匂い情報のコーディングに重要な役割

を果たしているという予期せぬ発見に至ったことはいずれも大きな成果である。またこれらの研究課程で必要

となり開発した脳組織の画期的な透視化技術 SeeDB 法については速やかに発表し、大きな反響を呼んだ。こ



 

 

れらの成果に基づき、今後は発見した嗅球の自発活動の生理的意義、および僧帽細胞の樹状突起刈り込み

の特異性のメカニズム、さらに嗅球の活動振動の生成メカニズムとその意義の解明などが大きく展開すること

が十分に期待できる。 

 

２．川内 健史 研究者 「細胞内機能ドメインが大脳皮質形成に果たす役割の解明」（５年型） 

脳組織の形成においては細胞体の適切な配置のための細胞移動が必須であり、これには神経細胞軸索と樹

状突起の形成の制御が密接に関係する。本研究は組織レベルの現象と、関係する遺伝子の発現の間に位

置するオルガネラ、小胞、細胞接着装置などの構造体(細胞内機能ドメイン)に着目して、それらの神経細胞移

動への関与を解明しようとしたものである。その結果、発生途上のマウス大脳皮質において放射状突起への

接着に関わる細胞接着分子 N-カドヘリンがエンドソームによりダイナミックに制御されていることを明らかにし

た。さらに、神経細胞のロコモーション様式の移動を直接解析できる実験系を確立して、細胞周期関連分子で

ある Cdk5 と p27kip1 が増殖を停止した神経細胞でも機能し、滑脳症の原因遺伝子産物と協調して、神経細胞

に特異的な移動様式を制御することなどを明らかにすることができた。これらの成果はすでに論文として発表

している。今後小胞トラッフィクに鍵を握るゴルジ体を含めたこれらの細胞内機能ドメインがどのように協調制

御されるのか、一段上のレベルの観点からの展開が期待できる。また学会シンポジウムや、国際レビュー誌

の編集などを通して、“In vivo 細胞生物学”を標榜する分野を立ち上げつつあることが注目される 

 

３．小早川 高 研究者 「匂いに対する特異的な行動や情動を制御する神経ネットワーク」（３年型、大挑戦

型、期間延長２年） 

哺乳類の多くは発達した嗅覚系を有し、これは天敵回避、摂食行動、生殖行動、社会行動などに関わる神経

回路の重要な入口となっている。本研究は匂い分子で誘発される行動・情動に着目し、嗅覚一次中枢である

嗅球の限局された機能を阻害したマウスを作出することにより、匂い分子の情報が処理される経路の解明に

挑んだものである。主嗅球の背側の機能を阻害された遺伝子改変マウスでは、匂い嗅ぎ行動、フェロモン分

子による鋤鼻嗅覚系活性化は正常であるのに、雌尿への誘引行動と発声、攻撃性、母性行動、警戒フェロモ

ンに対する警戒行動などの社会行動に異常を見出した。また天敵臭による先天的恐怖と学習による後天的

恐怖による脳内の活性化を比較する組織学的全脳マッピングの結果から、両恐怖行動は異なる神経回路基

盤を有し、互いに拮抗的関係があること、また扁桃体中心核のセロトニン 2A 受容体発現細胞は先天的恐怖

だけにより活動を低下させることなど、興味深い一連の発見に至っている。さらに天敵臭分子 TMT を起点とし

て人工化合物ライブラリーのスクリーニングにより、10 倍以上の比活性を有する化合物も発見した。これらの

成果はその独自性において優れた成果と認められ、その一部は論文として発表され、出願も行われた。増額

により取得した自動免疫染色装置などを駆使してこの間に意欲的に推進した全脳マッピングデータなども含

め、膨大なデータと未発表の成果を早い機会に論文報告することが期待される。 

 

４． 田渕 克彦 研究者 「精神発達障害原因解明のための Neuroligin/Neurexin モデルの確立」（５年型） 

自閉症は多数の遺伝子がかかわる疾患と考えられているが、自閉症家系に見出される Neuroligin-3 遺伝子

とそのシナプスにおける結合パートナーである Neurexin の遺伝子の異常から、これらのシナプス分子が自閉

症原因理解の橋頭堡となる可能性がある。本研究はこの点に着目し、すでに作成していた neuroligin-3 

R451C 変異導入ノックインマウスに加えて、neuroligin-3 R704C KI マウス、Neurexin-3 の KO マウス、

NeurexinとNeuroliginとの結合特異性を規定するスプライス部位(ss4)の挿入を操作したneurexin-3 ss4KI/KO

マウスを作出して、それらの自閉症関連症状を解析することにより、その病態との関係に迫ったものである。

neuroligin-3 R451C KI マウスの海馬でのシナプス機能についてはＬＴＰ増強、AMPA 受容体機能に対する

NMDA受容体機能の上昇、NMDA受容体のNR2Bサブユニットの機能亢進などの幼若シナプスの特徴を見出

し、一方 neurexin-3 KO マウスの解析などから、シナプス前終末タンパク質である Neurexin が Neuroligin と結

合することにより経シナプス的にシナプス後終末の AMPA 受容体機能を制御していることなどを見出したもの

である。これらの成果は今後の展開によっては一部の自閉症の治療法の開発にもつながる成果である。成果

の一部は論文報告を行っている。主要な成果は責任著者として早い時期に論文報告が期待される。 

 

 

 

５．筒井 秀和 研究者 「膜電位の時空間計測における、次世代技術開発」（５年型） 

神経回路を駆け巡る神経信号は伝達物質と細胞膜電位によって担われている。後者はこれまでに電気生理

学的手法により解析されてきたが、複雑な回路を構成する多数の細胞とその空間分布を一挙に観測すること



 

 

には限界があり、光学計測法に期待が集まっている。本研究はこの点に着目したもので、蛋白質性の膜電位

プローブの作動原理の根本に立ち返って応答速度と感度および安定性に優れたプローブの創出を目論んだ

ものである。すでに手にしていた mermaid プローブを用いて生きたゼブラフィッシュ心臓の膜電位動態を無麻

酔・非拘束で非侵襲的に撮像できることを実証したのち、膜電位プローブの特性を効率よく迅速に評価できる

誘起膜電位の空間分布を利用した独自の評価システムを確立した。これを用いることにより、電位依存性フォ

スファターゼに由来する電位センサードメインと蛍光共鳴エネルギー移動レポータドメインとを組み合わせて

電位変化をエネルギー移動効率の変化として光学的に検出できるプローブ候補をスクリーニング評価し、セ

ンサードメインの機能様式に関する発見を介して新しい高速高感度プローブに近づけたことは高く評価される。

今後プローブ特性のさらなる改良と完成、および in vivo 神経活動記録への適用が十分に期待できる。これま

でに着実に成果を論文として報告しているが、特許出願も期待できると思われる。 

 

６．山口 瞬 研究者 「脳内分子変化と電気生理学的・行動学的変化の統合解析」（５年型） 

神経回路特性の長期的変化は一般的には遺伝子発現制御が関わると考えられるが、それを生きた標本にお

いて経時的に観測する技術は未発達である。本研究は記憶・学習や感覚情報処理に際して神経細胞に誘導

される Arc 遺伝子発現に着目し、これを蛍光蛋白質 dVenus により可視化できるトランスジェニックマウスの脳

内の蛍光シグナルを記録できるカメラの作出をねらったものである。自由行動下の動物頭部に装着するカメラ

を試作し改良を進めてきたが、励起光密度や重量などについて課題が発生し完成には至っていない。一方平

行して進めてきた二光子励起顕微鏡にマウス頭部を固定して課題に伴う変化を経時観察する方法、および課

題後に脳スライスとして解析する方法については、視覚刺激や恐怖刺激による、あるいは病態モデル動物に

おける、脳内の Arc 遺伝子発現様式の解析は共同研究者も得て発展しており、論文にもなっている。山口研

究者はもともと遺伝子発現・電気生理学的変化・行動学的変化の同時モニタリングへの強い興味から、脳波

および行動計測のシステムも立ち上げており、今後この独自の観点からの研究展開が期待できる。非常に有

用なマウスの作成により広範な共同研究者に恵まれたことは、当該分野にとっても貴重な貢献である。今後

責任著者として主要成果の論文発表も期待される。 

 

７．阿部 洋 研究者 「シナプス可塑性に関わる RNA 群の革新的イメージング法の開発」 

遺伝子情報はまず RNA として発現し、その多くは各種の制御のもとに蛋白質に翻訳されて細胞機能に組み

込まれてゆく。神経細胞はその突起の広がりのゆえに特定の RNA の局在とその変化に特に関心がもたれる

が、生細胞でそれを解析する手段はない。本研究はそこに着目して、神経細胞内に導入してスプライシング、

RNA 輸送や翻訳制御など RNA 動態のイメージング解析を可能にするプローブの開発をねらったものである。

このために一対のオリゴヌクレオチドにマスクした蛍光性原子団あるいは還元剤を結合させたものを細胞に

導入し、これらが標的 RNA に結合すると化学反応により蛍光団が生じるプローブの開発と実証に成功したも

のである。さらに、高感度化するためにこの反応を回転増幅して 1500 倍の増感を達成し、また標本に固有の

自家蛍光を克服するため希土類元素を用い時間分解蛍光解析を行うことでさらに感度と特異性を向上できる

ことを見出した。論文発表も行い、特許活動も行っている。今後、現在進めている神経細胞への応用を進展さ

せ、実用化に供される日が待たれる。 

 

８．宇賀 貴紀 研究者 「柔軟な判断を可能にする神経回路の動作原理の解明と制御」 

状況に応じて適切な行動選択を判断することは反射行動や本能行動と異なり神経回路機能の最も高度なも

のの一つである。本研究はその神経回路基盤の解明に挑んだものである。サルにランダムドットステレオグラ

ムを提示し、ドットの運動方向と奥行きの判断を眼球運動により判定できる課題訓練を施し、大脳皮質 MT 野

および LIP 野とから神経活動を記録して、柔軟で素早い判断の切り替えに伴う神経信号を解析したところ、MT

野には運動方向判断と奥行き判断それぞれに特異的に使用されるニューロン群が存在し、その 2 群を使い分

けることで判断の切り替えが実現すること、さらに LIP 野では運動方向・奥行き情報がともに時間積分される

が、報酬によりランダムに要求される判断モードに柔軟に対応して必要な情報が蓄積され、不要な情報が除

去されることを見出したことは非常に興味深い成果である。またこのような高難易度のタスクスイッチ課題をサ

ルに課して成功したことは世界的にも追随を許さない成果と言える。今後 LIP 野での積分器の回路実体とそ

の上流機構の解明が進展することが期待される。 

 

９．生沼 泉 研究者 「ガイダンス因子シグナルで普遍的に駆動されるシグナル伝達経路の解明」 

神経細胞の軸索や樹状突起がどうして正しい方向に伸長してゆくことができるのかは神経科学の長年の課題

であり、多数の誘引性あるいは反発性ガイダンス因子が同定され細胞接着分子の関与が研究されてきたが、



 

 

それらのシグナルが細胞内でどう処理、伝達、統合されるかについてはほとんど不明であった。生沼研究者ら

は先に低分子量 G 蛋白質 R-Ras の関与明らかにしてきたが、本課題は軸索に対する誘引性ガイダンス因子

netrin-1 刺激の下流において R-Ras が Afadin に結合して細胞膜への移行を引き起こし、アクチン細胞骨格再

編成により軸索分枝を呈すること、一方樹状突起においては M-Ras がアクチン細胞骨格系制御に関わる

Lamellipodin に結合すること、さらに反発性ガイダンス因子 Sema4D 受容体 Plexin-B1 の下流の R-Ras の関

与は軸索と樹状突起に共通であることなどを、神経細胞プライマリーカルチャー系を用いた精力的な実験によ

って明らかにしたことは大きな成果であり、課題をほぼ達成したものと言える。これらの成果は論文発表も行

っている。今後は同定したエフェクター系が他のガイダンス因子にも普遍的なものであるかの解明が注目され

るとともに、軸索成長円錐および樹状突起先端部の詳細な解析と in vivo での検証が大いに期待される。 

 

１０．佐藤明子 研究者 「神経細胞における膜タンパク質選別輸送システムの順遺伝学による解明」 

神経細胞においても細胞膜はその機能に応じたドメインに分かれており、それらを維持調整するための膜タン

パクを積載した小胞のゴルジ体を経由する輸送は細胞内物流の大きな部分を占めている。ショウジョウバエ

網膜の視細胞は頂端面の光受容膜をはじめ 4 個の明瞭に区別できる細胞膜区画を有するため、選別輸送シ

ステムの解析に有利な材料である。本研究はこれに着目し、ロドプシンの選別輸送の異常を指標として得て

いた300以上の変異体の中から数個を選び、遺伝子の解析と細胞生物学的イメージングにより、Rab6が頂端

面への輸送に関与するが側底面への輸送には関わらないことを見出して段階的な選別機構が存在すること

を発見し、一方 ER 膜内で複合体を形成する膜タンパク質 EMC の 2 サブユニットの解析からは ER 膜における

ロドプシン分子の通過儀礼様式を解明したものである。これまでの成果の一部はすでに論文発表しており、国

内学会の招待講演も行っている。今後は立ち上げた独自の系を足掛かりにしてこの細胞内選別膜系輸送シ

ステムのより広い展望が開け、またそれらの普遍的意義を明らかにする成果を期待したい。 

 

１１．佐藤 隆 研究者 「霊長類の高次脳機能を担う大脳皮質神経回路の可視化と制御」 

本研究はもともと霊長類の前頭眼野に着目して、眼球運動の意志に関わる神経回路が様々な情報を統合し

て運動指令を出す様式を解明しようとする提案であったが、準備中に所属研究機関のサル施設が感染事故

により停止したため、マウスの眼球運動に関わる大脳皮質回路の解析に向かったものである。ところが、両眼

視の比重が小さいと見られ眼球運動研究から顧みられなかったマウスを解析してみると霊長類と類似した特

性が続々と発見され、新たな分野を単独で開拓する成果となった。本研究により、マウス大脳皮質にも霊長

類の前頭眼野に相当する部位が存在すること、その刺激で霊長類と同様なサッケード眼球運動が惹起される

ことなどを明らかにし、またいくつかの特性を解析できた。これらの成果は光遺伝学、二光子顕微鏡イメージ

ング、Cre-LoxP システムなどが適応できるマウスにおいても、ヒトの眼球運動の基本原理に迫る研究ができ

る可能性を示すものであり、事実数ケ所からセミナーに呼ばれるなどその研究が注目されている。今後はこ

の領野の感覚認知系統などの入力や眼球運動制御様式などを含め興味深い進展が期待できる。 

 

１２．谷口 弘樹 研究者 「局所コネクトミクス：抑制性局所神経回路発達の細胞種特異的解析」 

大脳皮質の抑制性神経細胞には解剖学的、神経化学的および電気生理学的特性により区別される多様な

サブタイプが存在すること、また興奮性の錐体細胞は各細胞区画(樹状突起、細胞体、軸索起始部)において

特定の抑制性神経細胞サブタイプから局所入力を受けることが長く知られているが、それらの解剖学的細胞

学的詳細や神経結合の発達などに関しては解析の困難から不明な部分が多く残されている。本研究は、これ

らのサブタイプを特異的に標識する遺伝学的技術を開発し、抑制性局所神経回路の結合様式と発達様式を

体系的に明らかにしようとするものである。このために組み替え酵素 Cre をサブタイプ特異的に発現するマウ

スと狂犬病ウイルスを用いた逆行性経 1 シナプス標識法を組み合わせることにより抑制性神経細胞サブタイ

プ特異的な標識に成功し、たとえば第 II/III 層錐体細胞への各層の Parvalbumin 陽性抑制性神経細胞から入

力の様相などを明らかにすることに成功し、また形態的サブタイプの一つシャンデリア細胞の全貌を詳細に可

視化することにも成功した。これらの成果は大脳皮質の局所回路の解明の強力な基盤を開くものであり、そ

の意義は大きい。今後他のサブタイプについても解析が進み、大脳皮質の神経回路の理解が大きく進展する

ことが期待できる。 

 

１３．早坂 直人 研究者 「神経グリア相互作用としての概日リズム制御系の新たな理解」 

本研究は、マウスで概日リズム中枢である視床下部 SCN においてアストロサイトが昼夜で分布が変わるとす

る予備的データなどに基づいて、SCN 活動の概日リズムの発振・同調などにアストロサイトが関わるという興

味深い可能性を検証する研究として提案されたものである。その後アストロサイト細胞株やプライマリーカル



 

 

チャーを用いる解析、各種の遺伝子改変マウスの解析などを精力的に進めてきたが、十分に説得性あるデー

タはまだ纏まっていないようである。今後はテーマを絞り着実な実験を積み上げることにより、成果を論文とし

て世に問うことが期待される。 

 

１４．平田 普三 研究者 「グリシン作動性シナプスの活動依存的形成と臨界期の分子基盤」 

平田研究者は先にグリシン受容体のアンタゴニストであるストリキニンの作用下ではゼブラフィッシュのグリシ

ン作動性シナプスが形成されないことを発見したことに基づき、本研究においてさらにこの可塑性の分子基盤

の解明に挑んだものである。グリシン受容体に作用する候補分子を絞り込み Gephyrin(さらにはの神経特異

的アイソフォーム)と Dhx37 を同定してそれらの作用を精力的に解析することにより、「グリシン放出→グリシン

受容体活性化→ポストシナプスにおける CaMKII 活性化→Gephyrin リン酸化→グリシン受容体凝集増加」とい

う図式を見出したことは大きい成果であり、課題を達成したものと言える。これらの成果は多数の論文として

発表しており、国際的評価も受けつつある。今後は本研究から得られた他のグリシン作動性シナプス関連分

子なども活用して、臨界期も含めたグリシン作動性シナプスの生理的意義などの解明が期待できる。 

 

１５．堀江 健生 研究者 「遊泳運動を規定する神経回路の発生と動作原理の解明」 

ホヤは脊椎動物と同じ基本設計を有する中枢神経系を持ちながら、その神経細胞数は約 100 個、特に遊泳

運動に直接関わる回路は 14 個の神経細胞からなる。本研究はこの点に着目して、回路の活動イメージング、

光遺伝学による特定細胞の活動操作、転写因子機能阻害による特定神経細胞の欠損または置換などの方

法により、遊泳運動神経回路の動作原理の解明を意欲的に目論んだものである。実際に高速共焦点顕微鏡

を用いたカルシウムイメージングにより、遊泳運動中の 14 個の神経細胞の活動様式を明らかにし、特定の細

胞に光制御型チャネル/ポンプを発現させてこれを強制的に活性化または抑制して遊泳運動を自在に操作す

ることに成功し、また特定の神経細胞を欠損した個体を作出してその遊泳運動における役割を証明したこと

は大きい成果であり、課題の骨格を達成したものと言える。またさきがけ領域会議を機に OIST の研究者との

共同研究を展開している。上記の成果も早期に論文にまとめ、今後この神経回路の全神経細胞の役割を明

らかにして、脊椎動物の遊泳・爬行様式の理解に新たな視点を開くことが期待できる。 

 

１６．松尾 直毅 研究者 「個々の記憶情報をコードする神経回路の解析と制御」 

先に開発した、任意の時期に活動した神経細胞集団に任意の遺伝子操作を行うことができる遺伝子改変マ

ウスを活用して、「記憶情報は協調的な活動により形成される複数の散在神経細胞の機能的な集団により符

号化されている」という cell assembly 仮説の実験的検証に意欲的に挑戦したものである。TetＯプロモーター

を利用してシナプス伝達を可逆的に遮断できる毒素を薬物投与により発現するよう仕組んだ遺伝子改変マウ

スを作出して、状況空間を記憶させる恐怖刺激を与えたのちシナプス遮断を行うと記憶の想起が障害される

こと、遮断から回復する 1 ヵ月後に記憶想起も回復することを明らかにし、またその特異性も実証して、特定

の記憶情報を担う一部の神経細胞集団が存在することを示し得たことは大きい成果であり、課題の根幹を達

成したものである。世界的にも競争の激しいこの分野において小グループでこれを成し遂げたことも注目され

る。今後は解剖学的解析も加えてこの記憶“痕跡” 細胞集団の実体と特性を明らかにし、さらには複数の脳

領域にまたがる記憶細胞集団の解析などから、記憶における各領域の機能とその制御の理解にも発展でき

ればさらに大きな成果が期待できる。 

 

１７．村越 秀治 研究者 「シグナル分子の活性化観察と操作によるシナプス可塑性機構の解明」 

脳の大型神経細胞の樹状突起にはシナプスを受ける小突起があり、このスパインは機能的にも形態的にも

可塑性を示し、これがシナプス機能の調整に重要であると考えられている。本研究は、特にこのスパイン内で

Rho GTPase やアクチンを制御してシグナル伝達の鍵を握るプロテインキナーゼ CaMKII に着目し、CaMKII の

活性化を光照射によって制御することができる蛋白性分子を作出して、シナプス可塑性を局所的に操作する

分子活性化イメージングを開拓しようとするものである。実際に植物由来の LOV2 ドメインを利用した光活性

型 CaMKII 阻害分子 paAIP2 の作出に成功し、スパイン可塑性の特性を解析した。さらに蛍光共鳴エネルギー

移動を利用した CaMKII FRET センサーを作成し改良を重ねて高感度高精度低毒性の活性化イメージングに

も成功している。これらは本課題の根幹的技術開発を達成したものである。これらのツールを用いて培養細

胞におけるスパインの形態的可塑性の特性を解析したが、今後は他にも開発している分子なども合わせて生

体内でのイメージングに発展させ、国際的にも注目される成果が十分に期待できる。 

 

１８．吉田 知之 研究者 「中枢シナプスオーガナイザーによる標的認識と特異的シナプス形成の調節機構



 

 

の解明」 

神経結合の特異性の分子的基盤は Sperry の chemoaffinity 説以来半世紀以上にわたる神経科学の重要問

題であるが、この間にガイダンス分子や接着分子が多数同定されたにも拘わらずシナプスにおける分子メカ

ニズムは解明からほど遠い。本研究は、先にゼブラフィッシュ胚でシナプス形成促進因子のスクリーニングに

より IL1RAPL1 や PTPδなどを見出していたことに基づき、これらのシナプスオーガナイザー分子の構造、特

にスプライスバリアントの結合特異性における意義に着目して、巧みな実験系を工夫して IL1RAPL1―PTPδ

系の機能に深く詳細な解析を加え、さらにこの結合系と NRXN-NLGN 結合系の間の抑制関係の発見とその

解析を行ったものである。これらの成果により、シナプス結合特異性の分子メカニズムの様相の主たる特徴

が明らかになり、この問題への方法論のモデルとなるばかりでなく、今後の組織学的あるいは行動学的生理

学的展開や、神経回路の維持調整メカニズムや神経疾患の研究に新たな見通しを提示した意義も大きい。 

 

 

１０． 評価者 

研究総括  村上 富士夫  大阪大学大学院生命科学研究科・特任教授 

 

領域アドバイザー（五十音順。所属、役職は平成 27 年 3 月末現在） 

上村 匡 京都大学大学院生命科学研究科・教授 

岡本 仁 化学研究所脳科学総合研究センター・副センター長 

貝淵 弘三 名古屋大学大学院医学系研究科・教授 

影山 龍一郎 京都大学ウイルス研究所・教授 

狩野 方伸 東京大学大学院医学系研究科・教授 

川口 泰雄 自然科学研究機構生理学研究所・教授 

小坂 俊夫 九州大学大学院医学研究院・教授 

立花 政夫 東京大学大学院人文社会系研究科・教授 

能瀬 聡直 東京大学大学院新領域創成科学研究科・複雑理工学専攻・教授 

平田 たつみ 情報・システム研究機構国立遺伝学研究所・教授 

藤田 一郎 大阪大学大学院生命機能研究科・教授 

虫明 元 東北大学大学院医学系研究科・教授 

柚崎 通介 慶應義塾大学医学部・生理学・教授 

 

 

（参考） 

件数はいずれも、平成２７年３月末現在。 

 

（１）外部発表件数 

 国 内 国 際 計 

論 文 0 89 89 

口 頭 129 58 187 

その他 34 0 34 

合 計 163 147 310 

 

（２）特許出願件数 

国 内 国 際 計 

4 2 6 

 

（３）受賞等 

・川内 健史    

日本細胞生物学会 日本細胞生物学会若手優秀発表賞（H25.6） 

・小早川 高   

バイオビジネスコンペ JAPAN 実行委員会 第１０回バイオビジネスコンペ JAPAN 最優秀賞（H22.3） 

・阿部 洋    



 

 

長瀬科学技術振興財団 長瀬研究振興賞（H26.4） 

・生沼 泉    

井上科学振興財団 第５回井上リサーチアウォード（H25.2）  

花王芸術科学財団 第１５回 花王研究奨励賞（H26.6）  

日本生化学会 平成 26 年度日本生化学会奨励賞（H26.10） 

・佐藤 明子    

広島大学 広島大学 Distinguished researcher（H23.6） 

・谷口 弘樹   

Brain & Behavior Research Foundation  Honorable mention, 2013 Daniel X Freedman Award（H25.7） 

・早坂 直人   

近畿大学医学会 近畿大学医学会賞（H23.10） 

・平田 普三    

日本生化学会 日本生化学会奨励賞（H23.10） 

文部科学省 文部科学大臣表彰若手科学者賞（H24.4） 

・村越 秀治    

日本生物物理学会 2011 年日本生物物理学会若手奨励賞（H23,9） 

日本生理学会 第 89 回日本生理学会ポスター賞（H24.3） 

 

 

 

（４）招待講演 

国際 43 件 

国内 62 件 



 

 

別紙 

「脳神経回路の形成・動作と制御」領域 事後評価実施 研究課題名および研究者氏名 

 

（３年型） 

研究者氏名 

（参加形態） 

研 究 課 題 名 

（研究実施場所） 

現 職（平成 27 年 3 月末現在） 

（応募時所属） 

研究費 

(百万円) 

 

阿部 洋 

（兼任） 

シナプス可塑性に関わる RNA 群の革

新的イメージング法の開発 

（理化学研究所、北海道大学） 

北海道大学 准教授 

（理化学研究所 専任研究員） 
４０ 

 

宇賀 貴紀 

（兼任） 

柔軟な判断を可能にする神経回路の

動作原理の解明と制御 

（順天堂大学） 

順天堂大学 先任准教授 

（同上） 
４０ 

 

生沼 泉 

（兼任） 

ガイダンス因子シグナルで普遍的に駆

動されるシグナル伝達経路の解明 

（京都大学） 

京都大学 助教 

（同上） 
４３ 

 

佐藤 明子 

（兼任） 

神経細胞における膜タンパク質選別輸

送システムの順遺伝学による解明 

（名古屋大学、広島大学） 

広島大学 准教授 

（名古屋大学 特任准教授） 
４０ 

 

佐藤 隆 

（兼任） 

霊長類の高次脳機能を担う大脳皮質

神経回路の可視化と制御 

（チュービンゲン大学） 

チュービンゲン大学  

Junior Group Leader 

（同上） 

４０ 

 

谷口 弘樹 

（兼任） 

局所コネクトミクス：抑制性局所神経回

路発達の細胞種特異的解析 

（コールドスプリングハーバー研究所、

マックスプランクフロリダ研究所） 

マックスプランクフロリダ研究所 

Research Group Leader 

（コールドスプリングハーバー研究

所 研究員） 

４０ 

 

早坂 直人 

（兼任） 

神経グリア相互作用としての概日リズ

ム制御系の新たな理解 

（近畿大学、山口大学） 

山口大学 准教授 

（近畿大学 講師） 
４０ 

 

平田 普三 

（兼任） 

グリシン作動性シナプスの活動依存的

形成と臨界期の分子基盤 

（遺伝学研究所） 

遺伝学研究所 准教授 

（同上） 
３５ 

 

堀江 健生 

（兼任） 

遊泳運動を規定する神経回路の発生

と動作原理の解明 

（筑波大学） 

筑波大学 助教 

（同上） 
４０ 

 

松尾 直毅 

（兼任） 

個々の記憶情報をコードする神経回路

の解析と制御 

（京都大学） 

大阪大学 准教授 

（京都大学 特定准教授） 
４０ 

 

村越 秀治 

（兼任） 

シグナル分子の活性化観察と操作に

よるシナプス可塑性機構の解明 

（生理学研究所） 

生理学研究所 准教授 

（同上） 
４０ 

 

吉田 知之 

（兼任） 

中枢シナプスオーガナイザーによる標

的認識と特異的シナプス形成の調節

機構の解明 

（東京大学、富山大学） 

富山大学 准教授 

（東京大学 講師） 
４０ 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

（５年型） 

研究者氏名 

（参加形態） 

研 究 課 題 名 

（研究実施場所） 

現 職（平成 27 年 3 月末現在） 

（応募時所属） 

研究費 
(百万円) 

今井 猛 

（専任、兼任） 

末梢入力に依存した神経回路形成の

ロジック 

（東京大学、理化学研究所） 

理化学研究所 チームリーダー 

（東京大学 特任助教） 
100 

川内 健史 

（兼任、専任） 

細胞内機能ドメインが大脳皮質形成に

果たす役割の解明 

（慶應大学） 

JST さきがけ研究者 

（慶應大学 講師） 
100 

小早川 高 

（兼任） 

匂いに対する特異的な行動や情動を

制御する神経ネットワーク 

（大阪バイオサイエンス研究所） 

大阪バイオサイエンス研究所 研究員 

（同上） 
125 

田渕 克彦 

（兼任） 

精神発達障害原因解明のための

Neuroligin/Neurexin モデルの確立 

（生理学研究所、信州大学） 

信州大学 教授 

（生理学研究所 准教授） 
100 

筒井 秀和 

（兼任） 

膜電位の時空間計測における、次世

代技術開発 

（大阪大学、理化学研究所、北陸先端

科学技術大学） 

北陸先端科学技術大学 准教授 

（大阪大学 助教） 
76 

山口 瞬 

（兼任） 

脳内分子変化と電気生理学的・行動

学的変化の統合解析 

（神戸大学、岐阜大学） 

岐阜大学 教授 

（神戸大学 准教授） 
95 

 



 

研 究 報 告 書 

「末梢入力に依存した神経回路形成のロジック」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 21 年 10 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 今井 猛 

  

１． 研究のねらい 

我々哺乳類の神経系においてどのようにして特異的な神経接続が保証されているのか、と

いう問題は、神経科学における大きな問題の一つである。近年の研究により、遺伝学的なプロ

グラムによって規定される決定論的な神経接続の分子機構はかなり解明されてきたが、より

高次の神経回路、たとえば、大脳皮質で入力情報に応じて異なる情報処理がなされるための

神経回路がつくられる仕組みは、依然としてよく分かっていない。哺乳類の中枢神経系の回路

形成においては、しばしば末梢からの入力や神経活動が重要な役割を果たすと考えられてい

る。本研究では、マウス嗅覚系をモデルとして、嗅覚受容体からの入力がどのようにして嗅神

経細胞軸索投射を制御しているのか、さらにはどのようにして高次嗅覚回路の形成を制御し

ているのかを明らかにする。また、こうした研究を進める上では神経回路をカラム単位、感覚

情報の入力・演算ユニット単位で遺伝学的に操作・可視化することが重要である。そこで本研

究ではそのための新奇遺伝学ツールや可視化技術の開発も平行して進める。 

  

２． 研究成果 

 

（１）概要 

哺乳類中枢神経系においてどのようにして特異的な神経回路が作られるのかを研究する

上で、マウス嗅覚系は極めて優れたモデル系である。嗅上皮において、個々の嗅神経細胞は

約 1,000 種類ある嗅覚受容体遺伝子の中から 1 種類のみを選択的に発現し、同種の嗅覚受

容体を発現する嗅神経細胞の軸索は嗅球において同一の糸球体へと収斂する。従って、匂

い情報は嗅球において糸球体を素子とするマップへと展開される。一方、嗅球の糸球体にお

いて匂い情報は僧帽・房飾細胞へと受け渡されるが、僧帽・房飾細胞は単一の主樹状突起を

単一の糸球体にのみ接続することで、匂い情報の混線が生じないようになっている。本研究

課題においては、嗅神経細胞軸索が発現する嗅覚受容体の種類に応じて決まった糸球体に

投射する際にどのようなパラメータを用いているのかについて研究を行い、嗅覚受容体から

Gs タンパク質を介して生じる basal activity が投射位置を規定することを明らかにした。また、

僧帽・房飾細胞が生後発達の過程で単一の糸球体にのみ接続を確立する過程について研究

を行い、生後の神経活動が重要な役割を果たしていることを明らかにした。 

また、回路形成の過程では神経活動が重要な役割を果たすことから、嗅球における自発神

経活動の研究を行ったが、その過程で思いがけず、自発活動の匂い情報処理における役割

を見出すことになった。嗅覚系では鼻腔の airflow 刺激によって神経活動が生じ、嗅球に活動

のオシレーションを生じる。このオシレーションにもとづいて作られる神経活動の時間的パター

ンが匂い情報をコードしていることを明らかにした。 



 

さらに、嗅球をはじめとする中枢神経系における 3 次元的な回路の研究を効率的に行う

為、新しい回路可視化技術の開発にも取り組んだ。広範な回路可視化のための組織透明化

試薬 SeeDB を開発し、嗅球における僧帽・房飾細胞の回路多様性を明らかにした。さらに、シ

ナプスレベルでの高分解能3Dイメージングのための新しい透明化試薬の開発にも成功した。 

 

（２）詳細 

嗅神経細胞軸索投射を制御する cAMP シグナルの解析 

 嗅神経細胞軸索投射の過程で、嗅覚受容体は Type-I と Type-II という 2 種類の軸索ガイダ

ンス・細胞接着分子の遺伝子発現を制御している。Type-I は幼若な嗅神経細胞に発現してお

り、嗅球前後軸に沿ったおおまかな軸索投射位置の規定に関わっている。一方、Type-II はよ

り成熟した嗅神経細胞に発現し、軸索間で局所的に作用して嗅神経細胞軸索の選り分けを

行っている。Type-II については鼻腔閉塞で発現が変化することから主に環境中からの刺激

が関与していると考えられていた一方、Type-I についてはどのようなシグナルが発現制御し

ているのか不明であった。 

 我々は幼若な嗅神経細胞では Gs が、成熟した嗅神経細胞では Golf が発現していることか

らこれらの G タンパク質に着目して解析を行い、嗅神経細胞特異的な Gs のノックアウトマウス

では Type-I 遺伝子の発現が影響を受け、Golf のノックアウトマウスでは Type-II 遺伝子の発

現が影響を受けることを明らかにした。更に我々は、Gs と Golf が下流の cAMP シグナルを伝

えるモードが異なる可能性を検討するため、嗅覚受容体を含むいくつかの GPCR と Gs/Golf

の融合タンパク質を作製して、リガンドに対する応答特性を解析した。その結果、Gs はリガン

ド非依存性の basal activity を生じやすいのに対し、Golf では basal activity が低く、リガンド依

存性のcAMPシグナルを伝達するのに適していることが判明した。本研究により、嗅神経細胞

の投射位置特異性の源は嗅覚受容体の basal activity の違いにあることを明らかにすること

ができた（Cell, 2013；論文 3）。 

 

嗅球僧帽細胞の樹状突起刈り込みのメカニズム 

嗅球の糸球体において、嗅神経細胞軸索から入力された匂い情報は 2 次神経細胞である

僧帽・房飾細胞へと受け渡される。僧帽・房飾細胞は単一の主樹状突起を単一の糸球体へと

伸ばして興奮性入力を受け取ると共に、複数の側方樹状突起を伸ばして顆粒細胞から抑制

性入力を受ける。このような樹状突起の形態形成は生後数日の間に確立される。我々は僧

帽細胞をまばらに蛍光タンパク質で標識することにより、樹状突起の発達過程を観察した。そ

の結果、生後 2 日目までは僧帽細胞の複数の樹状突起が複数の糸球体に伸びているが、生

後3-4日目に樹状突起の刈り込みが起こり、生後6日目までにほとんどの僧帽細胞が単一の

主樹状突起を有するようになることが判明した。従って、僧帽細胞樹状突起の接続特異性

は、ガイダンスプロセスではなく、刈り込み過程で制御されているということになる。このような

刈り込みプロセスは、嗅球において匂い情報の”混線”を防ぐ上で極めて重要である。 

これまでに、匂いを検出できない CNGA2 ノックアウトマウスの解析から、この刈り込みプロ

セスには感覚入力は必要ないことが示されていた。そのため、どのようなメカニズムで樹状突

起の刈り込みが起こるのかは不明であった。我々は匂い刺激によらない、自発的な神経活動



 

が樹状突起の刈り込みに関与している可能性を考え、内向き整流性 K+チャネル Kir2.1 を過剰

発現させ、神経活動を抑えたときの発達プロセスについて調べた。この結果、神経活動阻害

をすることで僧帽細胞主樹状突起の刈り込みが阻害されること、側方樹状突起の伸長が阻害

されることが明らかになった。 

実際に嗅球で生後発達期に自発活動が生じているかどうかを確かめるため、新生仔マウ

ス嗅球における 2光子カルシウムイメージングを行った。僧帽・房飾細胞特異的にGCaMP3 を

発現するトランスジェニックマウスを用いて嗅球の in vivo イメージングを行ったところ、ケタミン

麻酔下ではほとんど自発活動が見られないが、覚醒下では観察することができた。自発活動

は P2-3 では同期性の高いウェーブとして観察されるが、P10 では糸球体毎に異なるタイミン

グで活動する様子が観察された。同様の実験を、嗅神経細胞特異的にGCaMP3を発現するト

ランスジェニックマウスでも行ったが、自発活動は認められなかった。以上のことから、嗅球の

僧帽・房飾細胞では、生後発達期に感覚刺激に依存しない自発活動があることが明らかとな

った。 

同様の結果は嗅球スライスでも観察された。そこで嗅球スライスを用いて薬理学実験を行

ったところ、NMDA 受容体と AMPA 受容体の両方が必要であること、ギャップ結合が必要であ

ることなどが判明した。スライスのカルシウムイメージングではより高速のイメージングも行

い、自発活動の時間的なパターンについても詳細に解析した。相互相関解析を行ったところ、

P2-3 においては自発活動が決まったパターンで糸球体間を伝播するのに対し、P10 において

は伝播のパターンに明確な法則性がない（ランダム）ことが判明した。今後は自発活動生成の

メカニズムについてさらに追求するとともに、活動の伝播パターンと樹状突起刈り込み特異性

の間に何らかの法則性があるのかどうかについて研究を進める。 

 

嗅球における匂い情報の時間コーディングの仕組み 

嗅球の僧帽・房飾細胞において、匂い情報は発火頻度だけではなく、発火のタイミングも変

化させる。従来から、発火タイミングにも匂いの情報がコードされているのではないかと考えら

れてきたが（時間コーディング）、いったいどのような情報が発火パターンにコードされている

のか、時間コーディングの意義は何か、時間コードがどのように作られるのかについては全く

不明であった。本研究においては、自発神経活動の解析を行う中で思いがけずにこれらの問

題に対する手がかりが得られたため、時間コーディングに関する以上の問題に取り組んだ。 

我々は、嗅上皮および嗅球の in vivo GCaMP3 カルシウムイメージングを行い、嗅神経細胞

が匂い分子だけでなく、airflow 刺激にも応答することを見出した。通常、匂い分子は極めて小

数の種類の嗅神経細胞のみを活動させるが、airflow 刺激は約半数程度の嗅神経細胞を活

性化させる。嗅球においては、応答の程度は糸球体によって異なり、再現性もあることから、

発現する嗅覚受容体の種類によって airflow 応答の程度が決まっていると考えられる。嗅球の

僧帽・房飾細胞においては、より多くの糸球体において、抑制性応答も含めた広範な airflow

応答が観察される。通常マウスは 2-10Hz の範囲で呼吸をしながら匂いを嗅いでいるため、こ

の airflow 応答は、嗅球僧帽・房飾細胞において、広範な神経活動オシレーション（シータオシ

レーション）を生み出す。僧帽・房飾細胞におけるオシレーションは鼻腔閉塞によって消失し、

また人工吸気システムにおいて airflow の頻度を変えると、それに従ってオシレーションの周



 

期が変わることが確認された。さらに、各糸球体におけるオシレーションの位相について詳しく

解析したところ、その位相が糸球体毎に異なっており固有であることが判明した。この固有の

位相は、airflow の速度や頻度を変えても大きく変化しない一方で、匂い刺激を行うとしばしば

位相シフトすることが判明した。このことから、位相コードは匂い刺激と airflow 変化とを区別す

る上で重要であると考えられる。 

次に、匂い刺激によって生じる発火頻度の情報と位相シフトのどちらがより安定的に情報を

コードできるのかについて検討を行った。GCaMP 蛍光シグナルは繰り返し匂いをかぎ続ける

とダイナミックに変化し、相関が徐々に低下していくのに対し、位相シフトは繰り返し匂いを嗅

いでも変化しにくいことが判明した。従って、匂い探索行動のような繰り返し匂いを嗅ぐ行動に

おいては、位相コードの方がより安定した情報をコードしており、有利であると考えられる。 

そもそも匂い分子は呼吸に伴って鼻腔に持ち込まれるため、airflow 応答がなくてもリズミッ

クな匂い応答は達成できそうなものである。時間コーディングにおいて、airflow 応答は積極的

な役割をもっているのであろうか？この問題に答えるため、我々は airflow 刺激と匂い分子の

両方をリズミックに嗅神経細胞に提示した場合と、airflow 一定下で匂い分子のみをリズミック

に提示した場合とで、嗅球における匂い情報コーディングに差があるのかについて検討した。

その結果、airflow 応答があった方が、1) 匂い刺激に対する応答速度が速くなること、2) 匂い

刺激に対する応答が大きくなること、3) 呼吸サイクル毎にリズミックな応答が可能になるこ

と、4) 時間コードがより安定になること、を明らかにした。これらのことから、嗅神経細胞の

airflow に対する応答は、単に避けがたいノイズということではなく、嗅球においてよりロバスト

な時間コーディングを可能とするための必須の性質であると考えられる。 

オシレーションを基盤とした情報コーディングは嗅内皮質-海馬で既に知られていたもの

の、本研究を通して、嗅球においてもオシレーションが感覚情報処理の基盤となっていること

が明らかとなった。（未発表） 

 

神経回路の 3 次元解析を可能とする組織透明化試薬の開発 

 従来、神経回路の 3 次元的なつながりを明らかにするには、大量の連続切片を作製して再

構成するという大変骨の折れる作業が必要であった。こうした問題を克服するため、しばしば

有機溶媒を用いた組織透明化が行われてきたが、有機溶媒は蛍光タンパク質の蛍光を褪色

させてしまうため、遺伝学的な回路標識と組み合わせて使用することは困難であった。 

こうした問題を克服するため、我々は蛍光タンパク質や神経トレーサーの蛍光を保持したま

ま組織を透明化する方法の開発に取り組んだ。最近他のグループによって開発された方法で

は組織が膨張・収縮して形態変化を生じるという問題があったため、我々はこうした問題の克

服も試みた。その結果、フルクトースを主成分とする透明化試薬 SeeDB によって、マウス脳を

短時間で、蛍光を保持し、形態を保持したまま透明化できることを見出した。SeeDB は屈折率

が高いため、十分に透明になっても従来の対物レンズでは球面収差のために深部まで観察

することが難しい。そこで、最適な特注対物レンズを 2 光子励起顕微鏡に用いることで、マウ

ス脳を背側から腹側までイメージングすることに成功した。この方法を用いて、例えばマウス

の脳梁繊維を 1 本 1 本右脳から左脳までトレースすることが可能となった。また、この SeeDB

法を用いて、単一の糸球体に接続する 20-50 個の”姉妹”僧帽・房飾細胞の接続様式の解析



 

を行った。単一の糸球体からデキストラン色素を注入することで姉妹僧帽・房飾細胞を標識

し、その分布を解析したところ、それらの細胞体の位置は必ずしも糸球体の直下に集まってい

る訳ではなく、糸球体 20-30 個分の領域に広がって分布していることが判明した。さらに、姉

妹僧帽細胞の側方樹状突起のパターンは互いに似ておらず、多様性に富んでいることも判明

した。この結果は、姉妹僧帽細胞であっても異なる抑制性入力を受け、異なる応答特性を持

っている可能性を示唆している。（Nat Neurosci, 2013；文献 4） 

 

３． 今後の展開 

嗅神経細胞軸索投射の研究については、主要な問題についてはほぼ解明に至ったと考えて

いる。現在は、これまでの知見を活かして、成体におけるマップ再生の問題に取り組んでいる。

嗅神経細胞は生後でも再生および再投射を繰り返しているが、頭部損傷などの際に嗅神経細胞

が一度に切断されてしまうとマップの再生が難しいことが知られている。これは異臭症をひきおこ

し、著しい QOL の低下につながるが、根本的治療法はない。成体における軸索再投射の過程が

胎生期のマップ形成のプロセスとどのように異なるのかを明らかにすることで、正しいマップ再生

の為の道筋を得たいと考えている。 

嗅球僧帽細胞の樹状突起刈り込みの問題に関しては、今後自発活動のタイミングと刈り込み

特異性の関係について研究を発展させたいと考えている。将来的には光遺伝学的手法によって

自発活動のタイミングをコントロールし、刈り込み特異性を決めているルールを証明したいと考え

ている。神経突起の刈り込みという現象は生後発達期の脳における普遍的な現象であるため、

この研究を発展させることは生後脳発達の普遍的なルールの解明につながると期待している。 

本研究を通して、嗅球の動作原理にかかわる研究にも踏み込むことができたのは予想以上の

成果であった。オシレーションにもとづく外界情報の認識、記憶形成は中枢神経系における中心

的な問題の一つであることから、今後はそうした問題意識で本研究を発展させたい。具体的には、

比較的単純な回路からなる嗅球においてオシレーションが生成され、糸球体に固有の位相が作

られる仕組みを、細胞レベル、回路レベルで解明することが今後 5 年程度での大きな目標であ

る。 

こうした問題に取り組む上で、引き続き技術開発も重要であると考えている。組織透明化法は、

更に改良してシナプスレベルのコネクトーム研究に発展させる必要がある。また、in vivo イメージ

ングや光遺伝学とコネクトームの橋渡しを可能とする透明化および 3 次元イメージングのパイプ

ライン構築も今後必要である。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究では、1) 嗅覚受容体からの入力に依存した嗅神経細胞軸索投射の分子機構の解

析、2) 嗅覚受容体の種類に対応した僧帽・房飾細胞神経回路の形成過程の解析、3) 新奇

遺伝学・可視化ツールの開発を目標とした。 

1)については、特に嗅覚受容体から入力されるシグナルの実体の解明を目指し、おおまか

な軸索投射位置を決めるType-I遺伝子と、局所的な軸索の選別を制御するType-II遺伝子の

制御機構を解析した。Type-I 遺伝子については、嗅覚受容体 Gs を介し、リガンド非依存性の



 

シグナルを伝えるという結論にたどり着くことが出来た。 

一方、Type-II 遺伝子の制御機構について示唆を得ようと始めた in vivo 2 光子カルシウムイ

メージングによる airflow 応答イメージングの研究が、思いがけず嗅覚情報処理の研究に発展

した。本さきがけ研究の開始に当たっては、「予想外の研究に発展することが最大の目標であ

る」と書いたが、その通りになったという意味で成功であった。神経回路機能において活動の

オシレーションが重要であるという今回の成果は、中枢神経系における普遍的な問題を含ん

でおり、今後さらに「機能的」回路の動作・形成原理を研究する上で、重要な足がかりになった

と評価している。 

2)については、特に僧帽細胞樹状突起の接続特異性が生後発達の過程でどのように決ま

るのかに着目して研究を進め、一定の成果を得ることができた。生後の自発活動が重要であ

るという結果は、過去の研究からは予想外の結論であり、嗅覚神経回路形成の理解に大きく

貢献する成果であると考える。一方で、神経活動がどのようにして回路特異性を規定している

のかという中心的な問題は依然として残されたままである。自発活動の時空間的パターンの

解析によって手がかりは得られつつあるものの、光遺伝学などを用いた最終的な証明はこれ

からである。神経回路の刈り込みは普遍的な現象であり、様々な系で記述されているが、刈り

込みの特異性（即ちどの枝を選ぶか）に関するメカニズムは全く未知である。本研究によって

その足がかりが得られつつあることは大きな成果であると考えている。 

3)に関しては、新技術の開発することで新しいアプローチの研究を優位に展開できるという

考えのもと、当初、回路標識と回路解析の両方を想定して研究に取り組んできた。回路解析

に関しては、新しい透明化法の開発など、十分な成果を収めることが出来た。一方、自在に回

路標識する手法の研究については、いくつか進展はあったものの、実用化して論文発表する

段階には至らなかった。今後回路標識の手法についても可視化技術の進展を踏まえて取り組

みたい。 

本研究課題では、脳神経回路の動作原理、形成原理に迫る研究を展開することができた。

また神経回路の全容解明をめざす世界的な機運の中で、新しい技術の開発でも貢献すること

ができた。本課題の成果は、今後も続く神経回路解明の研究に資するとともに、特に生後発

達期および成体における神経回路制御の技術に発展するものと期待している。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

神経回路が形成されるためには特異的で正確な神経結合が前提となるがそのメカニズムは

依然として良く分かっていない。本研究は解析対象として優れたモデル系であるマウス嗅覚系

に着目して、感覚入力が神経投射に果たす役割に迫ったものであり、嗅覚受容体から Gs タン

パク質を介して生じる basal activity が投射位置を規定することを明らかにし、また嗅球の出力

細胞である僧帽・房飾細胞が生後発達の過程で単一の糸球体にのみ接続を確立する過程を

解析して、生後の神経活動が重要な役割を果たしていることを明らかにしたこと、さらに鼻腔の

呼吸気流刺激によって生じる神経活動の周期振動が匂い情報のコーディングに重要な役割を

果たしているという予期せぬ発見に至ったことはいずれも大きな成果である。またこれらの研究

課程で必要となり開発した脳組織の画期的な透視化技術 SeeDB 法については速やかに発表



 

し、大きな反響を呼んだ。これらの成果に基づき、今後は発見した嗅球の自発活動の生理的意

義、および僧帽細胞の樹状突起刈り込みの特異性のメカニズム、さらに嗅球の活動振動の生

成メカニズムとその意義の解明などが大きく展開することが十分に期待できる。 
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研 究 報 告 書 

「細胞内機能ドメインが大脳皮質形成に果たす役割の解明」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成２１年１０月～平成２７年３月 
研 究 者： 川内 健史 

  

１． 研究のねらい 

脳の高次機能の基盤となる神経回路網は、発生過程をさかのぼると、１層の単純な神経上

皮から誕生した神経細胞が特定の脳領域（層や神経核）に配置され、軸索や樹状突起を伸ば

して互いに連結することによって形成される。神経上皮細胞から誕生した神経細胞は、最終分

裂を終えた後、脳室側から脳の表層へ向かって長い距離を移動し、特定の位置に配置される。

神経細胞は、この移動過程において軸索を伸長し、樹状突起の成熟を開始することから、神

経細胞移動は、「細胞体の適切な配置」のみならず、「軸索や樹状突起の形成」とも関連が深

い。このことから、神経細胞移動は、神経回路網形成における主要な発生段階であると考えら

れる。 

これまでの神経細胞移動の研究は、解剖学・組織学的な形態観察と、ヒトの脳疾患を対象

とした遺伝学的解析が中心であった。近年、簡便に個体への遺伝子導入を行うことができる

「子宮内エレクトロポレーション法」の普及により、神経細胞の産生や移動に関与する分子が

少しずつ明らかとなりつつあるが、このような「遺伝子（分子）と表現型の対応表」を作るだけで

は、複雑な形態変化を伴う多段階の神経細胞移動のメカニズムを理解するには至らないので

はないかと考えた。そこで本研究では、組織・個体レベルの表現型と、個々の遺伝子の間のギ

ャップを埋めるために、オルガネラや小胞、細胞接着装置などの細胞内構造体（これらを「細

胞内機能ドメイン」と呼ぶ）の役割に着目し、哺乳類に特異的な６層構造を示すマウス大脳皮

質を用いて、神経回路網形成の基盤となる神経細胞移動のメカニズムを理解することを目指

して研究を行った。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

発生期の大脳皮質において、脳室近辺で誕生した神経細胞は多段階の移動を行うが、そ

の中で最も長い移動距離を占めるのは、放射状突起に沿って移動する様式（これをロコモー

ション様式と呼ぶ）である。よって、ロコモーション移動は、哺乳類に特異的な６層構造の形成

において、中心的な役割を果たすと考えられる。1970 年代に行われた形態学的な解析によ

り、ロコモーション移動細胞が脳室から脳表層まで伸びる放射状に沿って移動することは知ら

れていたが、発生期の大脳皮質において、ロコモーション移動細胞がどのようにして放射状

突起に接着し、その上を動いているのかについては分かっていなかった。我々は、ロコモーシ

ョン移動細胞は、細胞接着分子 N-カドヘリン依存的に放射状突起に接着していることを見い

だした。さらに、一部の N-カドヘリンが、複数のエンドソームの協調作用により、まず細胞内に

取り込まれ、再び細胞膜上へと輸送されることが、放射状突起に沿った移動に重要であること

を明らかにした。このように、エンドソームによる細胞接着装置のダイナミックな動態制御が、



 

神経細胞を脳表層に向けて移動させ、その結果として、哺

乳類に特異的な６層構造の大脳皮質が形成されることが

示唆された。 

ロコモーション移動細胞は、突起近位部に特徴的な膨ら

みを形成し、その中に核が伸長して入り込むといった、他

の細胞ではみられない特殊な移動様式を示す。我々は、

移動の初期段階の影響を排して、ロコモーション様式の移

動を直接解析できる実験系を確立し、これを用いて、細胞

周期関連分子である Cdk5 と p27kip1 が増殖を停止した神

経細胞でも機能し、滑脳症の原因遺伝子産物と協調し

て、神経細胞に特異的な移動様式を制御することを示した。 

以上の研究より、高次機能を担う脳の構造的基盤の形成における細胞内機能ドメイン（エ

ンドソーム、細胞接着装置、突起近位部の特徴的な膨らみ、核）の動態制御機構と生理機能

が明らかとなった。 

  

（２）詳細 

研究テーマ A 「多段階の神経細胞移動における細胞接着装置の役割の解明」 

発生期の大脳皮質において、脳室近辺で誕生した神経細胞は多段階の移動を行うが、そ

のうち最も長い移動距離を占める様式は「ロコモーション様式」の移動である。ロコモーション

様式で移動する神経細胞が、脳室から脳表層まで伸びる放射状突起に沿って移動すること

は、40 年近く前から観察されていたが（Rakic P. J Comp Neurol, 1972）、発生期の大脳皮質に

おいて、ロコモーション移動細胞がどのようにして放射状突起と接着し、その上を移動してい

るのかについては未解明であった。 

我々は、細胞-細胞間接着分子である N-カドヘリンが、ロコモーション移動する神経細胞

と、放射状突起の両方に発現していることを見いだした。そこで、簡便に個体への遺伝子導入

を行える子宮内エレクトロポレーション法を用いた in vivo ノックダウン実験法（Kawauchi T. et 

al. Nature Cell Biol, 2006; Kawauchi T. et al. EMBO J, 2003）により、移動神経細胞における N-

カドヘリンの発現量を低下させたところ、先導突起をもった神経細胞と放射状突起との間の接

着が弱まることが分かった。この実験では、神経前駆細胞の段階からノックダウンベクターが

導入されるため、神経前駆細胞における何らかの異常が、その後に起きる神経細胞移動の

異常を引き起こした可能性が否定できない。そこで、神経細胞特異的な Tα1 プロモーターの

制御下で、ドミナントネガティブ体の N-カドヘリンを発現できる発現ベクターを構築し、これを

子宮内エレクトロポレーション法により発生期のマウス大脳皮質に導入したところ、やはり神

経細胞移動が抑制されることが分かった。以上より、ロコモーション移動を行う神経細胞は、

N-カドヘリン依存的に放射状突起に接着し、N-カドヘリンの適切な発現は神経細胞の移動に

必要であることが明らかとなった（Kawauchi T. et al. Neuron, 2010）。 

放射状突起に沿ってロコモーション様式の移動を行った神経細胞は、移動の最終段階にお

ける短い距離のみ、放射状突起に依存しない「ターミナル・トランスロケーション様式」で移動

する。我々は、ターミナル・トランスロケーション様式の移動を行う神経細胞の細胞体では、N-
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カドヘリンの発現が低下していることを見いだした。そこで、初代培養神経細胞において、リソ

ソームへの輸送経路を阻害したところ、N-カドヘリンの総タンパク質量が増加し、さらに子宮

内エレクトロポレーション法によりリソソームへの輸送経路を in vivo で抑制すると、移動の最

終段階が阻害された。これらより、移動の最終段階においては、リソソーム系の分解経路の

必要性が亢進し、N-カドヘリンが分解されることが示唆された。これに対して、ターミナル・トラ

ンスロケーション様式の移動を行う神経細胞の先導突起が存在する辺縁帯において、細胞外

基質フィブロネクチンが発現し、フィブロネクチンと接着する細胞-基質間接着分子α5β1-イ

ンテグリンの活性が高かったことから、インテグリンのα5 サブユニットもしくはβ1 サブユニッ

トの機能抑制を行ったところ、ターミナル・トランスロケーション様式の移動が特異的に阻害さ

れることが明らかとなった。以上より、移動の各段階において、細胞接着分子の活性が切り替

わることが、多段階の神経細胞移動に必要であることが示唆された。なお、この細胞接着分

子の切り替えの制御には低分子量 G タンパク質 Rap1 の活性調節が関与することも見いだし

ている（Kawauchi T. et al. Neuron, 2010; Sekine K. et al. Neuron, 2012）。 

 

研究テーマ B 「エンドソームによる放射状突起に沿った長距離移動の制御機構の解明」 

前項目により、放射状突起に沿ったロコモーション様式の神経細胞移動には、細胞接着分

子 N-カドヘリンが必要であることが示されたが、細胞が動くためには、細胞接着装置の崩壊

と再構築を繰り返す必要があることが予想される。そこで我々は、細胞接着装置を細胞内に

取り込むために必要なエンドサイトーシスおよびそれに続く輸送経路であるエンドサイトーシ

ス経路に着目した。 

エンドサイトーシスは複数のタイプに分類されるが、多くのタイプのエンドサイトーシスは、

Dynamin や低分子量 G タンパク質 Rab5 を必要とする。そこで、子宮内エレクトロポレーション

法を用いて、発生期大脳皮質の神経細胞において Dynamin1 もしくは Rab5 の機能を抑制する

と、神経細胞移動が大きく障害された。神経細胞特異的な Tα1 プロモーターの制御下でドミ

ナントネガティブ体の Rab5 を発現させた場合も、やはり神経細胞移動が抑制された。さらに、

Rab5 の機能抑制を行うと細胞表面の N-カドヘリンの量が増加していたことから、子宮内エレ

クトロポレーションを用いて N-カドヘリンの過剰発現を行ったところ、神経細胞は、ロコモーシ

ョン型の形態は示したものの、その後の移動が遅延することが分かった。これらより、Rab5 依

存的に N-カドヘリンが細胞内に取り込まれることが、神経細胞移動に重要であることが示唆

された（Kawauchi T. et al. Neuron, 2010; Shikanai M. et al. 

Commun Integr Biol, 2011）。 

それでは、細胞内に取り込まれた N-カドヘリンはどのよう

な運命をたどるのであろうか。エンドサイトーシスによって細

胞内に取り込まれた膜タンパク質は、まず初期エンドソーム

へと運ばれる。初期エンドソームからは、細胞膜、リサイクリ

ングエンドソーム、リソソーム、ゴルジ体などに向かう様々な

輸送経路が続く。これらの輸送経路は、それぞれ異なる Rab

ファミリーG タンパク質によって制御されていることから、我々

は、子宮内エレクトロポレーション法を用いた Rab タンパク質
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の系統的な機能阻害により、それぞれの輸送経路を特異的に遮断する実験を行った。その結

果、Rab4 依存性の速いリサイクリング経路を遮断しても神経細胞移動には大きな影響を与え

なかったが、Rab11 依存性の遅いリサイクリング経路を遮断すると、神経細胞移動が抑制さ

れ、細胞内においてリサイクリングエンドソームに N-カドヘリンが異常に蓄積することが分か

った。よって、Rab5 および Rab11 によって、N-カドヘリンが細胞内を動的にリサイクリングされ

ることが、放射状突起に沿った神経細胞移動に重要であることが示唆された（Kawauchi T. et 

al. Neuron, 2010）。 

 

研究テーマ C 「神経細胞特異的な移動様式を制御するメカニズムの解明—突起近位部の膨

らみの形成と核の伸長の制御機構—」 

ロコモーション様式の移動を行う神経細胞は、(a)先導突起の根元に特徴的な膨らみを形成

し、(b)核が細長く形態変化して、その膨らみの中に入り込む、といった、他の細胞ではみられ

ない特殊な移動様式を示す。従来の研究手法では、神経前駆細胞もしくは分化直後の神経

細胞の段階から特定の分子の機能を抑制することは可能であったが、ロコモーション様式に

変換した後に活性化するプロモーターが知られていないため、移動の初期段階における形態

変化や神経成熟過程の影響を排して、ロコモーション様式の移動を直接解析することは困難

であった。そこで我々は、発生期大脳皮質のスライス培養のタイムラプス観察と阻害剤実験を

組み合わせることにより、EGFP で標識された神経細胞がロコモーション様式に変換した後

に、培地中に特定の分子に対する機能阻害剤を添加し、その影響をタイムラプス顕微鏡下で

観察するという新たな実験法（ex vivo 阻害剤実験法）を確立した。この ex vivo 阻害剤実験法

を用いることにより、非典型的なサイクリン依存性キナーゼ Cdk5 と、Src ファミリーキナーゼ

Fyn が、ロコモーション様式の移動に関与することを明らかにした。子宮内エレクトロポレーシ

ョン法を用いた in vivo ノックダウン実験では、Cdk5 もしくは Fyn の機能抑制を行った細胞の大

半は移動の初期段階で停止してしまったことから、ロコモーション様式の移動の解析における

ex vivo 阻害剤実験法の有用性が示された（Nishimura YV. et al. J Biol Chem, 2010）。 

さらに、ex vivo 阻害剤実験法などを用いて、ロコモーション様式の移動のメカニズムに関す

る詳細な解析を行った。その結果、Cdk5 の機能抑制により、先導突起の根元にみられる特徴

的な膨らみの形成（上記(a)の段階）と、その後に起きる核の伸長（上記(b)の段階）の両方が

阻害されることが分かった。初代培養神経細胞を用いてCdk5の機能を抑制すると、微小管の

形態や、エンドサイトーシス経路に異常がみられたことから、ex vivo 阻害剤実験法を用いて、

Nocodazole（微小管の重合阻害剤）もしくは Dynasore（Dynamin 依存性エンドサイトーシス阻

害剤）を大脳皮質スライスに添加したところ、どちらも先導

突起の根元の特徴的な膨らみの形成と核の伸長が抑制さ

れ、ロコモーション細胞の移動速度も低下した。Cdk5 は非

常に多くの基質をリン酸化することが知られているが

（Kawauchi T. Dev Growth Differ, 2014. [review]）、そのう

ち、微小管の形態やエンドサイトーシス経路に関与するこ

とが示唆されている、細胞周期関連分子 p27kip1 と滑脳症

の原因遺伝子産物 Dcx が、ロコモーション移動における特
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徴的な膨らみの形成と核の伸長に関与していることを明らかにした。これに対して、以前に

我々が、微小管の安定性の制御を介して神経細胞移動に関与することを報告した JNK の機

能を抑制すると、ロコモーション細胞の核の伸長と移動が阻害されたが、特徴的な膨らみは

形成された。以上より、Cdk5 と JNK は、異なる下流経路を介して、神経細胞に特異的な移動

様式を制御していることが示唆された（Nishimura YV. et al. Development, 2014）。 

 

３． 今後の展開 

本研究により、エンドソームによる細胞接着装置の動的な制御が、放射状突起に沿った神

経細胞移動に必須であることが明らかとなった。エンドソームの細胞内動態については、培養細

胞レベルでも未解明な点が多いが、今後は、スライス組織内を移動する神経細胞において、エン

ドソームや、これによって運ばれる細胞接着装置がどのような振る舞いをしているのかを経時的

に観察したい。イメージング技術は日進月歩であることから、超解像顕微鏡を用いたタイムラプ

ス・イメージングにより、スライス組織内の小胞の動きを捉えることも、近い将来には可能ではな

いかと考える。また、エンドソームや小胞の動態が、方向性をもった細胞移動に必要であること

から、エンドソームの動きや融合過程は、全体として厳密に制御されていることが予想される。す

なわち、細胞全体の移動方向や極性の情報が、個々の小胞やエンドソームに伝わる仕組みが

存在すると考えられる。これを理解するためには、エンドソームだけを追うのではなく、細胞骨格

系との相互作用や、シグナル伝達系による細胞接着の制御、その他の細胞内機能ドメインとの

関係など、細胞現象を統合的に扱う必要がある。これまでに我々は、組織・個体を用いつつも、

アクチン細胞骨格、微小管、細胞周期関連分子、細胞接着分子、細胞内輸送の制御因子など、

広範囲の細胞現象を俯瞰的に研究してきたことから、この強みを生かし、神経細胞の移動や成

熟における細胞内機能ドメインの生理機能と動態制御機構を理解したいと考える。 

細胞内機能ドメインが織りなす多彩な細胞現象は、脳神経回路が作り出す様々な高次機能

において、どのような役割を担っているのであろうか。近年、全ゲノムを対象とした解析が可能と

なり、精神疾患と関連のある遺伝子変異（コピー数多型や染色体微小欠失なども含む）が同定さ

れつつあり、遺伝子破壊や薬理学的に作出した精神疾患モデルマウスの解析も進んでいる。し

かし、精神疾患の病態解明や治療法の確立を実現するためには、やはり遺伝子と表現型をつな

ぐ細胞生物学的なアプローチが必要になってくるのではないかと考える。本研究の目標の１つに、

「In vivo 細胞生物学分野の基礎を確立する」ことを挙げたが、まずは神経発生学において、長期

的には、脳の高次機能や精神疾患の研究にも視野を広げ、組織・個体レベルにおける細胞内機

能ドメインの役割という視点から研究を展開したいと考える。 

 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究で目指した「細胞内機能ドメインが大脳皮質形成に果たす役割の解明」について、エ

ンドソームによる細胞接着装置の動的制御については、Neuron 誌に掲載され、プレスリリース

も行った。また、移動神経細胞に特徴的な構造体と核の形態に関する成果も、J Biol Chem 誌

および Development 誌に掲載され、後者はプレスリリースを行った。これらのプレスリリースは、



 

日刊工業新聞や日経産業新聞などの新聞や、Science Portal やマイナビニュースなどのネット

ニュースに紹介された。さらに、さきがけ研究期間中に、２５件以上の招待講演・シンポジウム

を行ってきたことからも、学術界での成果発表と一般市民への発信の両方において、一定の

成果を得られたと考える。エンドソームやゴルジ体の役割については、未発表のデータも多い

ことから、今後もさきがけ研究の成果を継続して世界に発信する必要があるともに、精神疾患

の研究者などとも連携を深めていくことが重要と考える。 

本研究では、「In vivo 細胞生物学分野の基礎を確立する」という目標を掲げていたことから、

Frontiers in Cellular Neuroscience 誌に、ゲスト・エディターとして「In vivo cell biology of 

cerebral cortical development and its related neurological disorders」という特集号を企画し、す

でにいくつかの論文が投稿されている（http://journal.frontiersin.org/ResearchTopic/2703）。

この雑誌のインパクトファクターは 4.2 点であるにもかかわらず、Mary Hatten 博士（Genes Dev

や Curr Opin Neurobiol の editorial board）、Nancy Ip 博士（J Neurosci の Senior editor）、

Jonathan Cooper 博士（Mol Cell Biol の editorial board）、Bettina Winckler 博士（J Neurosci の

editorial board）や、Nature Review 誌に執筆経験のある、Wieland Huttner 博士、David Price

博士を含む、著名な研究者から執筆の快諾を得ている。私は、Chief guest editor に加えて、In 

vivo 細胞生物学を総括する総説を執筆予定であることから、本研究の目標である In vivo 細胞

生物学分野の基盤は確立しつつあるのではないかと考える。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

脳組織の形成においては細胞体の適切な配置のための細胞移動が必須であり、これには

神経細胞軸索と樹状突起の形成の制御が密接に関係する。本研究は組織レベルの現象と、

関係する遺伝子の発現の間に位置するオルガネラ、小胞、細胞接着装置などの構造体(細

胞内機能ドメイン)に着目して、それらの神経細胞移動への関与を解明しようとしたもの

である。その結果、発生途上のマウス大脳皮質において放射状突起への接着に関わる細

胞接着分子 N-カドヘリンがエンドソームによりダイナミックに制御されていることを明

らかにした。さらに、神経細胞のロコモーション様式の移動を直接解析できる実験系を

確立して、細胞周期関連分子であるCdk5とp27kip1が増殖を停止した神経細胞でも機能し、

滑脳症の原因遺伝子産物と協調して、神経細胞に特異的な移動様式を制御することなど

を明らかにすることができた。これらの成果はすでに論文として発表している。今後小

胞トラッフィクに鍵を握るゴルジ体を含めたこれらの細胞内機能ドメインがどのように

協調制御されるのか、一段上のレベルの観点からの展開が期待できる。また学会シンポ

ジウムや、国際レビュー誌の編集などを通して、“In vivo 細胞生物学”を標榜する分野

を立ち上げつつあることが注目される 
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発生再生生物学分野 仁科博史 教授） 
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胞現象との連携による生理機能の制御”、横浜、2013 年 9 月 11-13 日 
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調節研究所、群馬、2013 年 2月 21 日（世話人：細胞構造分野 佐藤健 教授） 

13. Kawauchi T. “Regulatory mechanisms for multi-step neuronal migration: Roles 
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日（世話人：膜輸送機構解析分野 福田光則 教授） 
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1.「脳神経細胞の特殊な移動様式を制御する仕組みの一端を解明」（2014 年 9月 2日） 

http://www.jst.go.jp/pr/info/info1043/index.html 

2.「大脳皮質が作られる際に神経細胞が正しい位置まで動く仕組みを解明－脳疾患の

原因究明と治療法の開発に前進－」（2010 年 8 月 26 日） 

http://www.jst.go.jp/pr/announce/20100826/index.html 

 



 

研 究 報 告 書 

「匂いに対する特異的な行動や情動を制御する神経ネットワーク」 

研究タイプ：大挑戦型（※大挑戦型課題として延長有／増額有） 

研究期間： 平成２１年１０月～平成２７年３月 
研 究 者： 小早川 高 

  

１． 研究のねらい 

情動とはヒトや動物が生存に必須の本能を誘発する脳の機能であり、ヒトや動物の行動に

大きな影響を与える。脳が感覚器官で感知した情報から情動や行動を誘発するメカニズムは

明らかになっていない。悪臭は嫌悪情動と忌避行動、天敵臭は恐怖情動とフリージング行動

などというように、匂い分子は動物に様々な種類の情動や行動を誘発する。本研究では、匂

い分子の情報が情動や行動の誘発へと結びつく未知のメカニズムの解明を通して、脳が多様

な情動を生成するメカニズムの解明と、情動を制御する新技術の開発を目指した。 

  

２． 研究成果 
（１）概要 

多くの哺乳類は主嗅覚系と鋤鼻嗅覚系の２つの嗅覚サブシステムを持つ。主嗅覚系の完全

な遮断は鋤鼻嗅覚系へのフェロモンの到達を阻害するので、両サブシステムの機能的な分離

は困難であった。両サブシステムを遺伝学的に分離するために２段階のノックアウトマウスを

作成した。主嗅覚系の全領域を遮断したマウスでは、匂い嗅ぎ行動の減少と、新生期におけ

る生存確率の著しい低下が観察された。これに対し、背側の嗅球に限局した機能阻害を持つ

ミュータントマウスでは、匂い嗅ぎ行動、フェロモン分子による鋤鼻嗅覚系の活性化は正常で

あった。しかし、雌の尿に対する誘因行動、それに伴う超音波による発声、匂い嗅ぎ行動の嗜

好性、攻撃行動、母性行動、警戒フェロモンに対する危険関連行動などの、広範な社会行動

異常が認められた。フェロモンの感知とそれに伴う行動の分離が可能になったことで、前嗅核

が主嗅覚系の下流で社会行動を制御することが明らかになった。主嗅覚―前嗅核システムに

よるフェロモン経路の発見は、ヒトを含む機能的な鋤鼻嗅覚系を持たない動物のフェロモン情

報処理に新たな知見を与えるという意味でも重要である。 

  先天的と後天的な情報処理の統合は行動制御の基本である。この現象を嗅覚による先天

的恐怖と後天的恐怖の対比系により解析した。私たちは、強力な先天的恐怖を誘発するチア

ゾリン類恐怖臭の開発に成功し、同等レベルのフリージングを伴う先天的と後天的な恐怖の

比較を可能にした。先天的な恐怖刺激を予め提示すると後天的な恐怖応答が緩和されるが、

その逆は起こらなかった。この結果は、両者の恐怖の間の拮抗的で階層的な制御の可能性

を示唆する。全脳活性化マッピングと薬理スクリーニングの結果、扁桃体中心核のセロトニン

２A 受容体発現細胞がこの制御に関与する可能性が示唆された。この仮説を、光ファイバー

内視鏡による自由行動マウスの神経活動記録と、薬理遺伝学を用いた行動解析で検証し

た。その結果、先天的な恐怖刺激のみが扁桃体中心核のセロトニン２A 受容体発現細胞の神

経活動を低下させることと、人為的にこの細胞の活動を低下させると、先天的と後天的フリー

ジングの、それぞれ上昇と低下が誘発された。これらの結果は、これまでに予測されていなか



 

った先天的と後天的な恐怖の拮抗的で階層的な関係性と、それを支える分子実体を解明す

るものであり、恐怖情動の理解と制御に新たな視点を与える。 

（２）詳細 

匂い分子を感知する嗅細胞が存在する嗅上皮は、背側と腹側の２つのゾーンに区分される。

それぞれのゾーンには異なる種類の嗅覚受容体が発現している。一般的に、一種類の匂い

分子は双方のゾーンに存在する、数十から百種類程度の嗅覚受容体に結合する。私たちが

作成した、背側ゾーンに存在する嗅細胞を特異的に除去したミュータントマウスでは、悪臭や

天敵臭を識別したり、後天的に学習したりすることはできるにも関わらず、これらの匂いに対

する先天的な忌避行動を示さなかった。この結果は、匂いに対する忌避行動が背側の嗅覚

神経回路によって先天的に制御されることを示すものである。私たちは、本研究の開始時点

においてここまでの解明を進めていた。匂い分子は忌避性の情動や行動以外にも、様々な情

動や行動を誘発する。それらの中には、動物から分泌されて同種の動物に影響を与えるフェ

ロモンが含まれる。では、フェロモンに対する行動の制御に嗅覚系がどのように関与するのか

を解析することから本研究を開始した。 

  多くの哺乳類は主嗅覚系と鋤鼻嗅覚系の２つの主要な嗅覚サブシステムを持っている。マ

ウスの社会行動は鋤鼻嗅覚系によって制御されると長らく考えられてきたが、最近の知見に

よって主嗅覚系もフェロモン制御に関与することが示唆されている。しかしながら、主嗅覚系

の完全な遮断は鋤鼻嗅覚系へのフェロモンの到達自体を阻害するので、２つのサブシステム

の社会行動制御に対する機能分担を解明することは困難であった。私たちは、主嗅覚系と鋤

鼻嗅覚系の機能を遺伝学的に分離するために、主嗅覚系の全ての領域、または、背側ゾー

ンのみを遮断する２種類のノックアウトマウスを作成した。主嗅覚系の全領域を遮断したマウ

スでは、匂い嗅ぎ行動の減少と、新生期における生存確率の著しい低下が観察された。これ

に対して、背側の嗅球に限局した機能阻害を持つミュータントマウスでは、匂い嗅ぎ行動、フ

ェロモン分子の感知、鋤鼻嗅覚系の活性化は保たれていた。しかしながら、雌の尿に対する

誘因行動、それに伴う超音波の発声、匂い嗅ぎ行動の嗜好性、攻撃行動、母性行動、警戒フ

ェロモンに対する危険関連行動を含む、広範な社会行動に異常が認められた。フェロモンの

感知とそれに伴う行動の分離がなされたことにより、前嗅核が主嗅覚系の下流で社会行動を

制御することが明らかになった。破壊実験と神経活動マッピングの結果、扁桃体と視床下部

の社会行動制御に重要な役割を果たす複数の核が、主嗅覚系と前嗅核の制御を受けること

が明らかになった。主嗅覚―前嗅核システムによるフェロモン経路の発見は、ヒトを含む機能

的な鋤鼻嗅覚系を持たない動物のフェロモン情報処理に新たな知見を与えるという意味でも

重要である（論文 1,フェロモン情報処理の遺伝的な分離によって解明された主嗅覚系が仲介

するマウスの社会行動）。これらの結果により、主嗅覚系は、悪臭に対する嫌悪、天敵に対す

る恐怖、フェロモンが誘発する警戒、攻撃、母性を含む、動物の生存に必須となる多様な情動

や行動を先天的に制御するという視点が確立された。 

  主嗅覚系は揮発性の匂い分子によって活性化される。低分子量で極性が比較的低い化

合物は匂い分子として感知できる可能性があり、これに該当する化合物は膨大な数が存在す

る。その中から、先天的な情動や行動を誘発する生理活性を持つ匂い分子を同定する方法

は知られていない。特異的な情動や行動を誘発する匂い分子を発見することは、嗅覚系によ



 

る情動や行動の誘発メカニズムの研究において極めて重要であるにもかかわらず、これまで

充分に研究がなされていなかった。そこで、本研究では先天的な恐怖を誘発する匂い分子の

開発に取り組んだ。 

  先天的な恐怖は種の存続のために必須である。マウスの恐怖情動はフリージング行動を

指標にして定量的に計測される。天敵の分泌物や、そこから抽出された活性成分は、マウス

に対して忌避行動を誘発できるものの、フリージングの誘発活性は低いことが知られている。

モデル動物に先天的恐怖を効率的に誘発する技術が不足していることは、先天的恐怖情動

の性質の理解を妨げる要因となっている。私たちは、人工化合物ライブラリーを用いて、弱い

生理活性を持つ天敵の分泌物の化学構造を最適化するという新たな方法によって、極めて強

力な先天的フリージング行動を誘発する一群の匂い分子「チアゾリン類恐怖臭」の発見に成

功した。チアゾリン類恐怖臭によって誘発される先天的恐怖と、あらかじめ電気ショックと関連

学習した匂い分子による後天的な恐怖は、共に行動解析では区別できないフリージング行動

を伴う。しかし、先天的な恐怖のみが、背筋を中心とした体表面温度と体深部温度の３℃もの

低下、心拍数の急速な半減、睡眠状態と同等の脳波の徐波化、という特徴的な生理応答を

伴うことが明らかになった。これらの結果は、嗅覚入力による恐怖情動は少なくとも２つの明ら

かに異なる様相、先天的な冷たい恐怖と後天的な温かい恐怖に分類できることを示唆してい

る。チアゾリン類恐怖臭の発見は、文字通り「背筋の凍る恐怖」を人為的に制御することや理

解するための出発点となる（論文タイトル：チアゾリン類恐怖臭の発見により解明されたマウス

の複数の恐怖情動）。全脳活性化マッピング法を用いた解析によって、嗅覚入力による先天

的と後天的な恐怖は大きく異なる神経回路によって分離して処理されることが示唆された。こ

れまで、分離して存在する先天的と後天的な情報処理経路の間にどのような相互作用が存

在するのかは明らかにされていない。そこで、この問題の解明を目指した研究を実施した。 

  先天的と後天的な情報処理の統合は行動制御の基本である。しかし、これを支える細胞

や分子メカニズムはよく分かっていなかった。私たちは、この現象を嗅覚による先天的恐怖と

後天的恐怖の対比を用いた独自の実験系を活用して研究した。私たちは、強力な先天的恐

怖を誘発するチアゾリン類恐怖臭の開発に成功した。この結果、これまで技術的に困難であ

った同等レベルのすくみ行動（フリージング）を伴う先天的と後天的な恐怖を比較することが可

能になった。興味深いことに、先天的な恐怖刺激を予め提示すると後天的な恐怖応答が緩和

されるが、その逆の効果は起こらないことが明らかになった。この結果は、両者の恐怖の間に

拮抗的でかつ階層的な制御が存在する可能性を示唆している。全脳活性化マッピングと薬理

スクリーニングの結果から、扁桃体中心核のセロトニン２A 受容体発現細胞がこの制御に関

与する可能性が明らかになった。この仮説を検証するために、私たちは自由行動条件のマウ

スの神経活動の光ファイバー内視鏡による記録と、薬理遺伝学を活用した行動解析を行っ

た。その結果、後天的な恐怖刺激ではなく、先天的な恐怖刺激のみが扁桃体中心核のセロト

ニン２A 受容体発現細胞の神経活動を低下させることと、人為的にこの細胞の活動を低下さ

せると、それぞれ中脳水道周囲灰白質の異なる亜核を介した、先天的フリージング行動の上

昇と後天的フリージングの低下が同時に誘発された。これらの結果は、これまでに予測されて

いなかった先天的と後天的な恐怖の拮抗的で階層的な関係性と、それを支える細胞と分子実

体を解明するものであり、恐怖情動の理解と制御に新たな視点を与える(論文タイトル：扁桃



 

体中心核のセロトニン 2A 受容体発現細胞は先天的と後天的な恐怖の階層性を制御する)。 

 

３． 今後の展開 

チアゾリン類恐怖臭の発見により、先天的恐怖を誘発する感覚入力の特異性が解明された。現

在、個々の嗅覚受容体と匂い分子の結合から、情動情報が生成されるメカニズムの解明を進め

ている。チアゾリン類恐怖臭の発見は、先天的な恐怖情動の解明を進めるブレークスルー技術

として活用できるという側面を持つ。本研究によって明らかになった、先天的と後天的な恐怖が

互いに協調的ではなく拮抗的に作用するという現象は、恐怖情動を理解することに加え、向精神

薬の開発においても重要な示唆を与える。例えば、統合失調症の治療薬に使われているリスペ

リドンは、セロトニン２Ａ受容体の阻害薬であり、後天的恐怖を緩和する作用があるが、同時に、

先天的恐怖を増悪する作用がある。精神疾患の原因となる情動制御メカニズムを先天的と後天

的な側面に分解して、適切な分子ターゲットへの作用を目指すという創薬戦略が必要になるだろ

う。この戦略において、本研究で開発された、先天的と後天的な恐怖情動を分離して計測する技

術が有効に活用できる。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

一連の研究成果により、独自の視点による、嗅覚入力が情動を誘発する末梢メカニズムの解

明と、嗅覚入力によって誘発された恐怖情動が中枢で処理されるメカニズムの解明が進んだ

と評価できる。また、本研究によって開発された先天的恐怖の誘発と測定技術は、嗅覚入力

の情報コーディングメカニズムの解明、恐怖情動を制御する分子メカニズムの解明などの今

後の基礎研究の推進に加え、向精神薬の新たなスクリーニング技術や、革新的な有害動物

忌避剤の開発技術としても応用可能である。既に、これらの技術を活用した産業界との共同

開発や、製品の市販計画は大きく進展している。本研究は、完全な基礎生物学研究であって

も、本質的に新しい視点からの成果を達成することができれば、速やかに実社会生活への還

元ができることを証明する事例としても評価できる。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

哺乳類の多くは発達した嗅覚系を有し、これは天敵回避、摂食行動、生殖行動、社会行

動などに関わる神経回路の重要な入口となっている。本研究は匂い分子で誘発される行

動・情動に着目し、嗅覚一次中枢である嗅球の限局された機能を阻害したマウスを作出

することにより、匂い分子の情報が処理される経路の解明に挑んだものである。主嗅球

の背側の機能を阻害された遺伝子改変マウスでは、匂い嗅ぎ行動、フェロモン分子によ

る鋤鼻嗅覚系活性化は正常であるのに、雌尿への誘引行動と発声、攻撃性、母性行動、

警戒フェロモンに対する警戒行動などの社会行動に異常を見出した。また天敵臭による

先天的恐怖と学習による後天的恐怖による脳内の活性化を比較する組織学的全脳マッピ



 

ングの結果から、両恐怖行動は異なる神経回路基盤を有し、互いに拮抗的関係があるこ

と、また扁桃体中心核のセロトニン 2A受容体発現細胞は先天的恐怖だけにより活動を低

下させることなど、興味深い一連の発見に至っている。さらに天敵臭分子 TMT を起点と

して人工化合物ライブラリーのスクリーニングにより、10 倍以上の比活性を有する化合

物も発見した。これらの成果はその独自性において優れた成果と認められ、その一部は

論文として発表され、出願も行われた。増額により取得した自動免疫染色装置などを駆

使してこの間に意欲的に推進した全脳マッピングデータなども含め、膨大なデータと未

発表の成果を早い機会に論文報告することが期待される。 

 

５． 主な研究成果リスト 
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研 究 報 告 書 

「精神発達障害原因解明のための Neuroligin/Neurexin モデルの確立」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 21 年 10 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 田渕 克彦 

  

１． 研究のねらい 

自閉症は、社会的相互作用の障害、コミュニケーションの障害、興味の範囲と行動の著しい

限局性を特徴とする精神発達障害である。罹患率は年々増加傾向にあるが（近年の統計では

100 人に 2 人以上というものもある）、原因が不明であるため、診断のためのバイオマーカーや根

本的治療法は存在せず、社会問題として認識されるようになってきた。原因として、以前より遺伝

学的素因との関係が指摘されてきたが、必ずしもメンデル型遺伝をするわけではなく、同一家系

の患者同士でも症状が異なることが多いことから、自閉症の多くは、複数の遺伝子異常の総合

的結果によって引き起こされる（多因性遺伝性）と考えられている。このため、特定の遺伝子に焦

点を絞って原因解明のための研究を行うことが困難であった。我々は以前の研究において、自

閉症の患者から発見されたシナプス接着因子 Neuroligin-3 の単一アミノ酸置換変異（R451C 変

異）を導入したノックインマウスを作成し、解析を行ったところ、このマウスで自閉症様行動異常

が再現されることが確認された。これは、Neuroligin-3 遺伝子の変異が単独で自閉症を起こし得

ることを世界で初めて示したものである。また、このマウスでは大脳皮質の抑制性シナプス機能

の亢進が認められたが、シナプス以外での異常が認められないことから、シナプス異常が自閉

症発症の最小構成要素ではないかと考えるに至った。近年、自閉症患者からの遺伝学的スクリ

ーニングにおいて、Neuroligin のシナプスにおける結合パートナーである Neurexin の遺伝子異常

も頻繁に報告されるようになってきた。これらのことから、Neuroligin と Neurexin の結合がシナプ

ス機能獲得に果たす役割およびその破綻が引き起こす病態を研究することは、自閉症の原因解

明につながるのではないかと考えた。本研究では、Neuroligin および Neurexin の、自閉症および

シナプス機能に関連した変異マウスを作成し、これらのシナプス機能を解析して自閉症の原因

解明を目指すと同時に、これらのマウスを自閉症のモデルマウスとして評価・確立することをねら

いとする。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

自閉症モデルとして、以前作出した neuroligin-3 R451C KI マウスに加え、Neuroligin の細胞

内領域の 1 アミノ酸変異を導入した neuroligin-3 R704C KI マウス、Neuroligin の結合相手であ

る Neurexin-3 の KO マウス、Neurexin と Neuroligin との結合特異性を規定することが知られて

いるNeurexin-3の第４選択的スプライス部位（ss4）の挿入を操作したneurexin-3 ss4KI/KOマ

ウスを新規に作出した。 

neuroligin-3 R451C KI マウスの海馬でのシナプス機能を解析し、ＬＴＰの増強、AMPA 受容

体機能に対する NMDA 受容体機能の上昇、NMDA 受容体の NR2B サブユニットの機能亢進

を検出した。これらは幼若なシナプスの特徴であり、シナプスの成熟異常が自閉症の病態モ



 

デルの一つである可能性を見出した。また、neuroligin-3 R704C KI マウスのシナプス機能を解

析し、海馬で AMPA 受容体機能が選択的に低下していることを見出した。 

neurexin-3 KO マウスのシナプス機能を解析し、AMPA 受容体機能が選択的に低下してい

ることを見出した。neurexin-3 ss4 KI ニューロン（Neuroligin との結合不全型）でも同様の結果

を得たが、ss4 KO ニューロン（Neuroligin との結合可能型）では AMPA 機能は正常であった。

このことから、シナプス前終末タンパク質である Neurexin が、Neuroligin と結合することにより

経シナプス的にシナプス後終末の AMPA 受容体機能を制御していることを見出した。 

Calsyntenin ファミリータンパク質が、Neruexin を介したシナプス誘導に関わっていることを

新たに見出した。Calsyntenin は Neurexin と直接結合はしないが、複合体を形成して興奮性、

抑制性の両方のシナプス前終末を誘導することを見出した。 

Neurexinのシナプスでの機能発現のメカニズムを解明する目的で、Neurexinの細胞内領域

の構造機能解析を行った。NMR および円偏光二色性スペクトルにより、この領域は天然変性

タンパク質の構造を呈し、静電学的に PI(4,5)P2 と結合し、これは PKC による Neurexin のセリ

ンリン酸化によって解除されることを見出した。また、この領域が AP2 タンパク質と結合するこ

とを見出した。PKCシグナルが、AP2・PI(4,5)P2複合体を介したNeurexinのエンドサイトーシス

や下流遺伝子の転写を制御している可能性を考え、解析を継続している。 

（２）詳細 

研究テーマＡ「細胞外領域にアミン酸変異のある Neuroligin 自閉症モデルの海馬のシナプス

機能の解析」 

  Neuroligin-3 の細胞外領域のアセチルコリンエステラーゼ様ドメイン内にアミノ酸置換変異

のある自閉症変異を導入したノックインマウス（neuroligin-3 R451C KI マウス）では、社会的相

互作用の障害と、空間学習記憶能力の亢進がみられ、大脳皮質では GABA 受容体機能が亢

進がみられる。今回、このマウスに GABA 遮断薬を投与し、GABA 受容体機能の亢進を軽減

したところ、社会的相互作用の障害が正常化した。このことから、この変異による GABA 受容

体機能の亢進が社会的相互作用の障害の原因になっている可能性を見出した。また、このマ

ウスにおける空間学習能力の亢進の原因についても未解明であったため、海馬のシナプス

機能の解析を行った。電気生理学的解析により、このマウスの海馬の錐体ニューロンでは

LTP の増強がみられ、NMDA/AMPA 応答比が上昇していた。更に、NMDA 受容体のサブユニ

ット構成が NR2B 優位になっていることも見出した。海馬錐体ニューロンのシナプスの成熟過

程において、幼若なシナプスではNMDA受容

体が AMPA 受容体に先立ってシナプス後膜

に挿入されるが、このときの NMDA 受容体は

NR2Bが主体であり、成熟するに従ってNR2A

サブユニット主体に置き換わり、同時 AMPA

受容体も挿入されることが知られている。他

のグループのNR2Bの過剰発現マウスでは、

シナプスの可塑性が亢進し、空間学習記憶

能力の亢進がみられることから、本自閉症モ

デルマウスでは、Neuroligin-3 の R451C 変異



 

によりシナプスの成熟が妨げられ、本来発達に伴って獲得すべき社会的相互作用に障害をき

たすと同時に、単純な学習記憶能力が亢進するという自閉症の病態を引き起こしているので

はないかと結論付けた（図１。論文１及び未発表の内容）。これは当初計画していた研究内容

であり、シナプス機能の解析および自閉症の病態モデルを導き出す目標が達成できた。 

 

研究テーマＢ「細胞内領域にアミノ酸変異のある Neuroligin 自閉症モデルの開発」 

 自閉症患者から発見された、Neuroliginの細胞内領域のアミノ酸変異（R704C変異）の、シナ

プスおよび自閉症の病態に及ぼす影響を、細胞外領域の変異（R451C）と比較検討する目的

で、この変異を有するノックインマウス（neuroligin-3 R704C）を作成し、解析を行った。このマ

ウスは正常に発生・成長し、目立った外見的異常は認められなかったが、R451C 変異マウス

とは異なり、海馬において AMPA 受容体機能の低下が認められた。一方で、NMDA 受容体機

能や、GABA 受容体機能には変化が無かった（論文２）。neuroligin-3 R704C マウスの作出及

び解析は、さきがけ当初の目標としたもので、これに関しては達成できた。一方、自閉症関連

行動についての詳細な解析は今後の課題である。 

 

研究テーマＣ「neurexin-3 遺伝子改変マウスのシナプス機能の解析」 

 Neurexin の第４選択的スプライス部位（ss4）の挿入の有無は、Neurexin/Neuroligin の結合

の特異性を規定することが知られており、ss4 の挿入の無いフォームは、どのタイプの

Neuroligin とも結合できるが、ss4 の挿入の有る Neurexin は、殆どの Neuroligin アイソフォーム

と結合しない。まず、この ss4 の挿入の有無は、脳の部位特異的な特徴があり、嗅球や小脳

では ss4 を含むフォームが優位に発現し、大脳皮質や海馬では ss4 を欠くフォームが優位に

発現していることを定量的 PCR により見出した。この傾向は、Neurexin-3 で特に顕著であるこ

とも見出した。我々は neurexin-3 の欠損マウス及び、ss4 の挿入の有無を遺伝学的に操作し

たマウス（neurexin-3 ss4 KI/KO マウス）を作成し、Neurexin/Neuroligin の結合とシナプス成熟

との相関について研究を行った。Cre 組換え酵素をレンチウィルスで導入することにより作成

した neurexin-3 KO 培養神経細胞のシナプス機能を、パッチクランプ法により解析したところ、

neurexin-3 KO シナプスでは、シナプス前終末機能を反映したパラメータの異常は見られなか

ったが、シナプス後終末のAMPA受容体機能の選択的低下が認められた。Neurexinはシナプ

ス前終末タンパク質であるため、これは Neurexin が Neuroligin との結合を介して経シナプス的

にシナプス終末に影響を与えている可能性が考えられた。これを検証するために、neurexin-3 

ss4 KI および ss4 KO の培養神経細胞を用いて、Neurexin の Neuroligin との結合能と、AMPA

受容体機能との関係について解析を行った。この結果、ss4 KI において、KO 神経細胞と同様

AMPA 受容体機能の低下が認められた。また、界面活性剤有りおよび無しの条件下で AMPA

受容体の主要サブユニット GluR1 に対する抗体で AMPA 受容体を標識した実験で、

neurexin-3 ss4 KI マウスでは AMPA 受容体のエンドサイトーシスが亢進して、シナプス表面に

局在する数が低下していることを見出した。このことから、Neurexin はリガンドトの結合を介し

て、シナプス後終末の AMPA 受容体の機能を制御していると結論付けた（論文４及び未発表

の内容）。これらのマウスは当初の計画で作出及び解析を目標としており、これに関しては達

成できた。一方、自閉症関連行動解析は、今後の課題である。 

 



 

研究テーマＤ「Neurexin を介してシナプス形成を誘導する新たなシナプス接着因子の発見」 

我々は、以前 Neurexin の細胞外領域と結合する分子を、親和性沈降後 MASS SPEC によ

り探索していた際、シナプス接着分子 Calsyntenin ファミリータンパク質が検出されていた。今

回、Calsyntenin ファミリータンパク質に着目し、Calsyntenin の Neurexin を介したシナプス誘導

能について解析を行った。マウス海馬分散培養ニューロンに Calsyntein-1, -2, -3 の全ての

shRNA をレンチウィルスにより同時に導入すると（triple knock-down）、興奮性、抑制性両方

のシナプスの数の減少がみられた。また、patch clamp 法によりシナプスの活動性を解析した

ところ、興奮性、抑制性ともに微小電流の頻度の減少がみられた。子宮内エレクトロポレーシ

ョン法により、Calsyntein-1, -2, -3のshRNAを大脳皮質II/III層の錐体ニューロンに導入して、

電気生理学的に解析したところ、やはり同様の結果が得られた。野生型 Calsyntenin をレンチ

ウィルスにより導入すると、これらはレスキューされた。Calsyntenin のうち、特にシナプス誘導

効果の高かった Calsyntenin-3 について、細胞外ドメインを用いて親和性沈降して MASS 

SPECで解析した結果、Neurexinの沈降がみられたが、NeurexinとCalsynteninの直接結合実

験ではネガティブな結果が出たため、Calsyntenin は第３の分子を介して、Neurexin によるシナ

プス前終末の誘導を引き起こしていることが示唆された（論文４）。この研究は、当初のさきが

けテーマとして予定していなかったものだが、さきがけ研究の重点が Neurexin の分子機能の

解析に移行していく中で行うことにしたものである。 

 

３． 今後の展開 

本研究の成果として、少なくともある種類の自閉症の原因として、シナプスの成熟異常が関

係しているという病態モデルを導くことができた。今後、これを更に検証していき、治療法の開発

に結び付けたいと考えている。特に、neuroligin-3 R451C ノックインマウスは、作成時に R451C 変

異周辺エクソンを loxP で挟んでおり、Cre 組換え酵素導入により neuroligin-3 遺伝子の発現が除

去できる。neuroligin-3 R451C 変異は機能獲得型変異であり、neuroligin-3 の機能欠損では、少

なくとも海馬や大脳皮質では目立ったシナプス機能や行動異常をきたさないため、neuroligin-3 

R451C ノックインマウスが成熟した後、neuroligin-3 遺伝子を除去し、自閉症様行動異常が改善

されるかどうか、シナプス成熟異常が改善されるかどうかについて検討を加える。また、自閉症

モデルに対し、シナプス成熟促進因子として知られる Neuroligin-1 などを過剰発現することにより、

シナプス成熟異常が改善され、自閉症様行動異常が改善されるかについて研究を行い、自閉症

の根本的治療法の開発の可能性を探りたい。これらに加え、Neurexin を軸としたシナプス成熟の

分子機構に関する研究を継続し、シナプス成熟を効果的に誘導するための分子基盤の確立に

努めたい。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究は、近年自閉症との関連が指摘されるようになったシナプス接着因子、Neuroligin 及

び Neurexin に着目し、これらの遺伝子改変マウスを作出し、シナプス機能及び自閉症関連行

動を解析することにより、自閉症の病態像を解明すると同時にこれらのマウスを自閉症モデル

として確立することを目指したものであった。当初の研究計画として、具体的な遺伝子改変マ



 

ウスを４系統列挙していた。これらは研究開始時点でおおむね作出できつつあるものであった

が、研究開始後、全てを完成させ系統化できた。そして、これらすべてにおいて、シナプス機能

を解析し、それぞれの系統で起こっているシナプス異常を見出した。また、これらの研究の中

で、シナプス成熟の異常が自閉症の原因と深いかかわりがあると言う病態モデルを導くことが

できた。これは、自閉症の根本的治療法を開発していく上で、重要な知見であり、社会的波及

効果に繋がると信じている。研究期間中に、研究室の上司が海外へ異動することになったこと

や、その後自分自身が信州大学へ異動して新しい研究室を立ち上げることになったことなど

があり、研究環境のイレギュラーな変化に伴い、研究費の執行が当初の計画から大幅に変更

せざるを得ない状況になったが、さきがけから柔軟に対応していただき、乗り切ることができた。

当初の計画では、作出したマウスの行動解析を精力的に行い、モデルマウスとして確立する

ことを目標の一つに掲げていたが、実際の研究では、シナプス成熟に関わる分子機構の解明

に重点をシフトすることになり、行動解析が当初の計画ほど進行していない結果となってしまっ

た。また、得られた成果は論文投稿中や準備中のものの中に含まれるものも多く、これらに関

しては、世に出るのがさきがけ期間終了後になる予定である。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

自閉症は多数の遺伝子がかかわる疾患と考えられているが、自閉症家系に見出される

Neuroligin-3 遺伝子とそのシナプスにおける結合パートナーである Neurexin の遺伝子の異常

から、これらのシナプス分子が自閉症原因理解の橋頭堡となる可能性がある。本研究はこの

点に着目し、すでに作成していた neuroligin-3 R451C 変異導入ノックインマウスに加えて、

neuroligin-3 R704C KI マウス、Neurexin-3 の KO マウス、Neurexin と Neuroligin との結合特異

性を規定するスプライス部位(ss4)の挿入を操作した neurexin-3 ss4KI/KO マウスを作出して、

それらの自閉症関連症状を解析することにより、その病態との関係に迫ったものである。

neuroligin-3 R451C KI マウスの海馬でのシナプス機能についてはＬＴＰ増強、AMPA 受容体機

能に対する NMDA 受容体機能の上昇、NMDA 受容体の NR2B サブユニットの機能亢進などの

幼若シナプスの特徴を見出し、一方 neurexin-3 KO マウスの解析などから、シナプス前終末タ

ンパク質である Neurexin が Neuroligin と結合することにより経シナプス的にシナプス後終末の

AMPA 受容体機能を制御していることなどを見出したものである。これらの成果は今後の展開

によっては一部の自閉症の治療法の開発にもつながる成果である。成果の一部は論文報告を

行っている。主要な成果は責任著者として早い時期に論文報告が期待される。 
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研 究 報 告 書 

「膜電位の時空間計測における、次世代技術開発」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 21 年 10 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 筒井 秀和 

  

１． 研究のねらい 

脳の中では膨大な数の神経細胞が互いに複雑な回路を構築し、情報の保持や処理等を行

い、動物の知的で多様な行動の基礎を作り出している。神経回路を伝播する信号の主要な実

態は、細胞膜電位変化という電気信号である。一つ、あるいは少数の細胞であれば、ガラス管

微小電極を用いた手法などにより正確な電気活動記録を得ることが出来る。しかしながら、多

くの細胞を同時に計測対象とすることは難しい。生き物の中では、生体電気信号は一体どの

ように扱われているのか、という根源的な問いに迫る事を目指して、細胞の電気活動の時空

間動態を計測しようとする試みが行われはじめてから半世紀以上が経つが、生理学における

最も本質的な課題の一つであり続けている。 

細胞は実際に生体電気信号を巧みに解読して、信号を増幅したり、化学反応を引き起こし

たりしている。細胞膜には電圧変化を感知して状態遷移を引き起こす膜蛋白質があり、このよ

うな蛋白質を分子の部品として利用する事で、蛋白質性の膜電位プローブを創出し、電気信

号の時空間動態を光学的に検出する事が出来る。例えば、電位依存性フォスファターゼに由

来する電位センサードメインと、蛍光共鳴エネルギー移動レポータを組み合わせ、電位センサ

ードメインの電位依存的状態遷移をエネルギー移動効率の変化として光学的に検出する事が

出来る。この計測原理に基づいて、培養下の単一細胞における単一スパイクを光学的に可視

化する事などが可能になってきた（Tsutsui et al., 2008）。しかしながら、実際に動作している神

経回路から、十分な精度と堅牢性を兼ね備えた計測を行うには応答感度、速度、光安定性な

どの点で、さらなる特性の向上が必要である。本研究において、ナノスケールで起きる光物理

現象や蛋白質と電場の相互作用に関する知見等を駆使し、膜電位の時空間計測技術の発展

に寄与する事を目指した。 

 

２． 研究成果 

（１）概要 

まず、自身が開発した膜電位プローブ mermaid (Tsutsui et al., 2008) を用いて、ゼブラフィ

ッシュ心臓の膜電位動態を無麻酔・非拘束で非侵襲的に「見る」ことに取り組んだ。抗ヒスタミ

ン系の薬物がゼブラフィッシュにいて心機能障害を誘発する事が知られているが、そのような

状態での電気的興奮の伝播が、正常時とは異なる様式になっている事が分かり、膜電位光

学計測の応用的発展の可能性の一つが示された。次に、設計する蛋白質の電位依存的な光

学特性を迅速に評価する手法の開発に取り組んだ。蛋白質の設計において、些細な変異や

部分設計の変更がしばしば予期せぬ効果を持つ事があるが、通常の電気生理学的手法は

計測効率が必ずしも高くなく、多数の蛋白質の評価には適していない為である。細胞外電場

に対する誘起膜電位（field-induced potential）の空間分布を用いる事で、効率的な評価法を



 

確立する事が出来た。この評価法を用いて、様々な設計の人工蛋白質の挙動を調べている

と、電位センサードメインの状態遷移に関した新しい知見が得られた。すなわち、従来まで、

電位センサードメインの 4 つの膜貫通セグメント（S1-S4）の内、状態遷移時においては S4 が

主要な構造変化を示すと考えられてきたが、S4 のみならず S1 の上流にも匹敵する影響を与

える可能性が示された。この可能性は別の詳しい一連の光学的計測によっても支持された。

この現象を膜電位の時空間計測に応用する事を試みた。電位センサードメインのS1、S4に蛍

光共鳴エネルギー移動（FRET）のドナー・アクセプターを配置する事で、膜電位変化により誘

起される電位センサードメインの状態遷移を FRET 高速・高感度に検出できる事を見出した。

また、遺伝学的にコードできる第 2 高調波発生レポータの開発にも取り組んだ。静電相互作

用に基づいた細胞膜配向技術を開発し、哺乳類細胞において２倍波の観察にも成功した。 

 

２）詳細 

研究テーマ 1. ゼブラフィッシュ心臓の膜電位動態 

ゼブラフィッシュは、遺伝子操作技術が確立されている事、幼魚では細胞や組織の観察が生

きたまま可能な事、発生が速く進む事、飼育コストが比較的安い事、等々のモデル脊椎動物

としての利点を持ち、それらは心臓研究においても発揮されてきた。また、近年は、損傷後に

再生がおきる事や、個体を用いた大規模スクリーニングへの適合性などのユニークな点にも

注目されてきている。開発してきた膜電位プローブ、mermaid を用いて、ゼブラフィッシュ心臓

の電気活動を非侵襲的に「見る」ことを試みた。まず、心筋細胞で特異的に mermaid を発現す

るトランスジェニックゼブラフィッシュ cmlc2::Mermaid を得た。標本には受精後 70-80 時間後

の胚を用いた。ガラスボトムディッシュ上に寒天で小さな凹みをつくり、その中で泳がせ、腹側

から観察した。この時期の胚の泳ぎは間欠的であるため、無麻酔、非拘束という極めて生理

的な状態で心臓の膜電位動態を見る事が出来た。収縮サイクルにおいて、最初の脱分極は

心房と血管の境界部付近で起こり、それが心室へと伝播していくようなレシオ画像の時系列

が見えた。偽陽性信号を調べるために、Mermaid D129Rというネガティブコントロールプローブ

を発現したトランスジェニックゼブラフィッシュも同様に作成した。心収縮を観察すると、今度は

ほとんどレシオ変化がみられず、cmlc2::Mermaid のレシオ変化の大部分は膜電位を反映した

ものであるとわかった。アステミゾールという、第二世代のヒスタミン H１受容体拮抗薬があ

る。QT 延長などの副作用を持つことが明らかとなり市場撤退した薬物で、ゼブラフィッシュに

投与した場合も心臓の機能障害を引き起こす事が知られている（但し、薬理作用も同一かに

ついてはまだ解明されていない）。アステミゾール投与が膜電位動態に与える影響を調べた。

投与前は前述同様、心房-血管の接合部から心室に膜興奮の正常な伝播が観察された。ア

ステミゾール投与後、心室の収縮が欠如している状態においては、驚くべき事に、最初の電

気的興奮が、心房、心室の境界付近で発生し、心房方向に逆伝播しているような結果が得ら

れた。投与前の正常な収縮サイクルでは、心房-心室境界部、及び、心室での蛍光レシオの

ピーク時間は、心房でのピーク時間に比べて、それぞれ、57 ± 6.2 ミリ秒、及び、85 ± 6.2

ミリ秒 “遅れて”いた。これに対し、アステミゾール投与後の、心室収縮が阻害されている心

臓では、52 ± 4.9 ミリ秒、及び 95 ± 4.3 ミリ秒“進んで”いた (n=5, 平均値 ± 標準誤

差) 。このように、mermaid を用いた膜電位イメージング技術を用いて、ゼブラフィッシュの心



 

臓の薬剤誘発性心機能障害における異常な興奮伝播のモードが明らかとなった。前述のよう

に、ゼブラフィッシュの心臓は、心臓機能に関わり、哺乳類のものと相同性の高い重要な分子

を多く発現しながら、低コスト、高い透明性、遺伝子操作性、マイクロウェルに収まる“小さ

さ”、などを兼ね備えた優れた材料である。また、損傷後の再生が起きる事は特有の現象で、

興味深い。拍動している心臓の電気発動を“見える”ようにすることで、心臓の生理、発生、薬

理学の発展につながることが期待された（Tsutsui et al., 2010）。 

 

研究テーマ 2. 光学信号の高速評価法の確立 

細胞外に電場をかけることで誘起される “field-induced potential ( )” の空間分布を利用

することで、電気生理学的な計測を行うことなく、候補プローブの定量的な特性を効率的に調

べる手法を確立した。解析には、ほぼ球形のN2a細胞を用い、電場印加に対する光学信号の

電極との角度依存性を用いる。ここで、実際の電位センサードメインが「感じる」のは、 では

なく、静止膜電位＋ であるが、細胞ごとの静止膜電位のばらつきが問題となった。安定的

に内向き整流性 チャネルを発現する細胞株を作ることで、この問題を解決することが出来

た。single shot で、電位依存性や細大応答などが、約 10mV 以下の誤差範囲のもと、効率的

に解析できるようになった。この方法を用いる事で、例えば、電位センサードメイン上におい

て、膜電位プローブの応答性を向上させるアミノ酸変異などが発見された（Tsutsui et al., 

2014）。 

 

研究テーマ 3. 電位センサードメインの状態遷移機構 

従来、電位センサードメインが、その構造変化を伝える主要な部位は S4 の下流と考えられて

いたが、S1 の上流に FRET レポータを付加したコンストラクトの光学信号を本研究で開発した

手法を用いて解析したところ、予想に反して、電場印加に応じて FRET 効率の変化が検出され

た。同様の結果はツメガエル卵母細胞の発現系でも得られた。さらに同様の現象は、FRET レ

ポータではなく、テトラメチルローダミン（TMR）の環境依存性に基づく計測法によっても観察さ

れ、一般的に観察される現象であることを示していた。これらの結果は、電位センサードメイン

の状態遷移による構造的摂動は S1 の上流にも及びうる事を初めて示すものであり、電位依

存性チャネルの動作原理を考える上でも重要な知見となり得る（Tsutsui et al., 2013）。 

 

研究テーマ 4. 高速・高感度型の膜電位プローブ mermaid2 の開発 

テーマ 3 で得られた電位センサードメインに関する新しい知見を元に、S1 の上流、S4 の下流

にそれぞれ FRET ドナー・アクセプターを配置することで、高速・高感度型の膜電位プローブ

mermaid2 を開発した。Mermaid2 の信号は、mermaid に比べて、信号変化量で１．８倍、時定

数で７．７倍向上していた。このようにして得られた新たなプローブmermaid2 を用いる事で、時

間平均加算することなく、150Hz までのスパイク列において個々のスパイクを分解する事、単

一スパイクのみならず閾値下の膜電位現象も捉える事、そしてマウス大脳皮質における聴覚

刺激に対する応答を可視化する事に成功した（Tsutsui et al., 2013）。 

 

研究テーマ 5.  蛍光蛋白質の細胞膜への配向制御と第 2 高調波発生 



 

第 2 高調波発生とは光電場に対する物質の非線形分極に基づく現象の一つであり、入射光

の 2 倍の振動数（半分の波長）の光が発生する現象である。非線形分極を起こす有機化合物

色素などで染色する事により、細胞膜-細胞質界面からの第 2 高調波発生が検出でき、さらに

その発生効率は膜電位依存的である事などがこれまでに報告されてきた。しかしながら、哺

乳類細胞に遺伝学的に導入可能な第 2 高調波発生レポータはこれまで開発されてこなかっ

た。第2高調波は中心対称性が破れた領域でのみ信号が発生するという性質があり、効率的

に発生させるためには非線形感受率を持つ蛋白質を配向させる必要がある。本研究では、低

分子 GTP 結合蛋白質の一種である Kirsten Ras4B (K-Ras4B)の静電相互作用による膜局在

メカニズムを蛍光蛋白質(mVenus)に応用し、配向制御と第 2 高調波の検出に成功した。膜電

位依存性を示す事は出来なかったが、蛍光蛋白質群は多様な非線形感受率を持つ事が知ら

れている。これらに着目する事で、また表面の静電特性をより精密に制御する事で膜電位依

存性が得られる可能性もあると考えている（Jinno et al., 2014）。 

 

３． 今後の展開 

 1）開発した膜電位プローブを行動中の動物の神経活動記録へと応用していく事、2）プローブ

の高速・高感度化、そして 3）新規の膜電位計測原理の探索、に積極的に取り組みたい。例えば、

研究機関中、原生動物から哺乳類に至るさまざまな動物種から電位センサー蛋白質のコレクシ

ョンを行ってきた。この中には、本研究で用いたホヤ電位依存性フォスファターゼに由来する電

位センサードメインより、プローブへの応用という観点でより理想的な特性を持つものが存在する

可能性がある。今回開発した細胞外電場を用いたプローブ分子の高速評価法は、そのようなス

クリーニングに適用出来る。また、電位センサーの状態遷移がどのような機構で起きるのか、分

光計測を組み合わせて、より深いレベルでの理解を目指す事も目指していく。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（達成状況）  さきがけ研究開始時に、6 個の研究テーマを設定した： 

A： プローブの大規模スクリーニング系の構築 

B： “photostable FRET pair”の開発 

C: 多種多様な電位センサードメイン蛋白質コレクションの構築 

D: FRET 型膜電位プローブ分子の創出、 

E: SHG 型膜電位プローブ分子の創出 

F： 遺伝子導入動物における実証実験 

この全てに取り組む事が出来、それぞれにおいて一定の進展があった。A については計画

していた酵母ではなく、哺乳類細胞に電場を印可するアプローチに変更し、結果を論文に発表

した（Tsutsui et al., BBA Biomemb.、2014） 。B に関しては 3 倍程度光安定なレポータ分子を

得る事ができた。 C に関しては、20 種類以上の遺伝子クローンニングを完了した。これらは

今後の研究の重要なリソースとなる。D、F に関しては、高速・高感度型の膜電位プローブ

（Mermaid2）を開発しマウスの大脳皮質に導入し、聴覚応答の記録を行った（Tsutsui et al., J. 

Physiol., 2013）。E に関しては、SHG レポータを開発するところまで至ったが、明確な電位依存

性はまだ確認できていない（Jinno et al., 2014）。しかし哺乳類細胞で機能する蛋白質の SHG



 

レポータの開発自体、これまでにないものであり、その点にも学術的な価値があると考えられ

る。この他、心臓の膜電位動態の可視化（Tsutsui et al., J.Physiol., 2010）、電位センサー蛋白

質の状態遷移に関する研究（Tsutsui et al., Biophys. J 2013）についても取り組む事が出来た。

状態遷移機構の理解は未解決な重要な課題であり、今後も実験手技をより洗練させ、例えば

セグメントの回転運動を直接的に検出する事などにも引き続き取り組みたい。 

（研究の進め方）さきがけの人件費で雇用した全３名の研究補助員が非常に活躍してくれて、

研究の遂行にあたってなくてはならない存在であった。内 2 名は、研究開始にあたってはほぼ

未経験の状況であったが、様々な手技を取得し、さきがけ後は、新たな研究環境で活躍してい

る、またはしていく予定となっている。人財育成という点においても少しでも貢献できているとし

たら、非常に嬉しく思う。 

（波及効果） 

膜電位の時空間計測技術は、学術的な有用性のみならず、創薬関連化合物のスクリーニ

ングという点で、社会還元ができる可能性を持つ。細胞膜の電気的興奮性を担う膜蛋白質は

多くの疾患とも深く関係して、これらは重要な創薬のターゲットであるにもかかわらず、薬の開

発効率は可溶化蛋白質をターゲットとしたものに比べてとても低いという問題がある。可溶化

蛋白質であれば水溶液中で化合物との結合や機能阻害・促進を比較的容易に並列計測する

事が出来るが、膜蛋白質では必ずしも容易ではない。膜電位センサーの性能向上により、低

コスト・高スループットで光学的に創薬関連化合物をスクリーニングする系を提案・構築できる

可能性がある。さまざまな研究者と密接な情報交換を行う事で、画期的な薬物副作用の評価

や新薬の創出に貢献できる可能性がある。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

神経回路を駆け巡る神経信号は伝達物質と細胞膜電位によって担われている。後者はこれま

でに電気生理学的手法により解析されてきたが、複雑な回路を構成する多数の細胞とその空

間分布を一挙に観測することには限界があり、光学計測法に期待が集まっている。本研究はこ

の点に着目したもので、蛋白質性の膜電位プローブの作動原理の根本に立ち返って応答速度

と感度および安定性に優れたプローブの創出を目論んだものである。すでに手にしていた

mermaid プローブを用いて生きたゼブラフィッシュ心臓の膜電位動態を無麻酔・非拘束で非侵

襲的に撮像できることを実証したのち、膜電位プローブの特性を効率よく迅速に評価できる誘

起膜電位の空間分布を利用した独自の評価システムを確立した。これを用いることにより、電

位依存性フォスファターゼに由来する電位センサードメインと蛍光共鳴エネルギー移動レポー

タドメインとを組み合わせて電位変化をエネルギー移動効率の変化として光学的に検出できる

プローブ候補をスクリーニング評価し、センサードメインの機能様式に関する発見を介して新し

い高速高感度プローブに近づけたことは高く評価される。今後プローブ特性のさらなる改良と

完成、および in vivo 神経活動記録への適用が十分に期待できる。これまでに着実に成果を論

文として報告しているが、特許出願も期待できると思われる。 
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研 究 報 告 書 

「脳内分子変化と電気生理学的・行動学的変化の統合解析」 

研究タイプ：大挑戦型（※大挑戦型課題として延長無／増額無） 

研究期間： 平成２１年１０月～平成２７年３月 
研 究 者： 山口 瞬 

  

１． 研究のねらい 

記憶・学習を始めとした脳機能のメカニズムを解明するには、分子レベルの変化や電気生理

学的変化が脳のどの神経細胞でいつ生じるのかを明らかにする必要がある。 

本研究では、研究者らが開発した Arc-dVenus マウス（記憶・学習や感覚情報処理に際して誘

導される Arc 遺伝子の発現に伴い蛍光蛋白質 dVenus が発現するトランスジェニックマウス）を用

いて、遺伝子発現の変化を in vivo で経時的にモニタリングし、個々の記憶・学習課題や感覚情

報処理によって生じた微小な分子変化を捉えることを目指した。さらに電気生理学的変化や行動

学的変化も同時に記録し解析することで、分子（遺伝子）変化・電気生理学的変化・行動学的変

化の間に存在する法則性を明らかにし、脳機能の動作原理に迫ることを目指した。 

また記憶・学習等に障害のある種々のミュータントマウスでも解析し、それらの機能障害の原

因となる脳の責任部位の同定や病態のメカニズムについても明らかにすることを目指した。 

大挑戦型としては特に、自由行動状態で遺伝子発現と電気生理学的変化と行動学的変化を

同時に記録・解析できる系を確立することを目指した。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

自由行動マウスで、脳の遺伝子発現変化と電気生理学的変化、行動の三者を同時に記録

し、それら三者の関係性を明らかにすることに挑んだ。 

①Arc-dVenus マウスを用いて、無麻酔・自由行動下で Arc 遺伝子発現をモニタリングする系

の開発を目指した。(i)小型 CCD カメラを用いた新規 in vivo イメージング装置の開発と(ii)二

光子励起顕微鏡を利用した in vivo イメージング法の開発を行った。(ii)の方法により、正常

な脳とアルツハイマー病の脳では視覚情報処理の際の神経細胞の活動パターンに差異の

あることを明らかにした。 

②遺伝子発現の変化と電気生理学的変化と行動の関係性を調べる有効な方法として、行動

課題後の Arc-dVenus マウスの脳スライスで電気生理学的解析を行う実験法を開発した。

この系を用いて、恐怖条件付け課題によって活性化した扁桃体神経細胞や新奇環境の探

索によって活性化した海馬 CA1 神経細胞の電気生理学的特性を明らかにした。 

③Arc-dVenus マウスの脳を透明化し、視覚情報処理に関わる神経細胞を網羅的に検出する

ことに成功した。 

④Arc-dVenus マウスと種々のミュータントマウスを交配し、蛍光イメージングすることで、種々

の脳機能障害に伴う機能低下部位を明らかにした。 

 

 



 

（２）詳細 

研究テーマ A「脳内遺伝子発現（転写）の in vivo モニタリング法の開発」 

 (i) 小型 CCD カメラを用いた in vivo イメージング装置の開発 

無麻酔かつ自由行動状態で Arc 遺伝子の発現をモニタリングするため、新たなイメー

ジング装置の開発を目指した。さまざまなタイプのイメージング装置を考案し、それらを、

作製の難易度や必要なコスト、使いやすさなどの面から検討した。その結果、CCD カメラ

を Arc-dVenus マウスの頭に装着する方式が良いと判断した。光学的な設計後、試作機

を作製した（図 1）。 

 

この試作機では、光ファイバーの先端から出た励起光が、ダイクロイックミラーに反射

したあと円錐状に広がって対象面（脳表面）に照射され、中心部が辺縁部に比べて明るく

なるという問題点があった。そこでそれを補正するためのプログラムを開発した。 

またこの試作機では、装置の重量がマウスにとってかなりの負担になる問題点があっ

た。そのため、現在、Arc-dVenus マウスの代わりに Arc-dVenus-3’ラット（Arc-dVenus

マウスと同様のコンストラクトで作製したトランスジェニックラット）を用いてイメージングを

試みている。 

 

(ii) 二光子励起顕微鏡を利用した in vivo イメージング 

上記の小型 CCD カメラを用いた in vivo イメージング装置の開発と並行して、二光子励

起顕微鏡を用いた in vivo イメージングを行った。この実験系では、イメージングの際にマ

ウス頭部を顕微鏡下に固定する。そのため、完全な自由行動下での連続イメージングで

はないが、それに近い条件でのデータ採取と考えられる。 

Arc-dVenus マウスに視覚刺激（縦縞模様による刺激）を与えたあと二光子励起顕微

鏡を用いて大脳皮質視覚野（内側二次視覚野）を観察すると、第 II/III 層で蛍光シグナル

(+)の神経細胞を多数観察することができた。Arc-dVenus マウスに対して二光子励起顕

微鏡を用いてイメージングする方法が極めて有用であることを示した（論文 6）。 

この系を用いてアルツハイマー病モデルマウスの脳を解析し、アルツハイマー病に特

有の異常な反応パターンを明らかにした（論文 6, 研究テーマ F 参照）。 

 

研究テーマ B「電気生理学的変化・行動学的変化のモニタリング法の開発」 

(i) 電気生理学的変化のモニタリング法の開発 

図１ 
Arc 遺伝子の発現を無麻酔・自由行動下で

モニタリングするための装置 
 



 

in vivo のモニタリングではないが、電気生理学的変化と Arc 遺伝子発現の変化、行動

学的変化の関係性を調べる有効な方法として、脳スライスを用いる実験法を開発した。

この実験系では、Arc-dVenusマウスに行動実験課題を行わせ、その5時間後（蛍光シグ

ナルが十分誘導された後）に脳スライスを作製し、蛍光シグナル(+)の神経細胞と蛍光シ

グナル(-)の神経細胞で電気生理学的特性を比較する（図 2）。 

 

この実験系を用いて、恐怖条件付け課題によって活性化した扁桃体神経細胞（蛍光シ

グナル(+)の扁桃体神経細胞）では、mEPSC (miniature excitatory postsynaptic currents)

の頻度の増加や paired pulse ratio の低下が見られることを明らかにした（論文 1）。 

また、新奇環境の探索によって活性化した海馬 CA1 神経細胞は、その後の sharp 

waves/ripples（記憶の自動再生の際に生じると考えられている電位変化）で再活性化す

ることを明らかにした（論文 3）。 

  

(ii) 行動学的変化のモニタリング法の確立 

行動学的変化を記録するため、ビデオモニタリングシステムを導入した。 

 

研究テーマ C「脳内遺伝子発現・電気生理学的変化・行動学的変化の同時モニタリング法の

開発」 

上で述べたように、無麻酔・自由行動下での遺伝子発現のモニタリングは、二光子励起顕

微鏡を用いてかなりの程度まで達成された。脳波の変化と行動学的変化は、導入したテレメト

リーシステムとビデオシステムを用いて記録することが可能である。これらを併用することで同

時モニタリングが可能である。 

 

研究テーマ D「転写以外の遺伝子発現変化のモニタリング法の開発」 

Arc mRNA には活性化シナプス近傍へ運ばれる特性がある。Arc 遺伝子の 3’-非翻訳領域

を用いてトランスジェニックマウス・ラットを作製し、レポーターmRNA が活性化シナプス近傍に

運ばれる様子を観察することに成功した（未発表データ）。 

 

研究テーマ E「正常な記憶・学習、感覚情報処理のメカニズムの解析」 

(i) 視覚刺激を反復して与えた場合の大脳皮質視覚野神経細胞の反応の解析 

視覚刺激（縦縞模様による刺激）を反復して与えた場合の大脳皮質視覚野神経細胞の

反応を、二光子励起顕微鏡による in vivo イメージングで調べた。1 回目の刺激でも 2 回目

図 2 

行動学的変化・Arc 遺伝子発現の

変化・電気生理学的変化の関係性

を調べる脳スライス実験の概念図 



 

の刺激でも、同程度の数の神経細胞に蛍光が誘導された。しかしそのポピュレーションは

異なり、両方の回に蛍光が誘導された神経細胞は、それぞれの回に蛍光が誘導された神

経細胞の約半数であった。そして 1 回目の刺激で蛍光が強く誘導された神経細胞ほど、2

回目の刺激でも蛍光が誘導されやすいことがわかった。このことから Arc が誘導された神

経細胞は再活性化されやすくなっていることを示した（論文 6）。 

 

(ii) 脳の透明化による視覚情報処理神経回路の可視化 

アミノアルコールを用いて Arc-dVenus マウスの脳を透明化した。透明化した脳を

ultramicroscope を使って撮影し、個々の細胞の蛍光シグナルを脳全体にわたって検出し

た。視覚刺激（光刺激）が(+)と(-)それぞれの条件の脳を比較し、視覚情報処理に関わる神

経細胞を網羅的に検出することに成功した（論文 2）。 

 

研究テーマ F「脳機能障害のメカニズムの解析」 

Arc-dVenus マウスと種々のミュータントマウスを交配した。得られたマウスの脳サンプルを

蛍光イメージングすることで、種々の脳機能障害に伴う機能低下部位を明らかにした

（CaMKII-alpha ヘテロマウス[論文 8], Schnurri-2 ノックアウトマウス[論文 5], SNAP-25 ドミナ

ントネガティブマウス[論文 4]）。また Arc-dVenus マウスとアルツハイマー病モデルマウスを交

配して得られたマウスを二光子励起顕微鏡でイメージングし、神経細胞の異常活動を in vivo

で定量的に捉えることに成功した（論文 6）。 

 

大挑戦型として取り組む挑戦的な研究項目に対する進展 

大挑戦型として、自由行動マウスで、脳の遺伝子発現変化と電気生理学的変化、行動の

三者を同時に記録し解析することに挑んだ。 

完全な自由行動状態で解析するシステムの完成には至らなかったが、遺伝子発現をモニタ

リングするための小型 CCD カメラ in vivo イメージング装置の開発を行った。 

また、二光子励起顕微鏡を用いることで、完全な自由行動状態ではないがそれに近い状態

での遺伝子発現のモニタリングに成功した。これは脳波を記録するためのテレメトリーシステ

ムや行動を記録するためのビデオシステムと併用可能である。 

さらに、遺伝子発現変化と電気生理学的変化と行動の関係性を調べる有効な方法として、

行動課題後の Arc-dVenus マウスの脳スライスで電気生理学的解析を行う方法を開発した。 

 

３． 今後の展開 

Arc-dVenus マウスを用いたイメージングは、脳内の遺伝子発現変化と電気生理学的変化、

行動の三者を結び付ける要の技術として神経科学の分野で普及するかもしれない。しかし

Arc-dVenus マウスと現存する最も高性能な顕微鏡（二光子励起顕微鏡など）の組み合わせで

も、海馬など脳深部領域を in vivo で観察することは困難である。in vivo で脳を透明化する手法

を開発し、脳深部を観察するための技術的ブレイクスルーをもたらしたい。 

 

３*． 非公開の今後の展開（参考情報） 

Arc-dVenus マウスに対して二光子励起顕微鏡などを用いて in vivo イメージングを行う技術



 

や、行動課題後の Arc-dVenus マウスの脳スライスで電気生理学的解析を行う方法は汎用性

があり、今後もさまざまな脳機能のメカニズムや脳機能障害の病態の解明に貢献すると思わ

れる。 

 特に、in vivo イメージングで個々の神経細胞の反応パターンを解析する方法（：論文 6 の方

法）は、アルツハイマー病を始めとした種々の脳疾患において、病態や新たな治療法（新薬な

ど）の効果を解析する重要なパラダイムとなる可能性がある。論文 6 の成果はその端緒を開く

ものであり、5 年以内に脳疾患に対する新薬の開発に結び付く可能性があると考える。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

大挑戦型として、自由行動マウスで、脳の遺伝子発現変化と電気生理学的変化、行動の三

者を同時に記録し解析することに挑んだ。研究期間内に、完全な自由行動状態で解析するシ

ステムの完成には至らなかったが、遺伝子発現をモニタリングするための小型 CCD カメラ in 

vivo イメージング装置の開発を行い、また、二光子励起顕微鏡を用いることで、自由行動に近

い状態での遺伝子発現のモニタリングに成功した。さらに、遺伝子発現変化と電気生理学的

変化と行動の関係性を調べる方法として、行動課題後のArc-dVenusマウスの脳スライスで電

気生理学的解析を行う方法を開発した。 

これらの方法は、今後もさまざまな脳機能のメカニズムや脳機能障害の病態の解明、脳疾

患に対する新たな治療法の開発に貢献すると予想される。研究期間内にこれらの方向性を示

せたことは大きな成果だと考えている。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

神経回路特性の長期的変化は一般的には遺伝子発現制御が関わると考えられるが、それを

生きた標本において経時的に観測する技術は未発達である。本研究は記憶・学習や感覚情報

処理に際して神経細胞に誘導される Arc 遺伝子発現に着目し、これを蛍光蛋白質 dVenus によ

り可視化できるトランスジェニックマウスの脳内の蛍光シグナルを記録できるカメラの作出をね

らったものである。自由行動下の動物頭部に装着するカメラを試作し改良を進めてきたが、励

起光密度や重量などについて課題が発生し完成には至っていない。一方平行して進めてきた

二光子励起顕微鏡にマウス頭部を固定して課題に伴う変化を経時観察する方法、および課題

後に脳スライスとして解析する方法については、視覚刺激や恐怖刺激による、あるいは病態モ

デル動物における、脳内の Arc 遺伝子発現様式の解析は共同研究者も得て発展しており、論

文にもなっている。山口研究者はもともと遺伝子発現・電気生理学的変化・行動学的変化の同

時モニタリングへの強い興味から、脳波および行動計測のシステムも立ち上げており、今後こ

の独自の観点からの研究展開が期待できる。非常に有用なマウスの作成により広範な共同研

究者に恵まれたことは、当該分野にとっても貴重な貢献である。今後責任著者として主要成果

の論文発表も期待される。 
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研 究 報 告 書 

「シナプス可塑性に関わる RNA 群の革新的イメージング法の開発」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 23 年 10 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 阿部 洋 

  

１． 研究のねらい 

生細胞中の内在性 RNA をイメージングする革新的技術「化学反応プローブ」を開発し、神経細

胞におけるスプライシング、RNA 輸送や翻訳制御などの RNA 動態を明らかにする方法論を確立

する。特に、記憶や学習などの脳機能を発現するシナプスの可塑性に注目し、その鍵を握る

mRNA 群を標的とした多色蛍光イメージングプローブを創製する。さらに、開発したプローブを用

いて、世界で初めての海馬細胞における内在性 mRNA の検出・ライブイメージングを目指す。こ

れまで、遺伝子改変を用いた人工蛍光タンパク質及びタグ配列を有する非天然型 RNA のライブ

イメージング技術は盛んに報告されているが、天然型RNAを直接とらえることを目指す本研究計

画は大きな意味を持つと考える。 

  

２． 研究成果 

 

（１）概要 

神経生物学研究に用いることができる細胞内 RNA の解析・機能制御技術を開発する。第

一に、化学反応プローブを用いた細胞内 RNA イメージング法を開発した。本プローブは細胞

内 RNA に結合することで蛍光を発生し、RNA の存在を可視化することができる。プローブを用

いて、mRNA スプライシング反応の解析が可能になり、反応の結果生じる成熟型 mRNA 及び

イントロン由来のラリアット型 RNA の検出に成功した。微量 RNA を細胞内で検出する方法論

も検討した。すなわち、細胞内で標的 RNA を触媒化することで、化学反応が回転し、微量

RNA シグナルを増幅できる新規検出原理を考案した。原理的には、RNA シグナルを最大

1500 倍に増感できることになる。一方、生体イメージングの際に、生体物質由来の自家蛍光

が本来のシグナル解析の邪魔になる。この問題を解決するために、ミリ秒以上の長寿命蛍光

を有する希土類元素を用いた化学反応プローブを開発した。このプローブを用いて、時間分

解蛍光解析を行うことで、有機化合物である生体物質由来の自家蛍光を除いて、希土類由来

のシグナルのみを観測することが可能になった。 

第二に、細胞内 RNA の機能を制御する方法論を開発した。ひとつは、RNA を環状化しその

配列から終止コドンを除くことで、そのRNAを用いた翻訳反応で高効率なタンパク質合成が起

こせることを見出した。本現象を終わりのない回転式タンパク質翻訳法と名づけて現在応用

研究を展開中である。また、細胞内 RNA をロタキサン構造で強力に捕らえる新規アンチセン

ス法を考案した。本法は、RNA をトポロジカルに捕らえることができる全く新しい方法論であ

る。 

 

 



 

（２）詳細 

mRNA スプライシング反応の解析 

 mRNA 検出化学反応プローブとして、酸化還元反応に基づき蛍光を発する RETF (Reduction 

Triggered Fluorescence) プローブを合成した。本プローブは化学的な修飾により蛍光を消光

させた分子とその修飾を外し、蛍光を回復させる還元剤をそれぞれ標的 RNA に相補的なオリ

ゴヌクレオチドに結合した 2 本 1 組のプローブである。フルオレセインの水酸基をアジドメチル

基で保護させた分子あるいは還元剤であるトリフェニルホスフィンをそれぞれ標的 RNA に相

補的な配列を有する DNA に結合させた。このプローブが標的 RNA に隣り合って結合すること

で生じる還元反応によりアジドメチル基が脱保護され、標的 RNA 特異的な蛍光を発する。

RETF プローブ

を用いて、未成

熟 mRNA のスプ

ライシング反応

のリアルタイム

解析法の開発を

検 討 し た （ 図

１ ） 。 具 体 的 に

は、CDC 

 (chicken 

d-crystallin) 遺

伝 子 由 来 の 未

成熟mRNAがス

プライシング反

応を受け、成熟

型 RNA ができる

過程を解析する

プローブの開発

に成功した。 

Bioorganic Medicinal Chemistry Letters, 22(23), 7248-7251 (2012). 

 

 

環状 RNA における終わりのない翻訳現象の解析 

 mRNAを解析するプローブの開発中に、真核生物のｍRNAがタンパク質と複合体を形成し、

環状構造をとることに注目した。そこで、人工的に作成した環状 RNA でタンパク質翻訳を起こ

すこと着想した。ストップコドンを除いた環状RNAを用いると終わりのないタンパク質翻訳現象

が起こる。さらに、タンパク質合成の効率の観点で考察する。通常の直鎖型構造（終わりのあ

る）RNA を用いたタンパク質合成において、一反応サイクルの律速段階はリボソームが開始

複合体を形成する開始段階にある。タンパク質をたくさん作るためには、リボソームは直鎖型

RNA 鋳型上を端から端までターンオーバーする（くっついて離れてを繰り返す）必要がある。

一方、環状 RNA をタンパク質翻訳の鋳型に用いた場合、律速段階は最初の翻訳開始の結合
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図１ スプライシング反応の検出 



 

時のみとなり、それ以降のタンパク質

合成は効率よく行われる。本メカニズ

ムは高効率タンパク質合成法となりえ

ることを確認した(図２)。 

Angewandte Chemie International 
Edition, 52(27), 7004-7008 (2013). 

 

 

 

 

細胞内で高効率なシグナル増幅を可能とする化学反応プローブの開発 

２－シアノ－４－ニトロベンゼンス

ルホニル（CNs）基で保護したアミノ

ク マ リ ン （ AMCA ） を 修 飾 し た

CNs-AMCA プローブと、チオフェノ

ール基で修飾された MBA プローブ

の 2 本を合成した。プローブは、

RNA 配列特異的に結合するように

設計します。プローブ同士が隣あっ

て結合すると、チオフェノール基が

CNs 基に求核置換反応を起こし、

脱保護されフリーになった AMCA が

蛍光発光します。実際に、この反応

が試験管中で起こるか検討した。標的 DNA を用意して、プローブを導入すると時間経過ととも

に化学反応が進行して AMCA が生成した。AMCA の生成率は 60 秒後には頭打ちになってお

り、反応が完結しました。一方で、標的 DNA がない場合は、AMCA は全く生成されませんでし

た。以上のことから、開発したプローブは従来法と比較して非常に反応速度が速いのに加え、

標的が存在しない場合に副反応が起こりにくいため、シグナル／ノイズ比が高いことが分かり

ました。次に、低濃度の標的 DNA を検出できるかを検討するため、プローブ濃度は変えずに

DNA の量を変えて混合し、１５時間後の蛍光を検出しました。結果、試験管内で 0.5pM (生細

胞内で一分子のDNAに相当)の微量の遺伝子を検出することに成功しました。また、この条件

では、15 時間で DNA 一分子に対して 1500 個のプローブが結合して蛍光シグナルを発するこ

とが明らかとなった。今回の実験より、芳香族求核置換反応を利用したプローブが、化学増幅

反応を起こすことで、標的 RNA を高感度に検出できることが明らかとなった（図 3）。 

Journal of the American Chemical Society, 135 (38), 14172−14178 (2013). 

 

 

 

 

 

図 2 終わりのない回転式タンパク質翻訳現象 
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図３細胞内での RNA シグナルの化学増幅 



 

長寿命蛍光を有する希土類発光化学反応プローブの開発 

 細胞や組織を観察する際に、生体由来の自家蛍光は大きな問題となる。希土類錯体蛍光

は数百マイクロ秒オーダーの長寿命であるため、有機化合物由来の数ナノ秒オーダーの自

家蛍光を完全に除去できると考えられる。これは時間分解蛍光測定を行うことで可能になる。

そこで、蛍光寿命が長い希土類錯体をプローブの発光システムに組み込むことを考えた。希

土類錯体は直接励起できないため、アンテナ分子を介して励起する。そこで、アンテナ分子に

スイッチ機能をつけることで、シグナル発生をコントロールすることにした。まず、新規化合物

であるフェナンスリジノン環がアンテナ分子として機能することを確認した。アンテナ分子は、

励起されるとまず一重項状態となり続いて速やかに三重項状態に遷移し、その後希土類にエ

ネルギーを渡す機能を有する必要がある。特に重要なのが一重項で蛍光発光や熱失活を起

こさずに、確実に三重項態に移行することである。今回設計した分子は、340nm 付近に吸収

を持ち、アンテナ分子として希土類錯体であるランタノイド金属(Eu 及び Tb)の両方を励起する

ことができることが明らかとなった（図４）。続いて、フェナンスリジノン環を開裂させ、アジド基

とエステル基を導入し、アンテナ分子の機能をオフにしたプレアンテナ分子を作成した。このプ

レアンテナ分子は、アジド基を還元することでフェナンスリジノン環が再生しアンテナ分子とな

る。プレアンテナ分子と希土類錯体を導入した DNA プローブと、還元剤であるトリフェニルフォ

スフィンを導入したDNAプローブを作成し、標的 DNA中で蛍光発光が起こるかを検討したとこ

ろ、標的が存在するときにのみ蛍光発光が起こることを確認できた。また、これを用いた懸濁

液中のバクテリアの RNA を検出できることを明らかにした。 

Journal of the American Chemical Society, 135 (37), 13632–13635 (2013). 

 

環状構造によるｍRNA の補足法の開発 

mRNA を検出するプローブは、強力に標的に対して結合する必要がある。これまでの核酸

プローブは基本的には平衡下可逆的に結合する性質を有するものがほとんどである。そこで

不可逆的に標的 mRNA に結合するプローブを設計することを試みた。mRNA の化学構造には

傷をつけずに標的を補足する方法論として、トポロジカルに標的に絡みつくロタキサン構造を

利用することにした。ロタキサンは、環の

中にひも状の分子(軸)が貫通しその両端

にストッパーが付くことで、環が抜けなく

なっている分子集合体である。核酸化学

において、ロタキサンのようなトポロジカ

ルな分子集合体は核酸二本鎖間の

塩基対を利用して構築される。DNA

を用いてロタキサンを形成する方法

はこれまでにいくつか報告されている

が、化学試薬や酵素を必要とし、細

胞内でこのような構造を人工的に形

成させることは困難であった。このよ

うな背景の下、我々は混ぜるだけで

化学反応が進行し核酸分子の擬ロタ

Auto-fluorescence Target RNA

細胞内

図 4 希土類を利用した長寿命発光化学反応プローブ 

図５ ロタキサン構造による RNA 補足法 



 

キサンが形成される新しい方法の開発に着手した。２つの化学反応性オリゴ DNA(ODN)を設

計・合成し、実際にこの 2 つの ODN を標的核酸に加えたところ速やかに反応が進行し、擬ロタ

キサンの形成が観測された（図５）。この方法で形成された二本鎖は非常に安定であり、細胞

内の mRNA に対してこの反応を実現できれば確かな mRNA 検出や効果的な翻訳の阻害や可

能になると期待できる。 

Journal of the American Chemical Society, 136 (20), 7201–7204 (2014). 

 

 

３． 今後の展開 

細胞内 RNA の解析と機能制御に焦点をあて研究を展開する。解析では、化学反応プロー

ブを用いた内因性 RNA のイメージング法開発を進める。特に、一分子レベルの RNA でも解析可

能なプローブを開発し、スプライシングなどの細胞内現象のリアルタイム解析を可能にすることを

目指す。機能制御では、ロタキサン分子を用いた遺伝子発現制御法や高効率なタンパク質発現

を実現する方法論を開発することで、生命科学研究の重要なツールを研究者に向けて提供す

る。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

 神経生物学研究に用いることができる RNA 解析技術や機能制御技術の開発に取り組んでき

た。方法論の開発については、成果項目に記載した 5 報の論文の他にも、４報の関連論文を報

告し、４件の関連特許を出願しており、十分な研究成果を達成したと考えている。神経細胞内の

RNA イメージング研究は、共同研究を進めており、数年以内に成果がまとまる予定である。また、

RNA イメージング法及びタンパク質発現法に関するプレスリリースを行った。RNA イメージング法

では、細胞内で微量 RNA のシグナルを化学増幅できる方法論を報告した。非酵素的に１５００倍

のシグナル増幅を可能とするプローブは前例がなく、RNA イメージングによる基礎研究のみなら

ず、遺伝子解析技術などの産業応用も期待できる。また、環状 RNA を利用したタンパク質合成も

タンパク質材料の生産技術への利用が期待できる。プレスリリースの結果、多くの研究者や複数

の企業から連絡を受け、現在、上記研究に関連した複数の共同研究を進めている。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

遺伝子情報はまず RNA として発現し、その多くは各種の制御のもとに蛋白質に翻訳されて細胞

機能に組み込まれてゆく。神経細胞はその突起の広がりのゆえに特定の RNA の局在とその変

化に特に関心がもたれるが、生細胞でそれを解析する手段はない。本研究はそこに着目して、

神経細胞内に導入してスプライシング、RNA 輸送や翻訳制御など RNA 動態のイメージング解析

を可能にするプローブの開発をねらったものである。このために一対のオリゴヌクレオチドにマス

クした蛍光性原子団あるいは還元剤を結合させたものを細胞に導入し、これらが標的 RNA に結

合すると化学反応により蛍光団が生じるプローブの開発と実証に成功したものである。さらに、

Fig. 1 擬ロタキサン 



 

高感度化するためにこの反応を回転増幅して 1500 倍の増感を達成し、また標本に固有の自家

蛍光を克服するため希土類元素を用い時間分解蛍光解析を行うことでさらに感度と特異性を向

上できることを見出した。論文発表も行い、特許活動も行っている。今後、現在進めている神経

細胞への応用を進展させ、実用化に供される日が待たれる。 
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研 究 報 告 書 

「柔軟な判断を可能にする神経回路の動作原理の解明と制御」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成２３年１０月～平成２７年３月 
研 究 者： 宇賀 貴紀 

  

１． 研究のねらい 

状況に応じて柔軟に判断をし、多様な選択を行うことはヒトの重要な認知機能のひとつであ

る。これは、感覚入力から行動の生成までの神経回路が、反射のように固定しておらず、柔軟

に切り替わることを示している。このような柔軟性の一部は、長期にわたる学習によって獲得

され、その神経基盤としてシナプスの可塑的変化が対応すると考えられている。しかし、素早

い判断の切り替えはシナプスの可塑性では説明できず、短時間でダイナミックにスイッチする

神経回路を必要とする。このようなスイッチ機能は、ヒトの高度な認知機能の根幹を成してい

ると考えられるが、その神経メカニズムは明らかではない。本研究では判断とその柔軟性の神

経回路の動作原理の解明を目指す。 

我々は、運動方向の判断課題と、奥行きの判断課題を用いて知覚判断の切り替えメカニズ

ムの研究を進めてきた。このような知覚判断の有力なモデルでは、感覚受容器からの情報が

脳で蓄積（時間積分）され、一つの選択肢に合致する証拠が十分に貯まったら判断が確定す

ると仮定されている。実際、運動方向と奥行きの感覚情報は大脳皮質 MT 野に表現され、これ

らの情報が LIP 野で蓄積されて判断を形成すると考えられている。我々は、これら 2 つの判断

課題をランダムに切り替えるタスクスイッチ課題をサルに訓練した結果、運動方向の判断、奥

行きの判断、それぞれに特異的に使用される感覚ニューロン群が MT 野に存在し、その２群を

使い分けることで判断の切り替えが実現されている可能性を発見した（Sasaki & Uka, Neuron, 

2009）。従来、スイッチ機能の作用機序として、不必要な情報が判断に使われないように入力

を遮断するという考え方（Gate 仮説）が主流であったが、本研究では一度貯めた情報を時間と

共に廃棄する方法（Leaky integrator 仮説）を新たに検証するのがねらいである。 

 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

本研究では、知覚判断の系を用いた素早い判断の切り替えの神経回路メカニズムを解明し

た。運動方向の判断課題と奥行きの判断課題の 2 つの知覚判断課題をランダムに切り替える

タスクスイッチ課題をサルに訓練し、知覚・判断それぞれを担当する大脳皮質 MT 野・LIP 野か

ら神経活動を記録、電気刺激し、どの段階でどのようにして素早い判断の切り替えが起きるの

かを検証した。MT 野には運動方向の判断、奥行きの判断、それぞれに特異的に使用される感

覚ニューロン群が存在し、2 群を使い分けることで判断の切り替えが実現されていることを解明

した。また、LIP 野では運動方向・奥行き情報のどちらも蓄積（時間積分）されるが、運動方向・

奥行きのどちらを答えなければならないかに依存して必要な情報が蓄積され、不要な情報が

除去されていること、すなわち、ルールに則って感覚情報の蓄積ゲインが変化し、最終的な判



 

断に必要な計算がなされていることを解明した。 

 

（２）詳細 

タスクスイッチ課題 

  タスクスイッチ課題では、運動方向および奥行き判断課題を課した。試行ごとに注視点の色

を変え、ランダムに 2 つの判断課題のどちらかを行なうように指示した（図 1、左パネル）。視覚

刺激として、CRT モニターにランダムドットステレオグラムを呈示した。運動方向判断の場合、ド

ットが上向きに動いていたら目を上に向け、ドットが下向きに動いていたら目を下に向けるよう

訓練した。奥行き判断の場合、注視点よりもド

ットが奥にあれば目を上に向け、ドットが手前

にあれば目を下に向けるよう訓練した（図 1、

中パネルと右パネル）。この課題で一番重要

なのは、運動方向・奥行きのいずれに注目す

るかにより、行なう行動を「切り替え」なければ

ならない点である。例えば、ドットが上向きに

動いていて、手前に存在すれば（図 1、中パネ

ル、上から 3 段目）、運動方向判断を行ってい

る時には上、奥行き判断を行っている時には

下と答えなければならない。 

 

研究テーマ A 「MT 野の電気刺激による判断の切り替えの制御メカニズムの解明」 

これまでの研究から、感覚情報表現を司る MT 野の活動自体は、行う課題に依存して変化し

ないことがわかっていた。また、MT 野ニューロンの活動と行動との関係については相関のみを

解析していた。そこで、ランダムドットを提示中に MT 野を電気刺激し、行動への影響を解析し

た。 

従来の研究から、MT 野を電気刺激すると、運動方向の判断、奥行きの判断、どちらにおい



 

ても、刺激したニューロン群の最適方向に判断がバイアスされることが知られていた（Salzman 

et al., 1992; DeAngelis et al., 1998）。しかしタスクスイッチ課題では、刺激したニューロン群の最

適運動方向、奥行きがどちらも同じ行動に関連している場合（Congruent：例えば、下/手前；図

2A、B）は、どちらの判断を行っていても最適方向に判断がバイアスされた（図 2C、D）が、刺激

したニューロン群の最適運動方向、奥行きが逆の行動と関連していた場合（Incongruent、例え

ば、上/手前；図 2E、F）は、片方の課題ではニューロン群の最適方向に判断がバイアスされた

が、もう片方の課題では最適方向と反対方向に判断がバイアスされた（図 2G、H）。つまり、電

気刺激は特定の行動（例えば目を下に向ける）を誘発したのである。 

以上の結果から、MT 野ニューロンの出力は行動特異的であると考えられる。これは、本タス

クスイッチ課題を学習する過程で獲得

した性質であろう。そして、本タスクスイ

ッチ課題を解く際、脳は課題ごとに MT

野ニューロンを 2 群準備し、ルールに依

存して不要な出力を遮断していると予

想される。例えば、MT 野には同じ動き・

奥行きに反応する領域が複数存在す

るが、それらの出力は特定の行動を誘

発する専用回線として配線され、ルー

ルによって不要な回路が MT 野の後段

で遮断されると考えられる(図 3)。 

 

研究テーマ B 「LIP 野の神経活動記録による判断の形成の実態の解明」 

続いて、判断の形成過程が垣間見える頭頂葉の LIP 野から神経活動記録を行った。ここま

での研究では、一定時間視覚刺激を呈示した後にサルの判断を測定していたが、判断形成過

程をニューロンレベルで見るには、反応時間を測定した方がよい。そこで、正解がわかった瞬

間に答えられるよう、タスクスイッチ課題を改変した。 

LIP 野ニューロンでは、感覚情報が時間積分される過程が見られ、その活動が一定の値に

達すると判断が確定すると考えられている。その根拠として、LIP 野ニューロンは運動方向判断

の反応時間課題において、刺激強度に依存した漸増（build up）活動を示し、判断の指標となる

眼球運動の直前に活動がそろうことが挙げられる（Roitman & Shadlen, 2002）。 

タスクスイッチ課題においては、運動方向判断と奥行き判断のどちらにおいても刺激強度に

依存した漸増活動が見られた。また、どちらの課題を行っているときでも、眼球運動の直前に

活動がそろっていた。さらに、刺激強度に依存した漸増活動、すなわち感覚情報の蓄積速度

は、課題によって異なっていた（図 4）。これらのことは、課題に依存して必要な情報を蓄積し、

不要な情報を除去した後に、LIP 野ニューロンが運動方向・奥行き情報を統合し、サッケード方

向の判断を行っている可能性を示唆している。すなわち、ルールに則って感覚情報の蓄積ゲイ

ンが変化し、最終的な判断に必要な計算がなされていると考えられる。 



 

 

 

３． 今後の展開 

判断の柔軟性の基盤となる積分器神経回路の分子メカニズムの解明を目標とする。積分

器神経回路の最も一般的な神経回路モデルによると、積分器神経回路には①NMDA 受容体 

②再帰的回路③相互抑制が重要であると考えられている。そこで今後はそれぞれを制御するこ

とを目指す。最初に NMDA 受容体に着目し、NMDA 受容体拮抗薬の全身投与と神経活動記録

の併用により、NMDA 受容体が積分器神経回路に重要であるのか、そうであれば判断のどの部

分に作用するのかを drift diffusion model（DDM）と絡めて解明する。続いて、NMDA 受容体拮抗

薬の局所投与と神経活動記録の併用により、どの脳領域の NMDA 受容体が重要なのかを解明

する。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

当初目標に掲げた MT 野の電気刺激実験および LIP 野の神経活動記録実験は完了し、

前頭前野（PFC）の研究は最終準備段階に入った。よって、目標はおおむね達成できた。また、

本研究を進めていく過程で、判断の柔軟性に必要な神経回路の動作原理のみならず、神経

回路の実体の解明に関するアイデアも蓄えることができ、非常に有意義な期間であった。 

マカクザルを用いたシステム神経生理学研究は、脳を情報処理器官として捉え、脳の中

で行われている計算を理解するには重要な手法である。特に霊長類で発達した認知機能の

計算原理の解明には必須である。本研究では霊長類で特に発達したと思われるタスクスイッ

チングを研究した。タスクスイッチ課題をサルに訓練するのは難しく、世界でも成功している研

究室は数少ない。そのためか、多くの研究室では数百試行のブロックごとにスイッチさせてお

り、1 試行毎に課題をスイッチするのに成功しているのは私の研究室のみである。これまでに

訓練方法に関する問い合わせを数多くいただいており、世界から注目されている。 

今後、本研究の成果が認知症など認知機能障害の病態解明につながることが期待され



 

る。その目標達成に向け、日々精進していきたい。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

状況に応じて適切な行動選択を判断することは反射行動や本能行動と異なり神経回路機能の

最も高度なものの一つである。本研究はその神経回路基盤の解明に挑んだものである。サル

にランダムドットステレオグラムを提示し、ドットの運動方向と奥行きの判断を眼球運動により判

定できる課題訓練を施し、大脳皮質 MT 野および LIP 野とから神経活動を記録して、柔軟で素

早い判断の切り替えに伴う神経信号を解析したところ、MT 野には運動方向判断と奥行き判断

それぞれに特異的に使用されるニューロン群が存在し、その 2 群を使い分けることで判断の切

り替えが実現すること、さらに LIP 野では運動方向・奥行き情報がともに時間積分されるが、報

酬によりランダムに要求される判断モードに柔軟に対応して必要な情報が蓄積され、不要な情

報が除去されることを見出したことは非常に興味深い成果である。またこのような高難易度の

タスクスイッチ課題をサルに課して成功したことは世界的にも追随を許さない成果と言える。今

後 LIP 野での積分器の回路実体とその上流機構の解明が進展することが期待される。 

 

５． 主な研究成果リスト 

（１） 論文（原著論文）発表 

1. Mitani A, Sasaki R, Oizumi M, Uka T. A leaky-integrator model as a control mechanism 

underlying flexible decision making during task switching. PLoS One. 2013, 8, e59670. 

 

（２）特許出願 

研究期間累積件数：０件 

 

（３）その他の成果（主要な学会発表、受賞、著作物、プレスリリース等） 

Takanori Uka, Studying flexible decision making using perceptual decisions. Symposium 

“Neural circuitry for visual cortical processing”, The 9th Asia-Pacific Conference on Vision 

(APCV 2013), Suzhou, China, July 5th-8th, 2013. 

宇賀 貴紀、柔軟な判断の神経基盤、ブレインサイエンス・レビュー2014 pp39-56 （公財）ブ

レインサイエンス振興財団 廣川信隆編。  

 



 

研 究 報 告 書 

「ガイダンス因子シグナルで普遍的に駆動されるシグナル伝達経路

の解明」  

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 23 年 10 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 生沼 泉 

  

１． 研究のねらい 

低分子量 G 蛋白質 R-Ras は細胞外マトリックスへの接着刺激により細胞内で活性化され、

さらに逆に、この活性化された R-Ras が細胞内から(inside-out)に細胞接着因子受容体、イン

テグリンを物理的に活性化分子構造にし、細胞外マトリックスへの親和性を上昇させることで、

細 胞 接 着 に お け る ポ ジ テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ッ ク を 担 う 。 一 方 、 反 発 性 ガ イ ダ ン ス 因 子

semaphorin(Sema)受容体、Plexin はそれ自身の持つ R-Ras GAP 活性により R-Ras を不活性

化し、このポジティブフィードバックループの一点を抑制することで、インテグリン活性化を効率

的に抑制し、神経軸索の伸長を抑制する。最も基本的で普遍的な細胞機能の１つにおいて

R-Ras を介した増幅機構が存在し、また、様々なガイダンスシグナルシグナルにおいて、その

機構の制御による細胞接着の制御が普遍的・中心的役割を担っていると予想されることから、

R-Ras の情報伝達経路の理解は、ガイダンス因子シグナルの普遍的駆動原理の理解に繋が

る。本研究は、個々の分子要素の同定を行い、それらの分子イメージングおよび細胞内・生体

内での機能解析で得られるデータを手がかりに、種々の誘引性・反発性ガイダンスシグナル

において普遍的に駆動される情報伝達機構の発見へとつなげることを、目標として掲げた。 

  

２． 研究成果 
（１）概要 

 発生期に生まれた神経細胞は、 個々の特定の位置に移動し、軸索および樹状突起を

適切な標的細胞に伸展させ、やがてはシナプスを形成することにより神経回路が形成さ

れる。神経回路網は複雑であるものの、正確で厳密にできており、これを可能としてい

るのは神経ガイダンス因子の誘導作用である。神経ガイダンス因子には、大きく分けて、

神経繊維に誘引的に働き伸長に促進的に働く誘引性因子と、忌避的に働き伸長に抑制的

に働く反発性因子の 2つがあり、神経細胞は軸索の先頂部にある成長円錐という構造体

で、神経細胞周辺に存在するそれらの因子を感知しながら、伸長の方向性を判断してい

る。 

 これまでのガイダンス因子シグナル伝達研究は、個々のガイダンス因子に特化された

報告が散漫に羅列されている状態で、｢ガイダンス応答｣という全体的視野では有機的に

捉えられていなかった。さらに、軸索と樹状突起という、２つの性質の異なる神経突起

形態制御が同じシステムに依っているのかどうかも不明であった。その状況で、われわ

れは、最終的に伸長や方向性の決定がどのような細胞内シグナルに統合され、神経細胞

内において、形態変化や進路の｢判断｣を下しているかのメカニズムに興味を持ち、数々

のガイダンス因子の下流で活性制御が行われているR-Rasファミリー低分子量G蛋白質



 

を窓とし、研究を行った。その一連の研究成果をここに報告する。 

（２）詳細 

１) 軸索の分枝化のエフェクターの同定 

 われわれのこれまでの研究で、R-Ras は神経軸索の形成に必要であることが明らかになっ

ている。さらに最近の研究で、反発性ガイダンス因子 Sema の１つ、Sema4D は軸索の分枝を

減少させ、また、誘引性ガイダンス因子 netrin-1 の刺激は逆に、軸索の分枝を増加させること

がわかっている。しかしながら、どのような分子機構で軸索分枝の形態を制御するかは不明

であったので、われわれは R-Ras による軸索の形態制御に必要な下流のエフェクター分子の

同定を試みた。酵母のツーハイブリッドシステムを用いた結合蛋白質のスクリーニングによ

り、活性型 R-Ras の結合蛋白質として、アクチン細胞骨格に連結した足場蛋白質である

Afadin を得た。Afadin は N 末端側に RA ドメイン(Ras 蛋白質結合ドメイン)を有する蛋白質で、

in vitro での結合実験により、R-Ras は活性(GTP 結合)依存的に Afadin の RA ドメインに直接

結合することが明らかになった。 

 また, 初代培養神経細胞における内在性 Afadin 蛋白の発現を調べたところ、大脳皮質およ

び海馬由来の神経細胞のいずれにおいても、Afadin は培養初期の軸索の形成時期に多く発

現していることがわかった。また、培養２日目

の初代培養大脳皮質神経細胞を用いた免疫

沈降実験によって、内在性の R-Ras と Afadin

の結合が確認され、内在性の Afadin は軸索の

先 頂 部 の 成 長 円 錐 お よ び 、 分 岐 部 分 に

F-actin と共局在するかたちで集積していた(図

１)。 

 次に、初代培養大脳皮質神経細胞の軸索形

態における R-Ras および Afadin の役割を検討

した。活性型の R-Ras を大脳皮質神経細胞に

発現させると、神経軸索の分枝化が引き起こ

され、この分枝化は内在性 Afadin のノックダ

ウンにより阻害されることがわかった。さら

に、R-Ras による Afadin を介した軸索分枝の

増加の分子メカニズムを検討したところ、

Afadin はそれ単独では大部分が細胞質画分

存在するが、活性型 R-Ras が結合することに

より、細胞膜へと移行した。Afadinを強制的に

細胞膜に移行させる CAAX シグナルを付加し

た Afadin-CAAX を大脳皮質神経細胞に発現

させておいた神経細胞では、著しい軸索分枝の増加が認められ、膜移行と軸索分枝の機能

相関が示された。 

 さらに、下流のシグナル伝達経路についても検討した結果、R-Ras および Afadin を介した軸

索分枝化には Afadin の C 末端のアクチン結合ドメインが必要であり、実際に、R-Ras および

図 1. 大脳皮質神経細胞内在性の Afadin

の局在 

培養 2 日目の大脳皮質初代培養神経細

胞における Afadin(赤色)の細胞内局在を

F-actin(緑色)との共染色で示す(右上の

挿入写真は、軸索先端の成長円錐の拡

大写真)。 



 

Afadin による軸索分枝化は、アクチン重合阻害剤であるサイトカラシン B により、阻害された。

以上の結果から、神経細胞において R-Ras は Afadin を介したアクチン細胞骨格再編成により

軸索の分枝化を制御することを明らかにできた(参考文献 1)。 

 

２)樹状突起伸長・分枝化のエフェクターの同定 

 R-Ras サブファミリーは R-Ras(R-Ras1)、TC21(R-Ras2)、および M-Ras(R-Ras3)からなり、

われわれは過去に、R-Ras が軸索の形態制御、M-Ras が樹状突起の形態制御を行っている

という研究成果を報告している。しかしながら、M-Ras がどのような分子機構で樹状突起の形

態を制御するかは不明であったので、M-Ras による樹状突起形成に必要な下流のエフェクタ

ーの同定を試みた。データベースを用いた結合蛋白のスクリーニングにより、M-Ras の新奇

結合蛋白質として、アクチン細胞骨格系制御因子 Ena/VASP 蛋白質の結合蛋白質である

Lamellipodin (Lpd) を得た。Lpd は N 末端側に RA ドメインを有する蛋白質であり、 in vitro で

の結合実験により、M-Rasは活性依存的にLpdに直接結合することが明らかになった。また、

大脳皮質初代培養神経細胞において、M-Ras と Lpd の内在性の結合が確認された。 

  次に、樹状突起形成における Lpd の役割を検討した。われわれは以前の報告で、恒常的

活性型の M-Ras (M-RasQL) を過剰発現させると、大脳皮質神経細胞において樹状突起伸

長や分枝の増加が引き起こされることを明ら

かにしている。この条件において、内在性の

Lpd を shRNA を用いてノックダウンしたところ、

M-RasQL による樹状突起伸長が抑制された。

以上の結果から、Lpd は M-Ras による樹状突

起伸長作用に必須であることが明らかになっ

た。 

 われわれは以前の報告で、反発性ガイダン

ス因子 Sema 受容体、Plexin はそれ自身の持

つ R-Ras GAP 活性により直接的に R-Ras を

不活性化し、神経細胞の軸索に対して反発作

用を示すことを明らかにしているが、今回の研

究で、Sema4D 刺激によって軸索に加え、樹状

突起が退縮し、それに伴ってアクチン骨格が

樹状突起の先から消えて無くなっていることが

わかった(図 2)。さらに、これらの樹状突起の

分 枝 の 退 縮 や ア ク チ ン 骨 格 の 消 失 は 、

M-RasQL を導入しておくことで、阻止されたこ

とから、Sema による樹状突起の分枝の退縮に

は受容体の Plexin が M-Ras に対する GAP 活

性を発揮してM-Ras の活性を抑制することで、

アクチン骨格の崩壊を引き起こすことが必要で

あることが明らかになった。 

図 2. Sema4D 刺激が大脳皮質神経細胞

の樹状突起先端のアクチン細胞骨格に与

える影響 

培養 7 日目の神経細胞に Sema4D 刺激を

90 分間行い、観察した。 



 

 さらに、分子メカニズムを詳細に検討したところ、M-RasQL は Lpd に結合してそれを細胞膜

へ運ぶ作用があることが生化学的な分画実験により明らかになった。一方で、不活性型であ

る M-RasSN にはそのような作用はなかった。このことから、Lpd は M-Ras の活性依存的に細

胞膜へ運ばれると考えられる。大脳皮質神経細胞に Sema4D 刺激を加えると、膜画分に存在

する Lpd の量が減少していた。Lpd に CAAX シグナルを付加した Lpd-CAAX を大脳皮質神経

細胞に発現させておいた神経細胞では、Sema4D によって引き起こされる樹状突起の退縮が

阻止された。 

 これらの結果から、Sema が無い状態で

は受容体の Plexin が活性化されていない

ため、樹状突起内の M-Ras の活性が高

いので、Lpd が樹状突起の先端の細胞膜

へ運ばれ、アクチン骨格系の伸長が起こ

るが、Sema が存在すると、受容体の

Plexin の GAP 活性が活性化され、樹状突

起内の M-Ras が不活性化状態に変換さ

れることによって、Lpd が樹状突起の先端

の細胞膜へ運ばれなくなり、アクチン骨格

系の伸長が抑制されるということがわか

った (図３)。また、今回の成果により、Plexin

による R-Ras GAP 活性発揮のシステムは、

軸索と樹状突起という、性質の異なる神経

突起における共通のシグナル機構であるこ

とを明らかにできた(参考文献 2)。 

 

３． 今後の展開 

本プロジェクトによって、神経細胞の分枝化および伸長に必要な細胞骨格制御に必要なエフェ

クターを明らかにできた。また、反発性ガイダンス因子受容体 Plexin による R-RasGAP システム

(R-Ras 不活性化システム)は、軸索と樹状突起という、２つの性質の異なる突起の形態制御おい

て共通のメカニズムであることが明らかになった。今後は、同定したエフェクターが種々のガイダ

ンス因子の下流で普遍的に使われているのかを検討することで、シグナル集約点として働く分子

であるかを見たい。その上で、ガイダンス応答過程での軸索成長円錐および樹状突起先端部の

高詳細なイメージングおよびそれに基づいた数理モデル解析を行うことにより、突起が様々なガ

イダンス情報を汲み取って最終的に自らの進路(あるいは伸長)を判断するに至る閾値(いわば、

判断基準)を明らかにしたい。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究では、さまざまな誘引性・反発性ガイダンス因子のシグナル統合地点としての R-Ras

に着目し、その下流のエフェクターを２つ同定できた。さらにそのエフェクターはいずれも、細胞

図 3. semaphorin 刺激によって引き起こさ

れる Plexin の GAP 活性を介した樹状突起

先端のアクチン細胞骨格制御のモデル 



 

形態調節で最も基本的役割をもつ、アクチン細胞骨格の再編成を直接的に制御する分子だっ

た。さらに、軸索の形態制御だけでなく、樹状突起の形態制御においても共通に駆動されるシ

ステムとしての R-Ras GAP システムの位置付けを明らかにすることができた。また、現段階で

は誌上公表には至っていないが、２期生の戸島拓郎博士(理研BSI)に技術的アドバイスをいた

だき、同定したエフェクターの軸索先端部成長円錐の局所での速い動きを全反射顕微鏡でイ

メージングすることに成功しており、さらにその局在がガイダンス因子刺激で制御されることを

確認している。さらに、領域会議においてアドバイザーの先生からご意見をいただき、同定した

エフェクターの in vivo での役割を検証する必要性を感じ、１期生の松田孝彦博士(京都大学

iCeMS)に in vivo での遺伝子発現誘導システムの技術を学び、in vivo での機能解析実験にも

着手し、成果を得ている。これらの研究はさきがけに参画していなかったら為し得なかったもの

であり、さきがけに参画したことで、今後長い研究人生の中での自身の研究の幅が大きく広が

ったことを実感しており、その点を期間中の論文発表実績以上に、自身では評価している。 

本研究の成果は、一見すると地味な基礎研究である。しかしながら、損傷神経において損

傷部位周辺では、神経細胞は一定期間生存しているものの、sema などの複数の反発性ガイ

ダンス因子が発現誘導されることにより、損傷神経繊維の再生が阻害されることが明らかにな

っており、それぞれの反発性ガイダンス因子に対応する阻害剤の開発は既に、様々な研究者

や企業によって進められているが、あくまでもそれらは、特定の因子に対する阻害作用をもつ

ものでしかない。われわれの研究を発展させ、シグナル統合地点である R-Ras の活性操作お

よびその直下のエフェクターの活性制御をすることにより、再生阻害因子環境中においても効

率良く機能的な神経繊維再生が可能になると信じている。 

また、ガイダンス因子情報伝達に関する一連の成果の積み重ねにより、各種受賞に至った

ことにも、この場に感謝の意を表したい。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

神経細胞の軸索や樹状突起がどうして正しい方向に伸長してゆくことができるのかは神経科学

の長年の課題であり、多数の誘引性あるいは反発性ガイダンス因子が同定され細胞接着分子

の関与が研究されてきたが、それらのシグナルが細胞内でどう処理、伝達、統合されるかにつ

いてはほとんど不明であった。生沼研究者らは先に低分子量 G 蛋白質 R-Ras の関与明らかに

してきたが、本課題は軸索に対する誘引性ガイダンス因子 netrin-1 刺激の下流において

R-Ras がAfadinに結合して細胞膜への移行を引き起こし、アクチン細胞骨格再編成により軸索

分枝を呈すること、一方樹状突起においては M-Ras がアクチン細胞骨格系制御に関わる

Lamellipodin に結合すること、さらに反発性ガイダンス因子 Sema4D 受容体 Plexin-B1 の下流

の R-Ras の関与は軸索と樹状突起に共通であることなどを、神経細胞プライマリーカルチャー

系を用いた精力的な実験によって明らかにしたことは大きな成果であり、課題をほぼ達成した

ものと言える。これらの成果は論文発表も行っている。今後は同定したエフェクター系が他のガ

イダンス因子にも普遍的なものであるかの解明が注目されるとともに、軸索成長円錐および樹

状突起先端部の詳細な解析と in vivo での検証が大いに期待される。 

 



 

５． 主な研究成果リスト 

 

（１） 論文（原著論文）発表 

1. Nariaki Iwasawa, Manabu Negishi, and *Izumi Oinuma (2012)  

R-Ras controls axon branching through Afadin in cortical neurons.   

    Molecular Biology of the Cell 23:2793-2804. 

2. Gen-ichi Tasaka, Manabu Negishi, and *Izumi Oinuma (2012)  

Semaphorin 4D/Plexin-B1-mediated M-Ras GAP activity regulates actin-based 

dendrite remodeling through Lamellipodin.   

The Jounal of Neuroscience 32:8293-8305. 

3. *Izumi Oinuma, Kana Kawada, Kiyoka Tsukagoshi, and Manabu Negishi (2012)  

Rnd1 and Rnd3 targeting to lipid raft is required for p190 RhoGAP activation.   

Molecular Biology of the Cell 23:1593-1604. 

 

（２）特許出願 

研究期間累積件数：0 件 

 

  (３)その他の成果（主要な学会発表、受賞、著作物、プレスリリース等） 

主要な学会発表、招待講演 

1. 生沼泉 

神経軸索ガイダンス分子セマフォリンの情報伝達機構 

平成 26 年度日本生化学会奨励賞、受賞講演 

2014 年 10 月 15 日(国立京都国際会館) 

 

2.  生沼泉 

軸索形態調節における R-Ras の役割 

第 7 回神経発生討論会 

2014 年 3 月 14 日（大阪大学） 

 

3.    生沼泉、根岸学 

軸索形態調節における R-Ras シグナル 

第 86 回日本生化学会大会、シンポジウム 

｢神経回路形成のシグナル伝達クロストークを解くー神経再生応用に向けて｣ 

2013 年 9 月 13 日（パシフィコ横浜） 

 

4.  生沼泉 

神経軸索ガイダンス因子の情報伝達経路の解明 

第 15 回花王研究奨励賞、受賞公演 

2013 年 6 月 13 日（花王芸術・科学財団） 

 



 

5.  Izumi Oinuma 

R-Ras family GTPases in semaphorin signaling 

日米脳科学情報交換セミナー 

｢Growth Cones and Axon Regeneration: Entering The Age of Informatics｣ 

2012 年 10 月 10 日（米国ニューオリンズ） 

 

6.  生沼泉、根岸学 

神経回路形成における R-Ras サブファミリーの役割 

第 31 回日本神経科学大会、シンポジウム 

｢次世代の担い手による最先端脳科学｣ 

2012 年 9 月 19 日（名古屋国際会議場） 

 
受賞 

1. 2014 年 日本生化学会奨励賞 

｢神経軸索ガイダンス分子セマフォリンの情報伝達機構｣ 

 

2. 2013 年 第５回 井上リサーチアウォード 

｢神経ガイダンスの分子基盤の解明–神経再生応用に向け

て｣ 

 

3. 2013 年 第１５回 花王研究奨励賞 

｢神経軸索ガイダンス因子の情報伝達経路の解明｣ 

 
プレスリリース等 

・ ２０１２年６月１３日  

The Journal of Neuroscience に掲載された論文の内容に関

して、京都新聞（夕刊６面）に、｢神経細胞の成長制御—再生

応用に期待｣というタイトルの記事として報道された。（右の

記事） 

 

・ ２０１２年８月６日 

われわれの近年の semaphorin による神経軸索の伸長阻害作用の分子メカニズムに関する

研究内容 に つ い て 、 讀 賣 新 聞 の 科 学

MONDAY （朝刊３１面）において、慶応大学

の岡野栄 光之教授の研究成果とともに、新

聞 報 道 さ れた。 

（ 下 の 記 事） 

 



 

研 究 報 告 書 
「神経細胞における膜タンパク質選別輸送システムの順遺伝学による

解明」 
研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 23 年 10 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 佐藤明子 

  
１． 研究のねらい 

 機能的な神経細胞ネットワークが形成されるためには､個々の神経細胞が軸索･シナプス･樹状

突起などの高度に分化した機能ドメインを形成し維持する必要がある。その基盤として､それぞれ

の機能ドメインに特有のタンパク質を適切に輸送する選択的で調節性の細胞内選別輸送システ

ムが必須である｡しかし､そのような細胞内選別輸送の基本的な機構､ならびにその調節機構は､

いまだ十分に解明されていない｡ 

 本研究では、複数の明瞭な機能ドメインを持つショウジョウバエ視細胞を用いて､各々の膜ドメイ

ンへの選別輸送に関わる因子を凖飽和レベルで単離し、それを種々の神経細胞で解析すること

により、単一神経細胞内の膜ドメインの分化機構と、神経細胞の多様性実現と神経細胞ネットワ

ークの形成において選別輸送システムが果たす役割を解明することを目指した。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

機能的な神経細胞ネットワークが形成されるためには､個々の神経細胞が軸索･シナプス･

樹状突起などの高度に分化した機能ドメインを形成し維持する必要がある。その基盤として､

それぞれの機能ドメインに特有のタンパク質を適切に輸送する選択的で調節性の細胞内選

別輸送システムが必須である｡しかし､そのような細胞内選別輸送の基本的な機構､並びにそ

の調節機構は､いまだ十分に解明されていない。 

 私の研究グループでは、ショウジョウバエ網膜を用いての極性輸送機構の研究に取り組ん

でいる。ショウジョウバエ視細胞は、頂端面の一部が増幅した光受容膜・その周辺のストーク

膜・側底面膜・軸索とシナプスという少なくとも 4 つの明瞭に分極化した細胞膜区画を持つ。さ

きがけ研究では、EMS 処理したハエについてロドプシンの光受容膜への合成・輸送に関わる

因子の網羅的スクリーニングを試みた。さきがけ研究期間中にショウジョウバエの主な染色

体腕 5 つのうちの 3 腕について準飽和レベルでスクリーニングを行うことに成功し、322 の変

異体を単離した。本報告では、この内、2 グループの変異体についてその表現型と原因遺伝

子、また、そこからわかってきたロドプシンの合成輸送に関する知見を紹介する。また、スクリ

ーニングとは別に、側底面輸送の分子機構について新たな知見を得たので、こちらも紹介し

たい。 

 

 



 

（２）詳細 

１）Rab6 は、2 つの頂端面への輸送に関与するが、側底面への輸送には関わらない。—段階

的な選別機構が存在する— 

 ロドプシンが光受容膜に蓄積しない変異体の 1 つ、

546P 変異体についてロドプシン輸送開始実験(BLICS)を

行い、ロドプシン輸送の阻害される過程を詳細に解析し

た。その結果、546P 変異体ではロドプシンは正常に合成

されゴルジ体へ正常に輸送されたが、ゴルジ体から光受

容膜への輸送が欠損していた。特に、ゴルジ体にロドプ

シンが蓄積した後、直接エンドソームマーカーを伴ってゴ

ルジ体から出芽し、そのまま分解すると考えられた(図

1)。また、この変異体では光受容膜への輸送のみなら

ず、ストーク膜への Crb, Eys の輸送も阻害されていた

が、Na+K+ATPase の側底面への輸送は正常であった。

表現型の原因となる変異を同定した結果、Rab6 遺伝子

に入ったノンセンス変異が原因であることが分かった。

546P 変異体に野生型の Rab6 を発現させることでレスキ

ューされること、また Rab6 の別のヌル対立遺伝子でも同

じ表 

現型が観察されたため、546P 変異体の表現

型の原因は Rab6 の欠損であると結論づけ

た。Rab6 はゴルジ体内部の輸送やポストゴ

ルジ小胞の輸送に関わることが他のシステム

において報告されている（Barr, 2009 Semin. 

Cell Dev. Biol; Storrie, et al., 2010 Traffic）。

Rab6 抗体を作成し、その局在を詳細に観察し

た所、ゴルジ体の trans 面から Rab11 で標識

されるリサイクリングエンドソーム(RE)にかけ

て染色が見られた(図 2)。ゴルジ体の trans 面

/TGN では側底面輸送に関わると考えられるク

ラスリンの重鎖との共局在が観察された。これ

らの結果から、ショウジョウバエ視細胞では、ゴ

ルジのトランス面或いは TGN において側底面

膜へ輸送されるタンパク質の選別が行われ、2

つの頂端面膜へ向かうタンパク質は Rab6 によ

って一緒に TGN から RE に送られた後、RE で

選別されると考えられた（図 3）。これにより多方

向へ送られる膜タンパク質の選別が段階的に

起ることが明らかとなった(論文準備中)。 

 

図 1 546P変異体では輸送開始後 90

分では、ゴルジ体(p120)とエンドソ

ーム(Rab7)が隣り合って存在し、Rh1 

は両方に分布している。 

図 2 Rab6 は TGN から RE に局在する。 

CFP-Golgi は Trans 嚢/TGN マーカー。 

図 3  

膜タンパク質

は TGN, RE で

段階的に選別

される。 



 

2) EMC は複数の膜貫通ドメインを持つ膜タン

パク質の合成またはフォールディングに必要で

ある。 

 真核生物のほとんどの分泌タンパク質・膜タン

パク質は、ER 膜上のリボソームにより合成さ

れ、トランスロコンにより ER 内腔に輸送、あるい

は ER 膜に組み込まれる。ER 膜での膜貫通ヘリ

ックスの脂質二重膜への挿入は、新生鎖の翻

訳に並行して随時行われると考えられており、

この過程にはトランスロコンに加え TRAM や

TRAP/SSR などが関与することが報告されてい

るが、特に複数回膜貫通タンパク質の組み込み

のメカニズムは完全に解明されたわけではな

い。 

 ロドプシンの光受容膜への合成・輸送に関わ

る因子の網羅的スクリーニングにより、酵母で

同定された ER 膜内で複合体を形成する膜タン

パク質群, EMC (ER membrane protein complex) 

のサブユニットであるEMC3 の発現低下変異体

（後にヌル変異を作成）、EMC1、EMC8/9 のヌル

変異体が単離された。EMC は、広く真核生物に

存在し、その欠損が UPR (unfolded protein 

response)をひきおこすことなどから、膜タンパク質のシャペロン機能を持つと考えられている  

(Jonikas et al., 2009 Science; Richard et al., 2013 PNAS)。  

 我々の行った解析でもEMCはERに局在しており、その欠損によりUPRが誘導されたため、

当初はEMCが専らフォールディングに機能すると期待した。ショウジョウバエロドプシンのフォ

ールディングには、プロリン残基を異性化するNinaAが関与しており、NinaAの欠損ではロドプ

シン合成中間体が小胞体内部に蓄積するので、EMC欠損細胞での合成中間体の観察を試

みたが、その蓄積は全く観察されなかった。さらにEMC/NinaA二重変異体でもロドプシン合成

中間体の蓄積は観察されず、EMCはNinaAよりも早い段階で働くことが示された。このような

EMC欠損のロドプシン合成中間体に対する効果はカルネキシン変異体の表現型と一致して

いる（Rosenbaum et al., 2006, Neuron）。さらに、免疫共沈降法ではEMC1・EMC3がカルネキシ

ンと相互作用していることが分かった。一方、EMCとロドプシン合成中間体やSec61との結合

は観察されなかった。さらに、EMC欠損におけるロドプシン合成中間体の欠損がERADによる

分解のためであると考えて、ERAD変異体との二重変異体の解析を行ったが、ロドプシンの合

成中間体を蓄積させる事はできなかった。用いたERAD変異体の中には、実際にロドプシンの

フォールディング変異体の膜からの引き抜きを阻止できる事が示されているVCP/ter94の変

異体も含まれている（Griciuc et a., 2010, PLos Genet.）。これらの結果は、EMCはロドプシンが

膜に完全に挿入されてから作用するのではなく、全てのヘリックスが膜に挿入し終わる以前、

おそらく新生鎖の段階で作用することを示唆している（図4）。 

図 4 EMC は複数膜貫通タンパク質の新生鎖

のヘリックスの挿入/離脱に作用すると考え

られる。 



 

 興味深い事に、EMC ヌル変異視細胞ではロドプシンだけでなく、調べた全ての複数回膜貫

通タンパク質が発現していなかったが、対照的に I 型, II 型, IV 型の１回膜貫通タンパク質や分

泌タンパク質は正常に発現していた。これらの結果から EMC は ER 膜透過やフォールディング

よりも、複数の膜貫通ヘリックスを持つ新生鎖の ER 膜への挿入に関与している可能性が高

いと考えられた（論文準備中）。 

３）ショウジョウバエ視細胞の側底面膜への極性輸送には哺乳類上皮細胞と同様に AP1 が

関与する。 

 側底面膜への極性輸送については哺乳類の上皮細胞を用いた解析が進んでおり、既に

AP1B, クラスリンが関与することが分かっている。ショウジョウバエで唯一の AP1 の欠損変

異視細胞の解析を行った。その結果、光受容膜へのロドプシンの輸送やストーク膜への Crb, 

Eys の輸送は正常であったが、側底面へ輸送される Na+K+ATPase が誤ってストーク膜にも輸

送され、正常よりも長いストークを形成していた。この結果は、ショウジョウバエ視細胞の側底

面への輸送にも AP1 が関与することを示している (Satoh et al, 2013)。 

 

３． 今後の展開 

 今後は、ロドプシンの光受容膜への合成・輸送が欠損する変異として単離した 322 変異体のう

ち、まだ詳細な解析を行えていない変異体についてロドプシン輸送の欠損段階の同定や変異遺

伝子の同定をすすめると同時に、側底面膜やストーク膜への輸送に関わる因子についても明ら

かにして行きたい。 

 

４． 評価 
（１）自己評価 

EMS により変異導入したハエについて網羅的スクリーニングを行い、重要と考えられる変

異体に関して次世代シーケンサーを用いた全ゲノム再シーケンスとマッピングを簡便に行い、

迅速に遺伝子同定を行うことに成功した。現在研究室主催の専門実習において学部 3 年生で

も原因となる変異の同定が可能となった。しかし、次世代シーケンサーを用いた全ゲノム再シ

ーケンスは、さきがけ研究期間中に費用が著しく下がると予測されていたが、予想以上に技術

革新は遅く、未だ1 系統に10 万円ほどかかっており、網羅的に多数の変異体について原因変

異同定することはできなかった。また、表現型の解析は迅速化できず、1 つ 1 つの変異体につ

いて膨大な時間を費やしながら評価を行っている。そのため、多数の候補変異体の中で、実

際に論文を準備できる段階にまで解析が進んだのは 2 グループの変異のみであった。膨大な

変異体資源と変異同定方法を確立できたので、今後の研究の発展が期待できると考えてい

る。 
 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 
（研究総括） 

神経細胞においても細胞膜はその機能に応じたドメインに分かれており、それらを維持調整す



 

るための膜タンパクを積載した小胞のゴルジ体を経由する輸送は細胞内物流の大きな部分を

占めている。ショウジョウバエ網膜の視細胞は頂端面の光受容膜をはじめ 4 個の明瞭に区別

できる細胞膜区画を有するため、選別輸送システムの解析に有利な材料である。本研究はこ

れに着目し、ロドプシンの選別輸送の異常を指標として得ていた 300 以上の変異体の中から数

個を選び、遺伝子の解析と細胞生物学的イメージングにより、Rab6 が頂端面への輸送に関与

するが側底面への輸送には関わらないことを見出して段階的な選別機構が存在することを発

見し、一方 ER 膜内で複合体を形成する膜タンパク質 EMC の 2 サブユニットの解析からは ER

膜におけるロドプシン分子の通過儀礼様式を解明したものである。これまでの成果の一部はす

でに論文発表しており、国内学会の招待講演も行っている。今後は立ち上げた独自の系を足

掛かりにしてこの細胞内選別膜系輸送システムのより広い展望が開け、またそれらの普遍的

意義を明らかにする成果を期待したい。 

 
５． 主な研究成果リスト 
 

（１） 論文（原著論文）発表 
1. Satoh T, Inagaki T, Liu Z, Watanabe R, Satoh A.K.† (2013) GPI biosynthesis is essential for 
rhodopsin sorting at the trans-Golgi network in Drosophilaphotoreceptors. Development. 140, 
385-94. doi: 10.1242/dev.083683. 

 
（２）特許出願 

研究期間累積件数：0 件 
 
（３）その他の成果（主要な学会発表、受賞、著作物、プレスリリース等） 

1) 佐藤明子 分子生物学会 シンポジウム ”細胞の中で膜が動き、ちぎれ、誘導し、いのちが

紡がれる”(パシフィコ横浜) (Nov. 24, 2014)  招待講演   

 “ショウジョウバエ視細胞において Rab6 は 2 つの頂端面への輸送に必要だが側底面膜への

輸送には必要ではない” 

2) 佐藤明子 日本学術会議公開シンポジウム (日本学術会議講堂) (July 26, 2014)  招待講演   

 “ショウジョウバエ視細胞の明暗順応をつかさどる色素顆粒運動の分子機構” 

3) Akiko K. Sato ESF Symposium, Cell Polarity and membrane trafficking  (Wawsaw in 

Poland)(May 10, 2014) 口頭発表  

 “Rab6 is essential for plural apical transport pathways but not for basolateral transport pathway 

in Drosophila photoreceptors” 

4) 佐藤明子 細胞内ロジスティクス・シンポジウム (淡路夢舞台国際会議場) (Sept. 18, 2013) 

招待講演   

 “ショウジョウバエロドプシンの合成・輸送の分子機構 —ロドプシン新規シャペロン EMC の同定

とその欠損による網膜変性—  

準備中の原著論文 
1. Rab6 is essential for plural apical transport pathways but not for basolateral transport 

pathway in Drosophila photoreceptors. Iwanami, N. #, Satoh, T. #, Nakamura, Y., Liu, Z. and 

Satoh, A.K. † (in preparation) 



 

2. dPob/EMC is essential for Rhodopsin formation / maturation in Drosophila photoreceptors.  
Satoh, T., Ohba, A., Liu, Z., Inagaki, T. and and Satoh, A.K. † (in preparation)   

 
 



 

研 究 報 告 書 

「霊長類の高次脳機能を担う大脳皮質神経回路の可視化と制御」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成２３年９月～平成２７年３月 
研 究 者： 佐藤 隆 

  

１． 研究のねらい 

我々の行動や認知機能を理解するために、脳内における感覚、運動情報変換の神経機構

を理解することが重要である。眼球運動は感覚と運動を結びつける最も重要な現象のひとつ

である。「ものを見る」ためには、眼に入ってくる視覚情報を処理するだけでなく、眼を動かすこ

とで、能動的に必要な視覚情報を収集する必要がある。また、眼球運動は注意などの認知機

能とも密接に関係しており、例えば統合失調症の患者では眼球運動の異常が頻繁に見られる

ことが知られている。 

近年、視覚情報処理や認知機能のモデル系としてマウスが広く使われている。これは、光

遺伝学、二光子顕微鏡によるイメージング、各種センサーおよびレポーター、Cre-LoxP などの

分子生物学的手法などのさまざまな技術がマウスを主な対象として開発されてきた結果であ

るが、その一方でマウスの行動課題は極めてプリミティブであり、ヒトの認知機能を調べる際

に用いられるような行動課題はほとんど使用されてこなかった。とりわけ、ヒトで頻繁に用いら

れる眼球運動課題をマウスに用いた例はなく、その結果としてマウスの眼球運動に関わる神

経回路およびその視覚や認知機能との関連は全くわかっていない。わずかに人間の衝動性

眼球運動（サッケード）に似た動きを自発的に行うことがあるという報告が存在するのみであっ

た。 

本研究では、眼球運動が大脳皮質によってどのように制御されているかをマウスと霊長類

で比較することを目的として研究を進めた。そのために、まずマウスに、ヒトや他の霊長類で使

われる眼球運動課題を遂行させた。そして、光遺伝学、二光子イメージング、Cre-LoxP システ

ムを用いることにより、神経回路レベルでの眼球運動制御メカニズムの解明を目指すと共に、

霊長類研究にこれらの技術を導入することを目指した。この研究は、ヒトや霊長類の認知機能

の研究とマウスを用いた神経科学を結びつける重要な一歩となると考えられる。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

我々は周囲の視覚情報を獲得するために、常に眼を動かしている。さらに、対象物に高速で

視線を向けるサッケード（衝動性眼球運動）を行うことで、効率よく情報処理を行うことが可能

になる。近年マウスの視覚系がシステム神経科学のモデル系として注目を集めているが、眼

球運動に関する研究はほとんど行われていない。ヒトと同様にマウスもサッカードを行うことが

知られているが、その神経回路網は未だ明らかにされていない。 

そこで本研究では、マウスのサッケードに関連する神経メカニズムを、電気刺激、行動実

験、光遺伝学、二光子顕微鏡イメージング、Cre-LoxP システムなどを用いて回路レベルでの

解明を試みた。その結果以下のことが明らかになった。 



 

第一に、電気刺激を用いて眼球運動制御に関わる領域（前頭眼野マウス）が前頭葉にあること

を発見した。この領域を刺激すると、霊長類と同様に contraversive な（左半球刺激なら右方

向、右半球刺激なら左方向）サッカードを両眼で同時に起こすことできた。 

第二に、マウスに眼球運動課題を遂行させ、眼球の動きを解析した。その結果、左眼の動き

に追従して、右眼も同じ方向に動くことがわかった。ヒトと同様、マウスでも随意運動下では両

眼が同時に動くことからマウスの眼球運動はヒトの眼球運動のモデルになりうることを示唆す

る。 

第三に、前頭眼野マウスの機能的意義を調べるため、光遺伝学を用いて片側の前頭眼野マウス

を抑制し、眼球運動に与える影響を調べた。課題遂行中に、光遺伝学を用いて片側の前頭眼

野マウスを抑制すると、contraversive な眼球運動が抑制された。 

第四に、眼球運動課題中の前頭眼野マウスの神経活動を、二光子カルシウムイメージング法

により記録した。前頭眼野マウスの細胞は眼球運動前に活動が上昇し、概して contraversive な

眼球運動を行うときのほうが ipsiversive な眼球運動を行うときよりも活動レベルが高かった。 

これらの結果から、マウスにおける眼球運動に関係する領域の同定(前頭眼野マウス)、神経

細胞活動、機能的役割を明らかにすることができた。 

 

（２）詳細 

研究テーマ A 「マウスにおける眼球運動領域（前頭眼野マウス）の同定」 

金属電極を用いてマウスの前頭葉を網羅的に刺激することで、サッケード（衝動性眼球運

動）を制御する領域を同定した。前頭葉の特定の領域を刺激することで、短時間の潜時で両

眼を同時に動かすことに成功した。さらに左半球を刺激した場合は両眼とも右方向に（左目は

鼻側に、右目は耳側に）、右側を刺激した場合は両眼ともに左方向に（左目は耳側に、右目

は鼻側に）動くことが明らかとなった。この結果、電気刺激は Contraversive なサッケードを引

き起こすことがわかった。 

次に、この領域に赤い蛍光タンパク質を発現するウイルスを注入し、領域内にある神経細胞

の投射経路を調べた。その結果、上丘や脳幹の眼球運動関連核へ投射していることがわか

った。さらに高次視覚野への投射も見られた。これらの投射パターンが、霊長類で眼球運動を

司る前頭眼野と呼ばれる領野と似ていることから、この領域を前頭眼野マウスと名付ける。 

 

研究テーマ B 「マウスの眼球運動課題の確立」 

マウスの眼球運動制御機構を明らかにするために、眼球運動課題の訓練を行った。眼球

運動課題には、ヒトや他の霊長類でも使われている視覚誘導性サッケード課題を用いた。具

体的には、中心に提示される視覚刺激を注視した後、鼻側か耳側に次の視覚刺激が提示さ

れ、その方向に眼を動かすと報酬(水)がもらえるという課題である。マウスは２～３週間でこの

課題を８割以上の成功率で遂行することが出来るようになった。 

この課題遂行中の眼球運動を解析した結果、ヒトのサッケードに似た動きをすることがわか

った。さらに、両眼が連動して、同じ方向にサッケードを行っていることがわかった。つまり、左

眼が右方向（鼻側）に動くときは、右眼も同時に左方向（耳側）に、左眼が左方向（耳側）に動く

ときは、右眼も同時に左方向（鼻側）に動いた。このことから、マウスでもヒトと同様に随意運



 

動の際には両眼は同方向に同時に動くことが明らかになった。このことはマウスの眼球運動

がヒトのそれのモデルとなりうることを示唆している。 

 

研究テーマ C「光遺伝学を用いた前頭眼野マウスの抑制実験」 

眼球運動における前頭眼野マウスの役割を調べるため、光遺伝学を用いて眼球運動課題遂

行中の前頭眼野マウスの神経細胞活動を抑制し、眼球運動に与える影響を調べた。実験には、

パルブアルブミン陽性な神経細胞に特異的にクレレコンビナーゼを発現したマウスを用いた。

このマウスの片半球の前頭眼野にクレレコンビナーゼ依存的に光感受性タンパク質(チャネル

ロドプシン)を発現するウイルスを注入した。これによりチャネルロドプシンを片側の前頭眼野マ

ウスの介在細胞特異的に発現させることが出来る。このマウスの前頭眼野マウスに青色光を照

射することで、介在細胞に活動電位が引き起こされ、周囲の錐体細胞の活動を抑制する。こ

れにより、片側の前頭眼野マウスの活動を空間・時間特異的に抑制することが出来る。この手

法を課題遂行中のマウスに適用したところ以下の知見が得られた。 

（１）左半球の前頭眼野マウスを抑制すると、マウスは左目を右方向（鼻側）に動かすことは出来

ないが、左方向（耳側）に動かすことは可能であった。これに伴って、右目も右方向（耳側）に

は動いたが、左方向（鼻側）には動かなかった。 

（２）右半球の前頭眼野マウスを抑制すると、マウスは左目を左方向（耳側）に動かすことは出来

ないが、右方向（鼻側）に動かすことは可能であった。これに伴って、右目も左方向（鼻側）に

は動いたが、右方向（耳側）には動かなかった。 

これらの結果と、電気刺激のデータ（実験テーマ A）を総合的に考えると、前頭眼野マウスは

contraversive な眼球運動を制御していると考えられる。 

 

研究テーマ D 「２光子イメージングを用いた前頭眼野マウスの活動の研究」 

眼球運動課題遂行中の前頭眼野マウスにおける神経細胞活動を調べるために、二光子顕微

鏡を用いてカルシウムイメージングを行った。ウイルスを用いて遺伝子コード型のカルシウム

センサーを前頭眼野マウスに導入し、２週間後に、この領域から二光子顕微鏡を用いてイメージ

ングを行った。この結果、前頭眼野マウスには眼球運動の前に活動レベルが上昇する細胞が多

くあることがわかった。さらに、それらの細胞の多くは、contraversive な眼球運動前の方が高

い活動レベルを示すことがわかった。この知見は、前頭眼野マウスが contraversive な眼球運動

を制御していることを強く示唆する。 

 

研究テーマ E 「前頭眼野の神経活動の可塑性の研究」 

上述したテーマ A-D の結果から、前頭眼野マウスにおける神経回路は contraversive な眼球

運動を制御していると考えられる。しかし、この半球のラテラリティと眼球運動の方向の関係

は固定されたものか、可塑的なものかは明らかでない。この疑問に答えるために以下の実験

を行った。 

(1)左半球の前頭眼野マウスを抑制すると、その期間中、左眼が右方向に動かなかった。 

(2)同じ実験を数日続けると左眼は右方向に動けるようになった。 

この学習に反対側（右半球）の前頭眼野マウスが関与しているという仮説を検証した。この為



 

に学習前と後での反対側（右半球）の前頭眼野マウスの細胞活動を調べた。すると、学習前で

は多くの細胞が左方向の眼球運動に高い活動を示していたのに対して、学習後には右方向

の眼球運動に高い活動を示す細胞が多数現れた。また、左右の両前頭眼野マウスを抑制する

と左眼は再び右方向には動けなくなった。このことは右半球が右方向への運動を制御できる

ようになったことを示唆する。 

 

３． 今後の展開 

今回の研究で、マウスの大脳皮質における眼球運動制御機構はヒトや霊長類のものと似て

いることがわかった。今後は、霊長類で同様の課題を遂行し、神経回路の活動様式の違いを

調べ、マウスと霊長類の感覚認知機構や運動制御の違いを回路と言う観点から調べていきた

い。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

短期間に効率よく、予算増額の必要もなくインパクトの高い仕事を成し遂げることが出来た

と考えている。また、本研究で得られた結果は、今後の高次機能研究の方向性に大きな影響

を与える可能性が高いと考える。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

本研究はもともと霊長類の前頭眼野に着目して、眼球運動の意志に関わる神経回路が様々な

情報を統合して運動指令を出す様式を解明しようとする提案であったが、準備中に所属研究機

関のサル施設が感染事故により停止したため、マウスの眼球運動に関わる大脳皮質回路の

解析に向かったものである。ところが、両眼視の比重が小さいと見られ眼球運動研究から顧み

られなかったマウスを解析してみると霊長類と類似した特性が続々と発見され、新たな分野を

単独で開拓する成果となった。本研究により、マウス大脳皮質にも霊長類の前頭眼野に相当

する部位が存在すること、その刺激で霊長類と同様なサッケード眼球運動が惹起されることな

どを明らかにし、またいくつかの特性を解析できた。これらの成果は光遺伝学、二光子顕微鏡

イメージング、Cre-LoxP システムなどが適応できるマウスにおいても、ヒトの眼球運動の基本

原理に迫る研究ができる可能性を示すものであり、事実数ケ所からセミナーに呼ばれるなどそ

の研究が注目されている。今後はこの領野の感覚認知系統などの入力や眼球運動制御様式

などを含め興味深い進展が期待できる。 
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研 究 報 告 書 

「局所コネクトミクス：抑制性局所神経回路発達の細胞種特異的解

析」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成２３年１０月～平成２７年３月 
研 究 者： 谷口 弘樹 

  

１． 研究のねらい 

 脳の高次機能を担う大脳皮質を構成する神経細胞には、大きく分けて、興奮性、抑制性の二

種類の細胞が存在する。興奮性錐体細胞は、異なる大脳皮質層、大脳領野、脳領域間の信号

伝達を担うのに対し、抑制性神経細胞は局所回路を形成し、細胞レベル、回路レベルで神経活

動の時空間パターンを制御している。脳内で情報は神経活動の時空間パターンとして表現され

ると考えられている。従って、抑制性神経細胞の機能、解剖、回路発達を明らかにすることは、

大脳の機能、構築原理を理解するうえで極めて重要である。 

 興味深いことに、抑制性神経細胞には多様なサブタイプが存在し、それぞれのサブタイプは

異なる解剖学的、電気生理学的特性を持っている。この多様性が、異なる抑制様式を与え、多

様な神経活動パターンの生成に貢献し、神経回路が行う複雑な演算を可能にしていると考えら

れている。しかしながら、これまで、抑制性神経細胞サブタイプの機能、特にその基盤となる解

剖学的特性に関する知見は、技術的困難から限られたものしかなかった。 

 大脳皮質錐体細胞は、各細胞区画（樹状突起、細胞体、軸索起始部）に決まった抑制性神経

細胞サブタイプから局所入力を受けることが知られている。しかしながら、錐体細胞に入力する

抑制性神経細胞サブタイプの層分布、カラム分布といった解剖学的詳細は全く明らかになって

いない。また、抑制性神経細胞サブタイプの細胞区画特異的神経支配に至る発達過程もほとん

ど不明である。このような抑制性神経細胞サブタイプの解剖学的詳細、発達を明らかにすること

は、その機能を解明するためにも必須の課題である。 

 本研究では、大脳皮質錐体細胞に入力する抑制性神経細胞をサブタイプ特異的に標識する

遺伝学的技術を開発し、抑制性局所神経回路の結合様式、発達様式を体系的に明らかにす

るための基盤を確立する。本研究により、これまで全く未知であった、単位回路における抑制

性神経細胞サブタイプの空間編成、さらに細胞区画特異的神経支配の発達過程が明らかに

なっていくことが期待される。さらに、ここで開発された方法を精神疾患モデルマウスに適用す

ることにより、これまで知られていなかった、抑制神経系における病理、病態が明らかになり、

新たな治療法の開発につながる可能性が考えられる。   

 

２． 研究成果 

（１）概要 

大脳皮質抑制性神経細胞には、固有の解剖学的、電気生理学的特性を持つ極めて多様

なサブタイプが存在する。異なるサブタイプは結合相手に対して異なる型の抑制効果を及ぼ

し、多様な神経活動パターン生成に寄与していると考えられている。しかしながら、これまで、

単位回路内における興奮性錐体細胞と抑制性神経細胞サブタイプの結合性に関する詳細は



 

技術的制約からほとんど不明であった。そこで本研究では、まず、組み替え酵素 Cre をサブタ

イプ特異的に発現するマウスと狂犬病ウイルスを用いた逆行性経１シナプス標識法を組み合

わせることにより、第 II/III 層錐体細胞に入力する抑制性神経細胞をサブタイプ特異的に標識

する方法を開発した。さらに、この方法を用いることにより、第 II/III 層錐体細胞は、第 II/III 層

のみならず、第 IV 層、第 V 層に位置する Parvalbumin (PV)陽性抑制性神経細胞から入力を

受けていることを見出した。本研究で確立された方法を、他のサブタイプ、他の層に位置する

錐体細胞、他の脳領野に適用することにより、大脳における抑制性神経回路の解剖学的詳

細が体系的に明らかになることが期待される。 

 

（２）詳細 

 本研究では、興奮性錐体細胞に入力する抑制性神経細胞をサブタイプ特異的に標識する

技術の開発を目標に研究を行った。その結果、以下に記述する成果を得ることができた。１）

本手技の基盤となる遺伝学的材料の作出と基本的特徴づけ。２）本手技を用いた、大脳体性

感覚野第 II/III 層錐体細胞に入力する抑制性神経細胞サブタイプの可視化。３）大脳体性感

覚野第 II/III 層錐体細胞に入力する深層 PV 陽性抑制性神経細胞の発見。４）単一錐体細胞

へ入力する PV 陽性抑制性神経細胞の可視化。 

 

１）遺伝学的材料の作出と基本的特徴づけ 

（狂犬病ウイルス） 

 RFP/Flp を発現する EnvA 偽型化狂犬病ウイルス 

（EnvA-RFP/Flp)と CFP/Flp を発現するEnvA偽型化狂

犬 病 ウ イ ル ス （ EnvA-CFP/Flp ） を 作 製 し た 。

EnvA-RFP/Flp は、既存の RFP/Flp-野生型ウイルスを

偽 型 化 後 、 増 幅 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 。

EnvA-CFP/Flp は、DNA プラスミドの構築、CFP/Flp 野

生型ウイルスの産生、偽型化、増幅を経て得られた。

なお、CFP/Flp 野生型ウイルスの産生は、Osakada 博

士（元 Callaway 研究室ポスドク/ソーク研究所、現准教

授/名古屋大学）との共同研究として行われた。TVA を

恒性的に発現する培養細胞を用いた、感染実験の結

果、両ウイルスとも良好なタイターを持つことが示され

た。 

（リポーターマウス） 

 本研究では、Flp/Cre 依存性マウスを利用する （図１）。手技の確立には、既存の

Dual-RFP リポーター（Zeng 博士/アレン神経科学研究所からの分与）、Dual-GFP リポーター

を用いたが、Dual-RFP リポーターは蛍光退縮、利用可能抗体の制限（ウサギ由来抗体のみ

利用可能）の問題があり、Dual-GFP リポーターは発現量の問題があることから、より明るく、

抗体染色の選択肢を豊富にする Dual-YFP リポーターの作出を試みた。Rosa26 座へのターゲ

ティングコンストラクトのバックボーンは Dual-RFP リポーターと同様のものを用いた。このコン

（図１）興奮性神経細胞に入力する抑

制性神経細胞サブタイプを標識する

遺伝学的手法： この図では PV 陽性

抑制性神経細胞が特異的に RFP を発

現する。 



 

ストラクトに４つの YFP を２A ペプチドで隔てて直列につないだものを組み込んだ。常法どお

り、ES 細胞にこのコンストラクトをトランスフェクション後、Rosa26 座に正しくノックインされたク

ローンを PCR で同定し、陽性クローンをブラストシストに注入後、ノックインマウスを得た。次

に、Dual-YFP リポーターの特徴づけを発現特異性、発現レベルの観点から行った。

Dlx5/6-Flp (Flp を全抑制性神経細胞で発現)、PV-Cre、Dual-YFP を持つマウス大脳皮質を

抗 PV 抗体で染色し、共発現を検討したところ、９１％の YFP 陽性細胞が PV を発現しているこ

とがわかり、高い特異性が明らかになった （図２）。また、Dlx5/6-Flp、Nkx2.1-CreER (シャン

デリア細胞の幹細胞で CreER を発現)、Dual-YFP を持つマウス大脳皮質でシャンデリア細胞

を YFP 標識、抗 GFP 抗体で染色後、細胞の形態を観察したところ、シャンデリア細胞の特徴

的な軸索形態まで高解像度で可視化されていることが明らかになった （図２）。これは現存す

る最も明るい緑色系リポーターである Cre 依存性 GFP リポーター（Ai47)と明るさにおいてほぼ

同等であることを示唆する。 

 さらに、錐体細胞への抑制性入力を

サブタイプ特異的にシナプスレベルで

可 視 化 す る こ と を 目 的 と し て 、

Dual-Synaptophysin-YFP (SypYFP)リ

ポーターを作製した。今後、このライ

ンを特徴づけした後、狂犬病ウイル

スと組み合わせ、抑制性神経細胞サ

ブタイプの細胞区画特異的シナプス

形成に関する詳細な解析を行う予定

である。 

 

２）大脳体性感覚野 II/III 層錐体細胞に入力する抑制性神経細胞サブタイプの可視化 

 サブタイプ特異的 Cre ライン（PV-Cre、SOM-Cre、VIP-Cre）と Dual リポーター（Dual-RFP、

Dual-GFP)を交配し、胎生１５日にエレクトロポレーションで錐体細胞に H2BYFP-TVA-RG を

導入後、 EnvA 偽型化狂犬病ウイルス（EnvA-RFP/Flp、EnvA-CFP/Flp)を生後１４日マウス

の大脳体性感覚野に注入した （図１）。ウイルス注入後、７日目（生後２１日）に観察したとこ

ろ、注入箇所を中心にして広範なウイルス感染を確認することができた（ウイルス由来の蛍光

タンパク発現に基づく） （図３）。また、期待どおり、ウイルス感染細胞の一部で Dual リポータ

ー由来の蛍光タンパク発現が見られた （図３）。PV-Cre を用いた実験で、抗 PV 抗体で染色

し、特異性を調べた結果、リポーター由来蛍光タンパク陽性細胞のうち約６０％がPVを発現し

ていることがわかった。また、同様に、抗 GAD67 抗体で染色した結果、リポーター由来蛍光タ

ンパク陽性細胞のうち約５５％が GAD67 を発現していることがわかった。一次感染錐体細胞

以外のリポーター由来蛍光タンパク陽性細胞の形態で、錐体細胞様のものは皆無であるこ

と、ある種の神経ペプチドは狂犬病ウイルスの感染により発現抑制を受けること（共同研究者

の Callaway 博士の観察）などから、PV、GAD67 の部分的共発現は、リポーター由来蛍光タン

パクの非特異的発現というよりむしろウイルス感染細胞におけるこれらの分子の発現抑制に

よるものであると考えた。この可能性を支持するように、ウイルス注入後、４日目に観察した場

合、９０％のリポーター由来蛍光タンパク陽性細胞が PV を発現していた。また、VIP 陽性細胞

（ 図 ２ ） Dual-YFP リ ポ ー タ ー ： (A-C) 

PV-Cre::Dlx5/6-Flp::Dual-YFP マウス脳内における YFP 

(A、B)と PV (C)の共発現。B、C は A の四角内の拡大。 

(D)Nkx2.1-CreER::Dlx5/6-Flp::Dual-YFP マウス脳内で

標識されたシャンデリア細胞。 



 

は、錐体細胞ではなく、主に他の抑制性神経細胞に入力を送るという知見と一致して、

VIP-Cre を用いた場合、一次感染錐体細胞以外でリポーター由来蛍光タンパクの発現は見ら

れなかった （図３）。これらの結果は、本遺伝学的手法の高い特異性を示唆するものである。 

 

３）大脳体性感覚野第 II/III 層錐体細胞に入力する深層 PV 陽性抑制性神経細胞の発見 

 大脳体性感覚野第 II/III 層錐体細胞に入

力する PV 陽性抑制性神経細胞の層分布

を調べるため、本遺伝学的手技を PV-Cre

マウスに適用し、解析を行った。その結

果、第 II/III 層錐体細胞に入力する PV 陽

性細胞は、同じ II/III 層のみならず、深層の

IV 層、V 層にも存在することが明らかにな

った （図３）。これら深層のPV陽性細胞か

ら第 II/III 層錐体細胞への入力は、層をま

たいだフィードフォワード抑制、もしくはフィ

ードバック抑制に関与している可能性が考

えられる。現在、一次感染第 II/III 層錐体細

胞と深層 PV 陽性細胞の電気生理学的結

合を検出する試みを行っている。また、第

II/III 層錐体細胞に入力する単一の深層

PV 陽性細胞にビオチンを注入後、染色す

ることにより、これらの細胞の形態的特徴

を解析していく予定である。 

 

４）単一錐体細胞へ入力する PV 陽性抑制性神経細胞の可視化 

 錐体細胞に入力する抑制性神経細胞サブタイプの

空間編成をより詳細に理解するため、単一の錐体細

胞に入力する抑制性神経細胞サブタイプを標識する

ことを試みた。このために、まず、CreER の弱い活性

を利用して、H2BYFP-TVA-RG を疎に広く発現する

条件を検討した。その結果、直径３００μm 以内に１

−３個の H2BYFP-TVA-RG 発現錐体細胞が得られ

る条件を同定することができた（図４）。さらに、この

H2BYFP-TVA-RG を疎に発現する PV-Cre マウスに

EnvA-CFP/Flp を注入したところ、一個の一次感染

錐体細胞と複数の RFP 陽性細胞（RFP はリポーター

由来）が得られた （図４）。今後、３次元再構成法を

用い、第 II 層錐体細胞に入力する PV または SOM

陽性細胞の空間配置の解剖学的詳細を解析してい

（図３）第 II/III 層錐体細胞に入力する PV 陽性抑制

性神経細胞： (A)PV-Cre と Dual-GFP リポーターに

よ る 標 識 。 一次 感 染 II/III 層 錐 体 細 胞 （ 白） と

Dual-GFP リポーターで標識された PV 陽性抑制性

神経細胞。II/III 層のみならず IV、V 層でも GFP 細胞

が見られる。 （B）VIP-Cre と Dual-RFP リポーター

による標識。一次感染 II/III 層錐体細胞（黄色）、ウ

イルス感染した入力細胞（水色）。一次感染錐体細

胞のみで RFP 発現があり、VIP 陽性抑制性神経細

胞で RFP の発現は見られない。 

（図４）単一錐体細胞へ入力する PV 陽

性 抑 制 性 神 経 細 胞 ：  (A 、 B) 疎 に

H2BYFP-TVA-RG を発現するための条

件検討。0.01μg の CreER (A)、0.002μ

g の CreER (B)。 (C)単一の一次感染

錐体細胞。 (D)RFP 標識された PV 陽

性細胞。 



 

く予定である。 

 

３． 今後の展開 

本研究で開発された遺伝学的手法により、興奮性錐体細胞に入力する抑制性神経細胞を

サブタイプ特異的に標識することが可能になった。本方法を応用し、今後、以下の重要な課題

に挑戦していく予定である。１）本研究では、体性感覚野に焦点を絞り解析を行ったが、今後、

視覚野、前頭前野など他の領野でも同様の解析を行う。また、第 V 層錐体細胞に入力する抑

制性神経細胞サブタイプにも解析を広げていく。これらの解析を通じ、領野ごとにどの程度共

通の抑制性回路が存在するのか、もしくは、どのような特異的抑制性回路が存在するのかを

明らかにしていく。本研究で見出した、深層 PV 陽性抑制性細胞から第 II/III 層錐体細胞への

入力のような新たな抑制性回路の発見も期待できる。２）本研究では、単一錐体細胞に入力す

る抑制性神経サブタイプの可視化にも効率は低いが成功している。今後、錐体細胞を機能に

よって分類し（例えば体性感覚野バレル構造の内に位置するか外に位置するかで分類する）、

それぞれのクラスにおいて、抑制性入力細胞の特異的空間配置が見られるかどうか検討する。

このような解析によって、抑制性神経細胞サブタイプの回路レベルでの機能に対する洞察が

得られることが期待できる。３）本研究では、抑制性入力細胞全体を標識するためのリポータ

ーマウスのみならず、抑制性入力細胞の前シナプス末端のみを標識するリポーターマウスも

作製した。今後は、このシナプス特異的リポーターマウスを用い、第 II/III 層錐体細胞に入力す

る抑制性神経細胞サブタイプのシナプス末端を標識し、錐体細胞上の細胞区画特異的シナプ

ス編成を高解像度で解析する。また、細胞区画特異的シナプス編成の発達過程も明らかにし

ていく。これらの研究により、これまで未解明であった抑制性神経細胞サブタイプによって形成

される細胞区画特異的シナプスの発達過程が明らかになることが期待される。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究を通じて、錐体細胞に入力する抑制性神経細胞サブタイプを特異的に標識すること

が可能になった。また、単一錐体細胞に入力する抑制性神経細胞サブタイプを標識すること

にも成功した。この遺伝学的手法を用いて、第 II/III 層錐体細胞に入力する PV 陽性抑制性細

胞は同じ II/III 層のみならず、第 IV 層、第 V 層にも存在することが明らかになった。この結果は、

本手法が、これまで未知であった抑制性回路の結合性を明らかにするうえで非常に強力なも

のであることを示唆している。また、本手法の原理は、シナプスを特異的に標識するリポータ

ーマウスと組み合わせることにより、錐体細胞に入力する抑制性神経細胞サブタイプのシナプ

ス週末を可視化することにも利用可能である。我々はすでにこのシナプスを特異的に標識す

るリポーターマウスも作製済みで、今後、このマウスの特徴づけを行った後、細胞区画特異的

シナプスの発達過程を調べるのに利用する予定である。以上、述べたとおり、本研究期間中

に抑制性神経細胞サブタイプの結合特異性を調べるための手技的基盤を確立することができ

た。本手法は、これまで解析不能であった、抑制性神経細胞サブタイプの結合特異性に関わ

る多くの疑問に答えるためのブレークスルーになることが期待される。 



 

昨今の遺伝学的技術、顕微鏡技術の発展を基礎にして、脳の解剖学的詳細を体系的に明

らかにするコネクトミクスプロジェクトが世界的に流行している。これらの試みは、特に、脳の領

域間の結合性など、比較的マクロなレベルの結合性に関して一定の成果をあげてきた。しかし

ながら、大脳抑制性神経細胞に見られる多種多様なサブタイプの結合性に関して未だ多くの

情報は得られていない。本研究で開発された遺伝学的手法を体系的に適用することにより、

大脳皮質神経回路の細胞種特異的神経結合が細胞レベル、シナプスレベルで明らかになる

ことが期待できる。 

JST 職員をはじめとする関係者の方々のご協力により、海外での実施という難条件にも関

わらず予算を適切に迅速に執行することができた。また、２０１２年８月の現所属独立ポジショ

ンへの移動に際しても多大なご協力を頂き、研究費の移行、それに引き続く執行をスムーズに

行うことができた。移動から研究室の立ち上げに至る過程で若干の停滞があり、また、本研究

の実験補助者が経験の浅い技術員のみであったこともあり、当初予定した全ての課題を遂行

するには至らなかったが、核となる遺伝学的技術の確立と大脳皮質内の新たな抑制回路の発

見を遂げることができたのは大きな進歩であると考える。 今後、このプロジェクトに対して、ポ

スドク研究員を当て、さらなるテコ入れを行い、できる限り早い時期に論文発表ができるよう努

力する所存である。 

本研究成果により、大脳機能に必須の役割を果たす抑制性神経細胞の解剖学的詳細をサ

ブタイプ特異的に可視化できるようになった。脳の構造と機能は密接な相関があるため、抑制

性神経細胞の詳細な結合性を知ることにより、脳の機能の理解が一層進むことが期待できる。

また、本研究で開発された技術を、精神疾患モデルマウスに適用することにより、抑制性神経

回路における病態の発見に役立てることができる。このようなアプローチを糸口にして、治療

の標的とすべき細胞種が明らかとなり、新たな薬や治療戦略の開発が促進されることが期待

できる。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

大脳皮質の抑制性神経細胞には解剖学的、神経化学的および電気生理学的特性により区別

される多様なサブタイプが存在すること、また興奮性の錐体細胞は各細胞区画(樹状突起、細

胞体、軸索起始部)において特定の抑制性神経細胞サブタイプから局所入力を受けることが長

く知られているが、それらの解剖学的細胞学的詳細や神経結合の発達などに関しては解析の

困難から不明な部分が多く残されている。本研究は、これらのサブタイプを特異的に標識する

遺伝学的技術を開発し、抑制性局所神経回路の結合様式と発達様式を体系的に明らかにしよ

うとするものである。このために組み替え酵素 Cre をサブタイプ特異的に発現するマウスと狂犬

病ウイルスを用いた逆行性経 1 シナプス標識法を組み合わせることにより抑制性神経細胞サ

ブタイプ特異的な標識に成功し、たとえば第 II/III 層錐体細胞への各層の Parvalbumin 陽性抑

制性神経細胞から入力の様相などを明らかにすることに成功し、また形態的サブタイプの一つ

シャンデリア細胞の全貌を詳細に可視化することにも成功した。これらの成果は大脳皮質の局

所回路の解明の強力な基盤を開くものであり、その意義は大きい。今後他のサブタイプについ

ても解析が進み、大脳皮質の神経回路の理解が大きく進展することが期待できる。 
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研 究 報 告 書 

「神経グリア相互作用としての概日リズム制御系の新たな理解」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 23 年 10 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 早坂 直人 

  

１． 研究のねらい 

脳機能研究は、主として神経細胞および神経ネットワークを対象としてこれまで進展してきた

が、近年、グリアの重要性に光が当てられつつある。中でもアストロサイトについては、神経と類

似した能動的な機能が明らかになり、脳機能発現のもうひとつの主体である可能性が示唆され

ている。しかし生体が行動を発現する過程で、神経とグリアの機能を分解し、それらの相互作用

の実体とその意義を明らかにするには至っていない。本研究は、「脳機能＝神経とグリアの機能

統合」という見地に立って、脳の複雑なネットワーク構造と機能を神経とグリアに切り分け、二者

の機能分担や相互作用による脳機能発現の実体を明らかにすることを目的とする。 

本研究では、生体の行動リズム制御システムをモデルとする。概日リズム制御系は、恒常条

件下で中枢（視交叉上核、SCN）と出力（行動）の概日リズム周期や位相に一定の相関が認めら

れる。従って、複雑な行動制御ネットワークの構造・機能研究において、中間経路を排除し、起点

（制御中枢、SCN）と終点（出力、行動）を同一指標（リズム）で直結させたシンプルな経路として

解析可能な優れたシステムであるといえる。環境変化に対する感受性と、柔軟性、堅牢性を併

せ持つユニークなシステムであるが、それらの特性の基盤となるSCNのネットワーク構造や動作

原理の解明が課題となっている。 

本研究では以下の達成目標を設定する。 

① 本研究では、アストロサイト特異的に遺伝子操作を行い、アストロサイトの機能破綻（時計破

壊）が行動（リズム）に及ぼす影響について明らかにする。 

② 本研究は、in vivo で行動（リズム）を形成する神経、グリアの機能分担や神経グリア相互作

用を明らかにする。 

③ 本研究は、環境適応制御システムにおいて、グリアが果たす積極的な役割について明らか

にする。 

本研究の実現は、リズム制御系の環境適応における様々な特性の基盤解明は元より、行動

制御における神経グリアネットワークの普遍的な動作原理の一端に迫ることが期待される。  

 

２． 研究成果 

（１）概要 

 前述の 3 つの目的を達成するべく、これまでに以下の 6 つのテーマについて研究を実施し

た。このうち一部については、現在も研究を継続中である。 

研究テーマ A「培養アストロサイトの概日リズム同期と GAP 阻害剤の影響解析」 

 培養アストロサイトでは、他の細胞では報告がなかった、細胞間相互に概日リズム位相や

周期を同期するメカニズムが存在し、培養細胞は 3〜4 週の間リズムが同期して継続すること

を明らかにした。また、細胞間同期には GAP 結合が関与することを示唆した。 



 

研究テーマ B「時計遺伝子 Bmal1 KO マウスの行動リズム解析」 

 概日リズム制御におけるアストロサイトの機能関与を明らかにするために、アストロサイト特

異的に時計遺伝子を欠損したマウスを作製した結果、活動リズム周囲の有意な延長を観察し

た。この結果から、アストロサイトの時計機能がリズム制御に重要であることが示唆された。 

研究テーマ C「Salt-inducible kinase 3 (SIK3) 欠損アストロサイトのリズム変容解析」 

 アストロサイトでも高発現する SIK3 の KO マウスで、行動リズムの不安定化と光同調の異常

が観察された。また、培養アストロサイトでもリズム周期の変動と短周期化が見られた。SIK3

が時計タンパク質 PER2 の分解を介してリズム制御に関与することを示唆した。 

研究テーマ D「Sik3 KO マウスの概日リズム制御中枢における細胞間リズム同期変異解析」 

 Sik3 KO アストロサイトで、細胞間リズム同期が消失していることを明らかにし、更に Sik3 KO 

SCN（概日リズム制御中枢）でも細胞間で見られるリズムが脱同期していることが明らかにな

った。従って、リズム同期の消失が活動リズムの不安定化に繋がると予測された。 

研究テーマ E「アストロサイト特異的 Sik3 KO マウスの作製とリズム解析」 

 生体内でアストロサイトに置けるSIK3の機能を解析するため、アストロサイト特異的Sik3 KO

マウスを作製した。現在活動リズムその他について解析中である。 

研究テーマ F「リズム制御中枢で概日振動するケモカイン欠損が概日リズムに及ぼす影響」 

 アストロサイトが SCN において昼夜の局在を変化させる概日リズムを示すことを明らかにし

たが、この遊走リズムを規定する分子を探索し、ケモカインのひとつを候補として同定した。こ

のケモカインと受容体それぞれのアストロサイト特異的 KO マウスを作製し、解析中である。 

（２）詳細 

研究テーマ A「培養アストロサイトの概日リズム同期と GAP 阻害剤の影響解析」 

 近年、脳内に神経細胞の数倍も存在するアストロサイトは、神経とは独立に興奮し、アス

トロサイト間、あるいは神経との相互作用により脳機能を調節していることが示唆されてい

る。研究者らはこれまでに、概日リズム制御中枢である脳視床下部視交叉上核（SCN）に

おいて、光環境の変化(昼夜変動や光照射時間の変化)に応じてアストロサイトが局在を変

化させることを見出した。この結果は、神経活動を調節するアストロサイトが概日時計の制

御下にあり、昼と夜とで機能を ON/OFF させる「可変スイッチ」として機能していることを示

唆している。そこでまず、複数のアストロサイト細胞株を樹立し、アストロサイトの概日リズ

ムについて網羅的遺伝子発現解析を行った。その結果、培養アストロ細胞では、時計遺伝

子を始め、発現が概日振動する遺伝子が同定された。また、発現に概日リズムを示す時

計遺伝子 Per2 の遺伝子座にルシフェラーゼを挿入したノックインマウス(Per2-luc KI)由来

の細胞株で、概日リズムを長期間測定したところ、これまでの他の細胞の報告の数倍に当

たる 3～4 週間リズムが自律的に持続することを明らかにした。このことは、アストロサイト

間に概日リズムを積極的に同期させる機構の存在を示唆しているが、リズムの長期継続

が GAP 阻害剤で見られなくなったことから、アストロサイトは GAP 結合を介して相互に概

日リズムを同期させることが示唆された。 

研究テーマ B「時計遺伝子 Bmal1 KO マウスの行動リズム解析」 

 脳内におけるアストロサイトの概日リズム制御への関与を明らかにするために、アストロ

サイト特異的遺伝子操作を用いて、複数のリズム関連遺伝子をアストロサイト特異的に欠



 

損したマウスを作製した。まず、概日リズム駆動に必須である時計遺伝子 Bmal1 KO マウ

スを作製した。方法としては、Cre-loxP システムを用い、アストロサイト特異的に発現する

GFAP 遺伝子の約 15 kb の上流域に組み換え酵素 Cre を連結したマウス(GFAP-Cre)と、

Bmal1 遺伝子を２つの loxP サイトで挟んだ Bmal1 floxed マウスを交配させた。行動リズム

解析の結果、恒暗条件下で活動リズム周期が有意に延長した。このマウスでは神経の概

日時計は正常であることから、アストロサイトの時計が生体の概日リズム制御に関与して

いることが示唆された。 

研究テーマ C「Salt-inducible kinase 3 (SIK3) 欠損アストロサイトのリズム変容解析」 

高塩処理したマウスの副腎で発現が誘導される遺伝子として同定された SIK には３つの

アイソフォーム（Sik1, 2, 3）が存在し、それぞれ代謝に重要な役割を果たすことが報告され

ている。中でも進化的に保存性の非常に高いSIK3は中枢神経系でも発現が高いが、機能

についてはこれまで報告が無かった。研究者らは、このリン酸化酵素がアストロサイトに高

発現していることを見出した。そこで、Sik3 の機能に注目し、KO マウスを入手して解析を

行ったところ、活動リズムが非常に不安定であり、また、昼夜の光条件の変化に十分に適

応できない(光同調不全)マウスであることが明らかになった。このような概日リズムの劇的

な異常を示すマウスはこれまで報告がなく、概日時計の安定性(堅牢性)や柔軟性(同調性)

の維持に関与する重要な因子であることが示唆された。また、このマウスからアストロサイ

ト株を樹立し、前述の Per2-luc リズムを測定したところ、活動リズムと同様に概日リズム周

期の不安定性が観察された。更に興味深いことに、個体の活動リズムが延長したのに対

して、細胞の平均リズム周期は数時間も短縮していることがわかった。以上の結果から、

脳のリズム制御中枢において、アストロサイトは周期の安定化のみならず、リズム周期を

厳密に規定する役割も果たすことが示唆された。SIK3 は特定の基質をリン酸化し、下流の

シグナル伝達経路の調節を介して機能していることが示唆されているが、中枢神経系では

報告が無かった。そこで、SIK3 の基質を探索した結果、時計タンパク質のひとつである

PER2 をアストロサイトでリン酸化していることが明らかになった。更に、SIK3 は PER2 を時

刻依存的にリン酸化し、PER2 の分解を促進していることがわかった。以上の結果から、

SIK3 はアストロサイトにおいて、時計タンパク質の安定性を制御し、概日リズムの堅牢性

を保障していることが示唆された。光同調性への関与については現在解析中である。 

研究テーマ D「Sik3 KO マウスの概日リズム制御中枢における細胞間リズム同期変異解析」 

 概日リズムの堅牢性(安定性)には、細胞毎に概日リズム周期が異なるとの報告がある

ため、細胞間リズム同期による周期の調整が重要であると考えられる。そこで、SIK3 欠損

によるリズム周期の不安定化が細胞間リズム同期の破綻に起因するかどうかについて、

解析を行った。まず、Sik3 KO マウスから採取したアストロサイト株でシングルセル発光イメ

ージングを行い、Per2-luc の発光リズムを指標として、細胞間のリズム同期をについて野

生型細胞株と比較解析した。その結果、野生型アストロサイトでは、数週間細胞間の同期

率が非常に高く、細胞全体のリズムが持続したのに対し、Sik3 KO アストロサイトでは、

徐々に細胞毎のリズム位相のずれが拡大し、各細胞のリズムがバラバラになった。従っ

て、SIK3 は細胞間のリズム情報の伝達とリズム同期に必須の調節因子であることが示唆

された。更に、Sik3 KO マウスの SCN のスライス培養で、同様に細胞間リズム同期に関し



 

て発光リズムイメージングを実施したところ、正常では細胞間リズム同期が１か月以上持

続するのに対し、KO SCN では細胞間のリズム位相がばらばらになり、約１週間で SCN 全

体のリズムが消失することを見出した。以上の結果から、SIK3 はアストロサイト間で、ま

た、SCN の神経とアストロサイトを含む細胞間で、細胞毎のリズム同期を制御しており、

SIK3 の欠損により同期が失われてリズムが不安定化することが示唆された。 

研究テーマ E「アストロサイト特異的 Sik3 KO マウスの作製とリズム解析」 

既に述べたように、SIK3はアストロサイトでPER2の分解促進作用に関与し、概日リズム

の堅牢性という概日時計の特性を規定するために不可欠な分子である。一方、SIK3 は神

経にも発現し、光同調に関与している可能性がある。そこで、SIK3 がアストロサイトと神経

でそれぞれどのような機能を持つのかを分子解剖の手法で明らかにすべく、アストロサイ

ト特異的 Sik3 KO マウスを作製した。このマウスを用いて、現在行動リズム解析を実施して

いる。 

研究テーマ F「リズム制御中枢で概日振動するケモカイン欠損が概日リズムに及ぼす影響」 

 上述の研究と並行して、研究者らは SCN におけるアストロサイトの局在変化リズムを制

御する分子の探索を行い、SCN で発現が概日振動するケモカインとその受容体に注目し

た。このケモカインは、血液幹細胞やリンパ球、神経細胞の一部で報告があり、ケモカイン

の濃度勾配に反応して、受容体を発現する細胞が特定の位置に遊走(移動)することが知

られている。同じケモカインがSCNで夜高く昼間は低い発現リズムを示すことから、SCNに

集積するアストロサイトの遊走を誘導する分子として有力であると考えた。そこで、このケ

モカインと受容体それぞれのアストロサイト特異的 KO マウスを作製した。最近マウスの作

製に成功し、現在行動リズムや培養アストロサイトのリズム異常の有無について解析中で

ある。 

 

３． 今後の展開 

今後は引き続き以下の研究を計画しており、SCN における神経とグリアの相互作用の詳細を

明らかにする計画である。 

（１）アストロサイト・神経特異的 Sik3 KO マウスの行動リズムや概日リズム同期異常の解析 

研究成果の項で述べたように、概日リズムの堅牢性と同調性を制御する SIK3 が、アストロサ

イトでどのように機能するのか、神経での機能との違いは何かを明らかにする手始めとして、ア

ストロサイト特異的 Sik3 KO マウスの解析を継続して行う。同様に、神経特異的 KO マウスの作

製も計画しており、概日リズム制御の鍵となるリン酸化酵素の機能解析を通して、概日リズムを

制御する２種の異なる細胞の機能分担や相互作用が明らかになると期待される。 

（２）SIK アイソフォームの概日リズム制御への関与の解析 

SIK ファミリーには、SIK3 以外に SIK1 と SIK2 というアイソフォームが存在し、いずれも代謝の

調節に関与することが報告されている。中でも SIK1 は中枢神経系でも発現しており、研究者らは

アストロサイトでの発現を確認している。Sik1 mRNA は光照射したマウス SCN で発現の劇的な亢

進が認められ、かつ発現に概日リズムを示すことから、概日リズム制御への関与、特に光入力

系の制御との関連が示唆される。現在既に Sik1 KO マウスを入手しており、活動リズムや培養ア

ストロサイトでのリズム解析を実施し、Sik3 KO マウスや細胞との比較解析を計画している。 

（３）SIK3 の新たな基質の同定と異なるシグナル伝達経路を介した機能に関する解析 



 

SIK3 の下流については、脳以外の組織や器官において複数の異なる基質が報告されている。

その中には、転写の co-activator である CRTC (CREB-regulated transcription coactivator)や

co-repressor の HDAC II (histone deacetylase class 2)がある。いずれも SIK3 によるリン酸化で

機能が制御されるとの報告があり、それらの下流で転写調節を受ける遺伝子の一部も報告され

ている。脳では我々が同定した PER2 以外に報告はないが、これまでのアストロサイトを用いた

実験で、研究者らはCRTCやHDAC阻害剤で、細胞の分子リズムが変容することを見出している。

他のリン酸化酵素でも報告されているように、SIK3 が複数の基質をリン酸化し、異なる機能を制

御している可能性があるので、概日リズム制御に関与する別の基質（時間特異的にリン酸化が

変化するタンパク質）をプロテオミクス研究の専門家との共同研究で同定する計画である。 

（４）アストロサイトの遊走リズムを制御する分子解析と、局在変化の機能的意義の解明 

成果の項で述べた概日振動ケモケインとケモカイン受容体がアストロサイトの局在変化の概

日リズムを制御しているのか、そうであるとすれば、KO マウスでリズムが消失した場合、概日リ

ズムにどのような変異が見られるのかを解析し、アストロサイトの遊走リズムの生理学的意義を

明らかにする。また、神経とは異なる増殖、細胞移動、細胞間相互作用といった特性を裏打ちす

る分子機序を明らかにし、概日リズム制御以外の脳機能発現にも同様の機能を有するか否かに

ついて、他の神経科学者との共同研究で明らかにする予定である。 

（５）GAP 結合を介したアストロサイトの概日リズム同期制御の分子基盤解明 

本研究でアストロサイトが細胞間で同期し、この性質が SCN 内の細胞間リズム同期と活動リ

ズムなどの堅牢性の保持に繋がる可能性が示された。そこで、今後は GAP 結合が細胞間のリ

ズム同期や行動、生理リズム安定性に及ぼす影響について解析を行う。具体的には、アストロ

サイトの GAP 結合を構成する connexin43 の KO マウスやアストロサイトを用いて、細胞間同期や

SCN ネットワークのリズム同期に異常が見られるかどうかについて検討する。また、KO マウスで

活動リズムがどのように変容するのかを観察し、細胞間同期の消失が概日リズムに及ぼす影響

を詳細に解析する。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

 研究のねらいの項で挙げた 3 つの目標達成を目指してこれまで研究を進めて来た。そのうち、

①と③の目標については一定の結論を導き出すことに成功したと考えている。②に関しては、こ

の３年間で５種の遺伝子改変マウスを作製あるいは入手し解析したが、更に少なくとも２種のマ

ウスの解析が必要であり、来年度には実施可能であると考える。研究実施体制については、近

畿大学では経験のある研究補助員２名の雇用で概ね順調であったが、山口大学では実験経験

者が見つからず、一定の訓練期間を必要とした。また、遺伝子改変動物については、場所の移

動の必要から約半年から１年の間実験が出来ない時期があった。このように、当初の計画通りと

は行かなかったが、それでも期待以上の結果が出たことについては評価できると考える。論文に

ついては、これまでのさきがけ研究の成果を 2報投稿準備中であり、年度内の投稿ないし出版を

目指している。また、続報についても来年度には複数の論文にまとめる予定であり、さきがけ研

究は順調に進展したと考える。 

 研究成果の科学技術および社会・経済への波及効果については、 現在はまだ研究が進行中



 

であるため、具体的な効果について評価できる状況にはない。一方、現在の研究テーマである、

脳におけるグリアの能動的寄与の解明研究は、神経科学研究界において立ち後れているグリア

機能研究に新たな知見を提供するものである。アルツハイマー病の一部など、神経が原因で引

き起こされると考えられて来た複数の脳疾患が、実はグリアの機能不全に原因があるということ

が最近報告されるなど、脳におけるグリア機能の研究は医学的見地からも重要性を増している。

本研究で、概日リズム制御においてグリアが重要な機能の一端を担うことが示唆され、今後更に

グリア機能の詳細が明らかになると期待される．本研究の成果が、神経科学の基礎研究の進展

にグリア機能解明という点で寄与し、更には、グリアが関与する精神神経疾患の予防や治療戦

略の基盤を提供する可能性は十分にあると考える。また、概日時計が関与する生活リズムは、

その乱れが代謝疾患、免疫疾患、癌といった疾患に繋がるとの報告が増えて来ているが、本研

究で扱っている概日リズム制御機構に関しても、リズムと代謝が同じ遺伝子変異で惹起される例

を見出す（Sik3 KO マウス）など、未だ解明されていない概日リズムと疾患とのリンクの解明に繋

がる可能性を有する．この意味でも、本研究は将来の医学研究や医療の進展に寄与する可能

性を包含すると考える。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

本研究は、マウスで概日リズム中枢である視床下部 SCN においてアストロサイトが昼夜で分布

が変わるとする予備的データなどに基づいて、SCN 活動の概日リズムの発振・同調などにアスト

ロサイトが関わるという興味深い可能性を検証する研究として提案されたものである。その後ア

ストロサイト細胞株やプライマリーカルチャーを用いる解析、各種の遺伝子改変マウスの解析な

どを精力的に進めてきたが、十分に説得性あるデータはまだ纏まっていないようである。今後は

テーマを絞り着実な実験を積み上げることにより、成果を論文として世に問うことが期待される。 
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研 究 報 告 書 

「グリシン作動性シナプスの活動依存的形成と臨界期の分子基盤」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 23 年 10 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 平田 普三 

  

１． 研究のねらい 

神経細胞はシナプスとよばれる細胞間領域に神経伝達物質を放出して情報伝達を行う。シ

ナプスは活動、すなわちシナプス伝達により、その形態、受容体密度、伝達特性が変化する

ことが知られている。シナプスの活動依存的変化はシナプス可塑性とよばれ、興奮性のグ

ルタミン酸作動性シナプスで精力的に解析され、長期増強や長期抑制といったシナプス可

塑性現象の分子基盤や生理的意義が明らかにされてきた。抑制性の GABA 作動性シナプ

スやグリシン作動性シナプスにおいても、脱分極依存的増強や長期増強といったシナプス

可塑性現象が報告されているが、その分子メカニズムや生理的意義には不明の点が多い。

これら GABA 作動性シナプスとグリシン作動性シナプスは、神経伝達物質として使うアミノ酸

が異なるだけで、構造や制御は似ていると考えられることが多かったが、近年の報告から、

GABA 作動性シナプスとグリシン作動性シナプスでは脱分極に対する応答や制御機構が本

質的に異なることも示唆されている。しかし、GABA 作動性シナプスやグリシン作動性シナプ

スを構成する分子の知見は未だに乏しく、興奮性シナプスに比べ、抑制性シナプスの理解

は遅れている。私たちはゼブラフィッシュをモデルとして、運動の研究を行い、グリシン作動

性シナプス伝達による抑制が運動に重要であることを報告してきた。また、グリシン作動性

シナプスは遺伝的プログラムだけで形成されるのではなく、シナプス形成にグリシン作動性

シナプス伝達そのものが必要であるという予備的知見を得た。これはグリシン作動性シナプ

スが活動依存的に形成される、つまり発生期のグリシン作動性シナプスに可塑性があるこ

とを示唆するものである。また、シナプス形成におけるグリシン作動性シナプス伝達の重要

性は特に胚期や稚魚期で高く、臨界期が存在する可能性も示唆された。ゼブラフィッシュは

発生が早く、胚期は体が透明なためライブイメージングに優れる脊椎動物であり、発生期の

シナプス可塑性の研究に有用である。本研究で私たちは、グリシン作動性シナプスを構成、

あるいは制御する分子を同定し、グリシン作動性シナプスの活動依存的変化の分子基盤の

解明を目指す。また、グリシン作動性シナプスの可視化系を確立し、シナプス可塑性を生体

内イメージングして、シナプス可塑性の操作にも挑戦する。さらに、グリシン作動性シナプス

に可塑性があることの生理的意義の解明も目指す。 

 

２． 研究成果 

（１）概要 

グリシン作動性シナプスを構成・制御する分子を探索し、足場タンパク Gephyrin の神経細

胞特異的アイソフォームを同定し、それがグリシン受容体のシナプス凝集に必要であることを

確認した。また、Dhx37 という DEAH-box 型 RNA ヘリカーゼがグリシン受容体αサブユニット

のスプライシングを調節することを見出し、RNA 制御の観点からグリシン作動性シナプスの制



 

御メカニズムを解明し、シナプスを操作する実験系を確立した。グリシン作動性シナプス伝達

がグリシン作動性シナプスの形成に必要であることをゼブラフィッシュを用いた in vivo 解析で

発見し、このシナプス可塑性の動作原理として、グリシン放出→グリシン受容体活性化→ポス

トシナプスにおけるCaMKII活性化→Gephyrinリン酸化→グリシン受容体凝集増加が起きてい

ることを明らかにした。さらに、グリシン作動性シナプス部位とグリシン受容体凝集を同時にゼ

ブラフィッシュで生体内イメージングする実験系を構築し、ゼブラフィッシュに雨の音を聞かせ

てグリシン作動性シナプス可塑性が誘導される時に、グリシン受容体がシナプス部位に凝集

する過程を可視化することに成功した。これはグリシン作動性シナプス可塑性を生体内可視

化した初めての例である。グリシン作動性シナプス可塑性によりゼブラフィッシュは逃避行動

を低下させるが、その生理的意義として本研究から、魚は通常上空の鳥の襲撃に晒されてい

るが、雨の日には鳥が襲ってこないので逃避行動を低下させるという、環境適応仮説が提唱

された。 

（２）詳細 

研究テーマ「グリシン作動性シナプス可塑性の動作原理」 

グリシン作動性シナプスを構成・制御する分子を探索し、多くの候補を得て Gephyrin、

Dhx37 を詳細に解析した。Gephyrin は GABA 作動性シナプスとグリシン作動性シナプスの足

場タンパクとして知られるが、本研究で Gephyrin のパラログ遺伝子（Gephyrin a, Gephyrin b）

や新規のスプライシングアイソフォーム（Gephyrin a 4 種類, Gephyrin b 3 種類）が単離され、

神経細胞だけで発現する Gephyrin アイソフォームが同定された。私たちは Gephyrin のこれら

アイソフォームがグリシン受容体のシナプス凝集を制御し、運動制御に必要であることを確認

した（Ogino et al., 2011）。Dhx37 は DHAH-box 型 RNA ヘリカーゼとして命名されただけで、こ

れまで機能解析はされてこなかった RNA 結合タンパクである。私たちは Dhx37 を欠くゼブラフ

ィッシュ個体がグリシン作動性シナプスの機能欠如で特徴的に見られる、左右の筋を同時に

収縮させて背側に反る異常運動をすることに注目し、Dhx37 とグリシン作動性シナプスの関連

を解析した。Dhx37 を欠くゼブラフィッシュ個体ではグリシン受容体αサブユニットが RNA レベ

ル、タンパクレベルで減少し、グリシン作動性シナプス伝達が顕著に低下していた。その作用

機序として、Dhx37 はグリシン受容体αサブユニットの転写産物に結合し、RNA スプライシン

グを制御することが分かった。この研究は RNA 制御の観点からグリシン作動性シナプスの制

御機構を解明した研究であると同時に、Dhx37 を発現制御することで、グリシン作動性シナプ

ス伝達レベルの操作を可能にする実験手法として、その後の研究に生かされた（Hirata et al., 

2013）。 

ゼブラフィッシュ個体にグリシン受容体の特異的阻害剤であるストリキニーネを作用させる

とグリシン作動性シナプスが形成されなくなることから、グリシン作動性シナプス伝達がグリシ

ン作動性シナプスの形成に必要であることがゼブラフィッシュ個体を用いたin vivo解析で示唆

された（Hirata et al., 2011）。その動作原理解明を目指して、グリシン放出→受容体活性化→

ポストシナプスでのシグナル伝達→受容体凝集という仮説を立て、その分子メカニズムを解

析した。第一に、CRISPR/Cas9 というゲノム改変技術を用いて、プレシナプスに存在する２種

のグリシンのトランスポーターを遺伝子破壊すると、グリシンの放出を阻害することができ、そ

の個体ではポストシナプスにおけるグリシン受容体の凝集が見られなかった。このことから、



 

グリシンの放出がグリシン作動性シナプスの形成に必要であると言える。第二にストリキニー

ネを用いて受容体活性化を阻害すると、やはり受容体凝集は阻害されることが確認され、受

容体活性化がグリシン作動性シナプスの形成に必要であると分かった。第三にポストシナプ

スでのシグナルに関わる分子を探索する目的で、種々の化合物をゼブラフィッシュに作用させ

て運動異常を引き起こす化合物を探索した。約1,000種の化合物のうち、20種でグリシン作動

性シナプスの異常に見られる運動異常とやや類似した運動異常が観察された。これらの個体

におけるグリシン作動性シナプスを解析し、Nifedipine と KN93 がグリシン作動性シナプス形成

を阻害することを見出した。これら化合物はそれぞれ L 型カルシウムチャネルと CaMKII（カル

モジュリン依存性タンパク質リン酸化酵素）の阻害剤であり、ポストシナプスにおけるカルシウ

ム→CaMKII というシグナル経路がグリシン受容体凝集に関与することが示唆された

（Yamanaka et al., 2013）。第四に CaMKII による受容体凝集の分子メカニズムを解析するた

め、HEK293 細胞を用いたグリシン受容体と Gephyrin の結合実験を行い、両者の結合は

CaMKII により強化されることを見出した。さらに、質量分析から CaMKII が Gephyrin をリン酸

化し、このリン酸化によりグリシン受容体との親和性が高まることが確認された。以上の結果

から、グリシン作動性シナプス伝達により、ポストシナプスで CaMKII が活性化し、 CaMKII が

Gephyrin をリン酸化し、Gephyrin と受容体との結合が強まることからグリシン受容体がシナプ

ス部位に凝集することが明らかにされた。本研究からグリシン作動性シナプスの可塑性の分

子基盤について、その最重要部分が解明されたと言える。 

 
図 グリシン受容体はもともと細胞膜上を拡散しているが、シナプス伝達の反復により、ポスト
シナプスで CaMKII が活性化し、シナプスの足場タンパク Gephyrin をリン酸化する。このリン酸
化により、グリシン受容体と Gephyrin の親和性が高くなり、受容体はシナプス部位に凝集す
る。 

 

研究テーマ「グリシン作動性シナプスの生体内可視化と可塑性の生理的意義」 

名古屋大学の小田洋一教授らはキンギョに単一波長の音を聞かせると、グリシン作動性シ

ナプスの増強が起きることを報告したが（Oda et al., 1998）、その続報はなく、分子メカニズム

や生理的意義には多くの謎が残されている。私たちは遺伝子操作や薬理操作が容易なゼブ

ラフィッシュ稚魚でこれを再現し、可塑性の操作と生理的意義の解明を目指した。まず、

Venus タグしたグリシン受容体や RFP タグした Gephyrin をゼブラフィッシュに発現させ、グリシ

ン受容体動態やシナプス部位を動物の脳内で非侵襲的に可視化することに成功した。ゼブラ



 

フィッシュに音を聞かせると逃避行動が低下するが、種々の音の中でもホワイトノイズ（多くの

波長の混ざった音で、サーッという音として聞こえる雨の音と同じもの）を聞かせると逃避行動

が顕著に低下することを見出した。グリシン作動性シナプスのライブイメージング系を用いて

同一個体のシナプスを経時観察すると、ホワイトノイズを聞かせることで、シナプス部位での

グリシン受容体凝集が高まることが分かった。これはグリシン作動性シナプスの可塑性を可

視化することに成功したものであり、この実験系はその後の研究に生かされた。遺伝子操作

により、単一の神経細胞で CaMKII 活性を上げたり、下げたりすると、その細胞におけるグリシ

ン受容体凝集を増加させたり、低下させたりすることが可能で、それに合わせてゼブラフィッシ

ュの逃避行動も変化することが確認された。これは単一の神経細胞で CaMKII 活性を操作す

ることで動物の行動を操作できることを示しており、私たちが解明したグリシン作動性シナプス

の可塑性原理が生理的条件下でも使用されていることを示すものである。私たちはホワイトノ

イズを聞かせるとグリシン受容体凝集が増加して逃避行動が低下することについて、以下の

「雨天適応」仮説を提唱するに至った。天気の良い日は鳥は上空から魚を見ており、魚は常

に鳥の襲撃にさらされている。鳥が水中の魚を捕まえる時、水にダイブするが、魚は実際の

襲撃よりも僅か前に鳥が水面に衝突する音（ポチャンという音）を聞くことになる。魚がこの音

を聞いてすぐに体をひねれば、くちばし１つ分でも鳥の襲撃をよけることが可能で、魚は鳥の

襲撃をかわすために耳をすましていると考えられる。しかし、雨の日には鳥は水面下の魚を

見ることができないので水にダイブして魚を捕獲することはしない。魚は雨の日には音で逃避

行動をとる必要はなく、雨の音を聞いてグリシン受容体凝集を増加させることで、不必要な逃

避を低下させていると考えられる。本研究から提唱された、この「雨天適応」仮説は動物の行

動変化を分子レベル（Gephyrin リン酸化）、シナプスレベル（グリシン受容体凝集増加によるシ

ナプス増強）、行動レベル（逃避行動の低下）で説明する新しい環境適応仮説である。 

 

３． 今後の展開 

CaMKII による Gephyrin リン酸化が明らかになったことで、グリシン作動性シナプス可塑性の

動作原理の最重要部分は解明されたと考えている。しかし、CaMKII 活性化に必要なポストシナ

プスでのカルシウムのソースなど、動作原理の完全理解に必要な課題は残っており、これらを

解明して、シナプス可塑性の全容を解明したい。本研究から、グリシン作動性シナプス可塑性

に臨界期があることも示唆されているが、その分子基盤の解明には至っていない。本研究では

グリシン作動性シナプス関連分子が多く単離されており、それらの解析を継続して臨界期のメカ

ニズムにも迫りたい。 

グリシン作動性シナプス可塑性の生理的意義として雨天に適応するという環境適応仮説を

提唱したが、現段階ではこれは仮説に過ぎず、実験でこれを証明する必要がある。グリシン作

動性シナプスを操作した個体を鳥に襲撃させる実験やもともと鳥の襲撃に備えていない深海魚

を用いたシナプス可塑性や逃避行動の実験を計画している。これらの研究から、動物の環境適

応仮説を検証できると期待される。本研究で得られた知見を応用すれば、野生の魚の行動を音

で操作することも可能で、魚の捕獲という観点から漁業に貢献する研究になることも期待される。

漁業の効率が高まれば、魚の単価は安くなり、日本の経済発展や食文化にも大きな影響を与

えることになるだろう 

 



 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究者は名古屋大学助教から国立遺伝学研究所准教授に異動して、新設の研究室を主

宰することになった少し後にさきがけに採択され、キャリア形成の最も重要な時期にさきがけ

研究に従事することができたと言える。本研究を遂行するためにはシナプス可塑性のライブイ

メージングをする必要があり、高感度の共焦点レーザー顕微鏡が不可欠だったが、これをさき

がけの研究費で購入できたことが本研究の成功に大きく寄与したことは間違いない。また、シ

ナプス可視化やシナプス操作に必要なトランスジェニックゼブラフィッシュ系統をたくさん樹立し

て飼育する必要があったが、さきがけの研究費で研究補助者を雇用して、実験動物の飼育や

研究データの収集・解析を補助してもらえたので、効率よく研究を進めることができた。 

本研究でグリシン作動性シナプス可塑性の可視化や分子基盤解明に成功しており、当初の

研究目的は既に達成している。また、本研究でグリシン作動性シナプスに可塑性があることに

ついての生理的意義として雨天への環境適応仮説が提唱されており、今後はその証明が期

待される。ゼブラフィッシュをモデル動物として神経科学の基礎研究であるが、深海魚の研究

を含めた動物学的視点もあり、魚の行動を操作することによる魚の捕獲効率向上など、実験

室にとどまらない漁業への産業応用への展開も秘めている。 

さきがけ研究の研究成果は１０報の査読付き原著論文（うち７報で筆頭著者あるいは責任

著者）と１報の査読付き英文総説（責任著者）に発表されており、他に３報の論文（いずれも筆

頭共著著者あるいは責任著者）を投稿している。また、招待講演（国内１３件、海外４件）を行

い、海外の学会では座長を務め、研究会やシンポジウムを３件主催するなどした。隔年で開催

される、研究室主宰者だけが参加できる国際学会（PI Meeting）に参加しているが、2013 年に

参加者による投票で Planning Committee に選出されるなど、分野の若手リーダとしての国際

的評価を受けつつある。研究活動を一般向けに宣伝する活動にも力を入れており、市民公開

講座での講演、未来館（東京都お台場）での小学生向けワークショップ、ゼブラフィッシュ研究

の展示、新聞の科学欄でのコメントなど数多くのアウトリーチ活動を行ってきた。これら一連の

研究活動は所属学会や文部科学省からも評価され、2011年の日本生化学会奨励賞、2012年

文部科学大臣表彰（科学技術分野）若手科学者賞を受賞した。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

平田研究者は先にグリシン受容体のアンタゴニストであるストリキニンの作用下ではゼブラフィ

ッシュのグリシン作動性シナプスが形成されないことを発見したことに基づき、本研究において

さらにこの可塑性の分子基盤の解明に挑んだものである。グリシン受容体に作用する候補分

子を絞り込み Gephyrin(さらにはの神経特異的アイソフォーム)と Dhx37 を同定してそれらの作

用を精力的に解析することにより、「グリシン放出→グリシン受容体活性化→ポストシナプスに

おける CaMKII 活性化→Gephyrin リン酸化→グリシン受容体凝集増加」という図式を見出したこ

とは大きい成果であり、課題を達成したものと言える。これらの成果は多数の論文として発表し

ており、国際的評価も受けつつある。今後は本研究から得られた他のグリシン作動性シナプス



 

関連分子なども活用して、臨界期も含めたグリシン作動性シナプスの生理的意義などの解明

が期待できる。 
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研 究 報 告 書 

「遊泳運動を規定する神経回路の発生と動作原理の解明」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 23 年 10 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 堀江 健生 

  

１． 研究のねらい 

神経系の機能を理解するためには、個体レベルで神経回路の全体像を明らかにするとともに

神経回路を構成する一つ一つのニューロンの機能を解明することが重要である。しかしながら、

脊椎動物の脳神経系は膨大な数のニューロンから構成されており、神経回路の全体像とその機

能を一つ一つの細胞レベルで解明することは現時点ではほとんど不可能に近い。尾索動物ホヤ

幼生の中枢神経系は脊椎動物の脳神経系の基本構造を備えているが、わずか 100 個程度のニ

ューロンから構成されている。ホヤ幼生を用いれば、脊索動物の中枢神経回路の全体像とその

機能を細胞一つ一つのレベルまで掘り下げて解明することが可能である。本研究課題では、ホヤ

幼生の中枢神経回路のうち、遊泳運動を規定する神経回路に着目し、その発生と動作原理を細

胞レベル、遺伝子レベルでの解明することを目的とした。 

 

 

２． 研究成果 

 

（１）概要 

尾索動物ホヤの幼生はオタマジャクシ型の形態をしており、背側に神経管が位置するなど

脊椎動物の脳神経系の基本設計を備えているが、その中枢神経系はわずか 100 個程度と少

数の細胞から構成されている。本研究課題では、ホヤ幼生の中枢神経回路のうち、遊泳運動

を規定する神経回路に着目し、その発生と動作原理を細胞レベル、遺伝子レベルでの解明す

ることを目的として研究を行った。 

種々のニューロンを可視化したトランスジェニック系統を用いた形態学的な解析から、ホヤ

幼生の遊泳運動神経回路は左右 5 対 10 個のコリン作動性ニューロンと 2 対 4 個の GABA/

グリシン作動性の抑制性介在ニューロンの合計わずか１４個のニューロンから構成されること

が明らかとなっている。本研究課題では、このようなシンプルなホヤ幼生の遊泳運動神経回

路について『神経回路の活動イメージング』、『ニューロンの機能を修飾した個体の遊泳運動

解析』、『特定のニューロンを欠損、または置換させた個体の遊泳運動解析』、『遊泳運動変異

体の神経回路と原因遺伝子の解析』以上 4 つの研究を行い、遊泳運動を規定する神経回路

の発生とその動作原理の解明を試みた。その結果、遊泳運動に必須の役割をしているニュー

ロン、繰り返し運動（リズム形成）に必須の役割をしているニューロンを同定し、ホヤ幼生の遊

泳運動を生み出す神経回路メカニズムの一端を示すことに成功した。また、本研究の過程に

おいて、ホヤにおいて従来よりも高効率で突然変異体を作製する方法を開発することに成功

した。以下にその詳細を記す。 

 



 

（２）詳細 

 (1) 遊泳運動を規定する神経回路の活動イメージング 

 ホヤ幼生の遊泳運動神経回路は左右 5

対 10 個のコリン作動性ニューロンと 2 対 4

個の GABA/グリシン作動性の抑制性介

在ニューロン（ACIN）から構成される（図

1A）。また、コリン作動性ニューロンはそれ

ぞれ発現する転写因子が異なっており、

転写因子のエンハンサーを利用すること

により、コリン作動性ニューロンを 1 対ず

つ区別してラベルすることが可能である

（図 1A）。これらの 5 対 10 個のコリン作動

性ニューロンと 2 対 4 個の抑制性介在ニュ

ーロン（ACIN）において、Ca2+指示蛍光タ

ンパク質 GCaMP8 を個々のニューロンで

発現させ、高速共焦点顕微鏡を用いて遊

泳運動を行う際の神経活動イメージング

を行った。その結果、前方から３番目に位置する NK6 発現細胞、最も後方に位置する Islet 発

現細胞が、遊泳運動を行う際に強く活動することが明らかとなった。この結果は、NK6 発現細

胞、Islet 発現細胞が筋肉に対してエンドプレートを形成しているという、形態学的な観察結果

と一致しており、これら２対のニューロンが筋肉の収縮を生み出し、遊泳運動を制御している

ことを示唆している。 一方、尾部の前端部に位置している ACIN についても神経活動イメージ

ングを行ったところ、ACIN も遊泳運動を行う際に強く活動した。したがって、ホヤ幼生の遊泳

運動はこれらのニューロンの活動によって生み出されることが示唆された。 

  

(2)ニューロンの機能を修飾した個体の遊泳運動解析 

 ホヤ幼生が遊泳運動を行う

際に強く活動する Islet 発現

細胞において、光制御型チャ

ネル/ポンプ（ChR2/NpHR）を

発現するトランスジェニック個

体を作製し、機能解析を行っ

た。Islet 発現細胞において

ChR2 を発現させた個体に青

色光を照射し、Islet 発現細胞

の活動を活性化したところ、実験を行った全ての個体において遊泳運動が引き起こされた（図

２A）。一方、Islet 発現細胞において NpHR を発現させた個体に緑色光を照射し、Islet 発現細

胞の活動を抑制したところ、遊泳運動中の個体は急激に遊泳を停止した(図２B)。以上の結果

から、Islet 発現細胞は遊泳運動に必須の役割をしていることが示された。  



 

 

 (3)特定のニューロンを欠損、または置換させた個体の遊泳運動解析 

  特定のニューロンが欠損、または置換した

個体を得ることを目的として、遊泳運動神経

回路に存在するニューロンで発現する種々の

転写因子について、機能阻害実験および過

剰発現実験を行った。その結果、尾部前端部

に存在する ACIN と名付けた 2 対 4 個の抑制

性介在ニューロンが完全に欠損した個体を得

ることに成功した。この個体ではACIN以外の

ニューロンは正常に分化している。正常な個

体と ACIN が欠損した個体について遊泳運動

の解析、特に尾部運動の交互性と遊泳運動

の持続性について解析を行った。正常な個体は尾部を左右に交互にリズミカルに振ることに

より遊泳運動を行う。一方、ACIN が完全に欠損した個体では尾部の振りの左右の交互性が

失われてしまった。また、ACIN を欠損した個体は持続的な遊泳運動を行うことが出来なかっ

た。以上の結果から、ACIN が左右の交互性を生み出し、リズミカルな遊泳運動を行うために

必須の役割をしていることが明らかとなった。この結果は ACIN がリズミカルな尾部の振りを生

み出す神経回路である Central Pattern Generator の重要な構成要素の一つであることを示

唆している。 

 

(4)遊泳運動変異体の神経回路と原因遺伝子の解析 

 遊泳運動や遊泳運動神経回路の形成に必須の遺伝子を同定することを目的として、遊泳

運動に異常を示す突然変異体のスクリーニングを行った。我々は Minos トランスポゾンを用い

た Gal4 エンハンサートラップ法を応用することによって、約 83%という高い確率で遺伝子の近

傍や内部にトランスポゾンが挿入されるトランスポゾンベクターを構築することに成功してい

る。約 3,000 個の卵のスクリーニングにより、計 48 系統の Gal4 エンハンサートラップ系統を単

離した。得られた Gal4 エンハンサートラップ系統について、トランスポゾンの挿入箇所を

TAIL-PCR 法により決定したところ神経特異的 RNA 結合タンパク質 Musashi, Na2+チャンネル、

カイニン酸受容体などいくつかの神経関連遺伝子を変異体の原因候補遺伝子として同定し

た。得られた Gal4 エンハンサートラップ系統について、ホモ個体を作製し表現型の解析を行っ

たが、明確に遊泳運動に異常のある変異体は得ることが出来なかった。しかしながら、今回

の突然変異体のスクリーニングから心臓の拍動やエラの形成に異常のある変異体などいくつ

かの変異体を単離することは出来ており、今後はスクリーニングの数を増やすことにより遊泳

運動の変異体を単離することが可能であると期待される。 

 

３． 今後の展開 

本研究では、ホヤ幼生の遊泳運動に必須の役割をするニューロン、繰り返し運動（リズム形

成）に必須のニューロンを同定することに成功し、ホヤ幼生の遊泳運動を生み出す神経回路メカ

ニズムについてその一端を明らかにすることが出来た。しかしながら、遊泳運動神経回路に存在



 

する全てのニューロンの機能を明らかにすることは出来ていない。今後は、ニューロンの人為的

な操作を行った個体において神経活動イメージングを行うなど、本研究で別々に行っていた実験

を統合して行うことにより、遊泳運動を生み出す神経回路の動作原理を 1 細胞レベルで解明した

い。また、ホヤから得られた知見を、マウス、ゼブラフィッシュ、線虫、ショウジョウバエ幼虫などの

他のモデル動物の知見と比較することにより、進化的に保存された運動神経回路の動作原理の

解明につなげていきたいと考えている。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

当初の目標であった遊泳運動神経回路に存在する全てのニューロンの機能を 1 細胞レベ

ルで解明することは出来なかったが、これまで技術的な困難さからほとんど研究が進んでいな

かったホヤ幼生の神経回路の生理機能の研究にいくつかの新しい手法（神経活動イメージン

グや光遺伝学的）を取り入れることによって、遊泳運動を生み出す神経回路メカニズムについ

て一端を示すことは出来た。ホヤ幼生の尾部前端部に存在する抑制性介在ニューロン

（ACIN）を介したリズムの形成機構は進化的に保存されたメカニズムであり、詳細な解析を進

めることにより、脊椎動物の脊髄神経回路のシンプルなモデルになり得ると期待している。「遊

泳運動変異体の単離と泳運動変異体の神経回路と原因遺伝子の解析」に関しては、遊泳運

動変異体を得ることが出来ず、その目標を達成することが出来なかった。さきがけ研究期間中

にホヤにおいて TALEN や CRISPR/Cas9 システムを応用ことによって、組織・細胞特異的に遺

伝子をノックアウトする方法が確立された。今後は、我々がカタログ化しているホヤ幼生の脳・

神経系で特異的に発現する遺伝子群を、遊泳運動神経回路で特異的にノックアウトすること

により、当初の目標としていた遊泳運動や遊泳運動神経回路の形成に重要な遺伝子を単離

することが出来ると考えている。そして、今後は、本研究で導入した方法を統合的に組み合わ

せ、当初の目標を達成出来るような研究を展開したいと考えています。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

ホヤは脊椎動物と同じ基本設計を有する中枢神経系を持ちながら、その神経細胞数は約 100

個、特に遊泳運動に直接関わる回路は14個の神経細胞からなる。本研究はこの点に着目して、

回路の活動イメージング、光遺伝学による特定細胞の活動操作、転写因子機能阻害による特

定神経細胞の欠損または置換などの方法により、遊泳運動神経回路の動作原理の解明を意

欲的に目論んだものである。実際に高速共焦点顕微鏡を用いたカルシウムイメージングにより、

遊泳運動中の14個の神経細胞の活動様式を明らかにし、特定の細胞に光制御型チャネル/ポ

ンプを発現させてこれを強制的に活性化または抑制して遊泳運動を自在に操作することに成

功し、また特定の神経細胞を欠損した個体を作出してその遊泳運動における役割を証明したこ

とは大きい成果であり、課題の骨格を達成したものと言える。またさきがけ領域会議を機に

OIST の研究者との共同研究を展開している。上記の成果も早期に論文にまとめ、今後この神

経回路の全神経細胞の役割を明らかにして、脊椎動物の遊泳・爬行様式の理解に新たな視点

を開くことが期待できる。 
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研 究 報 告 書 

「個々の記憶情報をコードする神経回路の解析と制御」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成２３年１０月～平成２７年３月 
研 究 者： 松尾 直毅 

  

１． 研究のねらい 

記憶学習は動物が厳しい自然環境下で生き延びていく上で不可欠な能力であるばかりか、

ヒトにとって精神活動の基盤ともいえる重要な基本生命機能のひとつである。では、個々の記

憶情報は脳内でどのように区別して記録され、必要に応じて適切に読み出されるのか？ こ

の極めて素朴な疑問に対して、現代の神経科学で広く信じられている有力な説明は半世紀以

上も昔に心理学者 Hebb 博士により提唱された“cell assembly 仮説”である。この仮説では、

「記憶情報は協調的な活動により形成される複数の神経細胞の機能的な集団(cell assembly)

により符号化されている」とされている。この仮説は脳動作原理の根幹を為すものの一つであ

るにもかかわらず、実証は未だ為されていない。なぜならば、これらの集団は常に特定領域の

特定細胞に局在しているのではなく、むしろ脳内でまばらに散らばっていると考えられるため、

従来の手法では、その同定さえも極めて困難であるからである。しかし、私たちが開発した“任

意の時期に活動した神経細胞集団に選択的に任意の遺伝子操作を行うことが可能なトランス

ジェニックマウス”を用いれば、記憶の獲得（学習）時に活動した神経細胞集団の活動を選択

的に操作することが可能であり、行動実験により直接その記憶との因果関係を個体レベルで

検証することができる。このように、最先端のマウス遺伝学と行動心理学、イメージング等を組

み合わせた融合的研究により、記憶情報が脳内のどこで、どのように区別して表現されている

のか？という基本的重要問題の解明に取り組む。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

 任意の時期に活動した神経細胞集団に任意の遺伝子操作を行うことが可能な独自の遺伝

子改変マウスを用いることにより、恐怖条件付け学習時に活動した特定の神経細胞集団の活

動操作を行った。これらの神経細胞集団のシナプス伝達を遮断した状態で、文脈依存的恐怖

記憶の想起テストを行ったところ、障害が見られた。一方、学習後に記憶消去訓練を行い、見

かけ上の恐怖記憶が消えた状態で、学習時に活動した神経細胞集団の再活動を行ったとこ

ろ、条件刺激無しの状態でも恐怖記憶が人為的に再生されることを見出した。これらの結果

は、“記憶”と“学習時に活動した一部の特定神経細胞集団の活動”との間の因果関係（必要

性と十分性）を示すもので、目に見えない記憶の実体を実験的に示すことができた。 

 

（２）詳細 

 近年の最初期遺伝子の神経活動依存的な発現を利用した神経活動マッピングや、多電極

同時記録による in vivo 電気生理学的研究から間接的に、その神経活動が記憶と相関を示す

神経細胞集団が見出されつつある。しかし、これらの神経細胞集団が実際に記憶情報を表現



 

しているのかどうかを明らかにするために

は、その活動を選択的に抑制（もしくは賦活

化）することにより、実際の記憶の表出が抑

制（もしくは再生）されるかどうかの因果関

係を示す必要がある。しかし、従来の薬理

学的・組織傷害的手法では、標的の脳組織

内に存在する全ての細胞・回路に影響を与

えしまい、組織内に散在する一部の“記憶

痕跡細胞集団”の活動を選択的に操作する

ことは不可能である（図 1）。そこで、本研究

課題では、神経活動依存的に活動する最初期遺伝子の一つc-fos遺伝子のプロモーターとテ

トラサイクリン誘導発現系を用いた独自の遺伝子改変マウスのシステム（図２：Matsuo et al., 

Science 2008；Reijmers et al., Science 2007）を活用した。 

 

①テタヌス毒素（TeNT)を用いた記憶痕跡

細胞集団の活動遮断の解析 

 cfos-tTA マウスと、tetO プロモーターの

制御下で tetanus toxin light chain（TeNT）を

発現するトランスジェニックマウスを掛け合

わせたダブルトランスジェニック（Tg)マウス

の作製を行った。TeNT は神経活動依存的

な前シナプス末端からのシナプス伝達物質

放出に不可欠な VAMP2（synaptobrevin）を切断不活化することが知られている。そこで、

cfos-tTA x tetO-TeNT-GFPマウスを用いることにより、恐怖条件付け学習時に活動した神経

細胞集団のシナプス伝達を選択的かつ一時的に遮断し、その記憶の表出に与える影響を行

動学的に解析した（図３）。具体的には、Doxycycline（Dox)を含まない餌を与え始めて 3 日目

に恐怖条件付け学習訓練を行った。

TeNT mRNA に 対 す る in situ 

hybridization および GFP に対する免疫

組織化学染色の結果、海馬 CA1 領域、

歯状回、大脳皮質、扁桃体外側核にお

いて、〜５％の非常に疎らな発現が認

められた。また、神経細胞マーカーNeuN

や興奮性神経細胞マーカーCaMKIIαと

の二重染色の結果、ほぼ１００％の TeNT-GFP 陽性細胞が興奮性神経細胞であることを明ら

かにした。訓練とは無関係な神経活動による TeNT の発現誘導を防ぐために、訓練後は再び

Dox を含む餌を与えた。そこで、学習訓練の２４時間後に文脈依存的な恐怖記憶の想起テス

トを行ったところ、対照群のマウスに比べて有意に低い freezing（すくみ反応）を示すことを見

出した。しかし、学習時に誘導された TeNT 蛋白質が既に分解された２８日後に同様の想起テ

ストを行ったところ、対照群のマウスと同程度の顕著な freezing を示した。これらの結果は、学



 

習時に活動した神経細胞集団の活動を選択的に遮断することにより、記憶の想起が障害され

たことを示唆している。つまり、学習時に活動した神経細胞集団の活動が、その記憶の想起

に必要であるという因果必然性を示した（Matsuo, submitted）。 

 さらに、学習時に活動した神経細胞群のシナプス伝達が TeNT により阻害された状態で、再

学習訓練を行った。対照群の野生型マウスでは再学習による記憶の強化（freezing の増加）

が認められたが、Tg マウスでは freezing の増加が認められなかった。学習阻害の特異性を明

らかにするために、異なる文脈に対する恐怖条件付け学習を行い、記憶想起テストを行った

ところ、Tg マウスにおいても顕著な freezing を示したことから、特定の記憶情報を担う一部の

神経細胞集団の活動を選択的に遮断していることが示唆された。これらの結果は、特定の記

憶情報を担う神経細胞集団がいったん決定されて割り当てられると、その神経活動が障害さ

れても代わりの細胞集団に記憶情報が割り当てられるという補償機構が生じないことを示唆

する（Matsuo, submitted）。本研究により示唆される、同じ学習には優先的に同じ神経細胞集

団が使われるという頑固な機構の存在は、繰り返し学習による記憶の強化を担保する重要な

ものであると考えられる。 

 

②DREADD を用いた記憶痕跡細胞集団の人為的賦活化の解析 

 DREADD (Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drug）システムを利用する

ことにより、学習時に活動した神経細胞群の人為的な賦活化を行った。そのために、

cfos-tTA マウスと tetO-hM3Dq マウスを掛け合わせたダブル Tg マウスを作製した。このマウ

スを用いて、Dox 除去期間中に恐怖条件付け学習訓練を行った。この時に活動した神経細胞

細胞集団を hM3Dq により標識した後、条件付けを行った環境にマウスを繰り返し暴露するこ

とにより記憶の消去訓練を行った。その後、CNO（clozapine-N-oxide）を投与することにより、

hM3Dq 標識細胞集団の人為的な再活動を誘導した（図４）。その結果、対照群のマウスと比

べて顕著なすくみ反応を示すことを見出した。つまり、恐怖条件付け学習時に活動した特定細

胞集団を人為的に再活動させることにより、恐怖記憶を再生するのに十分であるという因果

十分性を実証した（Yoshii, Hosokawa & Matsuo, submitted）。また、恐怖記憶の痕跡は、ヒトの

PTSD（心的外傷後ストレス障

害）の治療モデルと知られる消

去訓練に耐性であり、忘れ去ら

れたかに見える恐怖記憶が実

際には脳内から消し去られた

訳では無いことを示唆する。 

 

３． 今後の展開 

本研究により、記憶という実体の見えないものを自然科学の言葉で扱うことができる基盤を

形成することができた。このことは、個々の記憶情報を担う細胞集団（の一部）を脳内で可視化し、

活動操作することが可能であることを意味する。今後は、これらの基盤に加えて、in vivo カルシ



 

ウムイメージング法なども組み合わせ、記憶痕跡細胞集団の特性を明らかにする研究を展開し

たい。例えば、無数に存在する神経細胞集団の中から、どのような仕組みによって、これらの一

部の特定の細胞集団が学習過程において選択され、特定の記憶情報が割り当てられるのか？

という問題。同一の脳領域内、もしくは複数の脳領域にまたがる cell assembly の相互作用の解

析も重要な研究となる。また、記憶は時間経過や様々な経験により変化するが、これらの神経基

盤と仕組みを明らかにしていきたい。記憶は私たちヒトの精神活動（心）の基盤とも言える重要な

生命機能である。記憶メカニズムの理解は将来的に“心”というものの科学的・物質的基盤の理

解の礎となることが期待される。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究により、申請時の目標であった、記憶という実体の曖昧な目に見えないものの物質

的基盤が脳内の特定の神経細胞群の活動にあることの因果関係を動物個体レベルで示すこ

とができた。更に、個々の記憶情報がどのように区別して脳内で表現されているのか？という

本研究課題に密接に付随した問題に関しても、記憶の汎化現象に着目して、独自の活動履歴

可視化マウスを活用した解析を行い、似た情報の想起の際に区別を行っている脳領域の同定

を行うことができた（Yokoyama & Matsuo, in revision）。当初の研究目標は競争に敗れたもの

の、責任著者である論文３報を投稿中・リバイス中であり（2014 年 11 月現在）、関連した共同

研究論文１本を Science 誌に公表できたことから、ほぼ達成できたと考えている。独自の遺伝

子改変マウスを利用した研究は、これまで進まなかった“個々の”記憶情報の操作、および動

作原理の解明という革新的な研究領域の開拓・進展に大きく貢献してきたと考えている。実際

に、私たちが開発したトランスジェニックマウスを利用した記憶痕跡や記憶操作に関する画期

的な成果が海外の有力研究室から次々と公表されている（Garner et al., Science 2012; Liu et 

al., Nature 2012; Ramirez et al., Science 2013; Redondo et al., Nature 2014 など）。このことは

同時に、国内外の有力研究グループとの厳しい競争となっていることを意味し、いかにして小

規模のグループで太刀打ちするのかの戦略を再考させられることとなった。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

先に開発した、任意の時期に活動した神経細胞集団に任意の遺伝子操作を行うことができる

遺伝子改変マウスを活用して、「記憶情報は協調的な活動により形成される複数の散在神経

細胞の機能的な集団により符号化されている」という cell assembly 仮説の実験的検証に意欲

的に挑戦したものである。TetＯプロモーターを利用してシナプス伝達を可逆的に遮断できる毒

素を薬物投与により発現するよう仕組んだ遺伝子改変マウスを作出して、状況空間を記憶させ

る恐怖刺激を与えたのちシナプス遮断を行うと記憶の想起が障害されること、遮断から回復す

る 1 ヵ月後に記憶想起も回復することを明らかにし、またその特異性も実証して、特定の記憶

情報を担う一部の神経細胞集団が存在することを示し得たことは大きい成果であり、課題の根

幹を達成したものである。世界的にも競争の激しいこの分野において小グループでこれを成し



 

遂げたことも注目される。今後は解剖学的解析も加えてこの記憶“痕跡” 細胞集団の実体と特

性を明らかにし、さらには複数の脳領域にまたがる記憶細胞集団の解析などから、記憶におけ

る各領域の機能とその制御の理解にも発展できればさらに大きな成果が期待できる。 
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研 究 報 告 書 

「シグナル分子の活性化観察と操作によるシナプス可塑性機構の解明」 

研究タイプ：通常型 

研究期間： 平成 23 年 10 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 村越 秀治 

  

１． 研究のねらい 

神経回路の形成・機能の基礎となるシナプス結合の可塑性は、シナプスの後端を形成する

スパイン内の情報伝達系によって制御されていると考えられる。しかしながら、スパイン内の

生化学反応システムについては、調べる方法論がないためにこれまで殆ど分かっていなかっ

た。本研究では、海馬組織深部神経細胞のスパイン内分子活性化を２光子蛍光寿命イメージ

ング顕微鏡法を用いて直接可視化する。このようにして、各種シグナル分子活性の時空間パ

ターンを調べることにより、シナプス可塑性を可能にするシグナル伝達システムを明らかにす

る。また、独自の光応答性シグナル分子を開発し応用することで、分子活性と機能の因果関

係にまで迫ることを目標とした。 

 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

本研究により、光照射によってシグナル分子活性を操作することができる光応答性分子の

新規開発に成功した。この分子を用いて、海馬神経細胞のシナプス可塑的変化惹起時の

CaMKII の役割を詳細に調べることにより、CaMKII が可塑的変化を誘起することが分かり、さ

らに活性化時間を光操作することで、表現型が変わることを見出した。一方で、分子活性化を

モニターするための新規蛍光分子やシグナル分子プローブの開発にも成功しており、今後の

２光子蛍光寿命イメージング顕微鏡法を用いた分子活性化イメージングを高精度・低毒性で

行うことができるようになっただけでなく、in vivo イメージングへの応用の足掛かりができた。 

（２）詳細 

研究テーマ１「光応答性 CaMKII 阻害分子の開発」 

シナプス結合の可塑性は、学習や記憶の最小単位と考えられている重要な細胞現象であ

る。中枢神経系の興奮性シナプスにおいて、後シナプスは、マッシュルームのような形をした

直径０．５マイクロメートル程度の突起になっており、この構造をスパイン（棘突起）と呼ぶ。記

憶学習の基盤となるシナプス可塑性は、スパイン内部の分子によるシグナル伝達によって発

生すると考えられている。これまでに、スパイン構造が情報伝達タンパク質の局在や活性化を

制御するうえで重要であると考えられており、実際にシナプス結合の増強や減弱に伴って、ス

パインの大きさも増大、縮小することが知られている。しかしながらどのような分子メカニズム

によってこのような形態変化が起こっているのかは殆ど分かっていない。本研究では、Rho 

GTPase やアクチンを制御することでシナプスの可塑性にとって重要な役割を果たしていると

考えられる CaMKII に着目し、CaMKII の活性化を光照射によって制御することができる分子を



 

開発し、これを用いてシナプス可塑性発現に対する CaMKII の役割を調べた。 

 

１）遺伝子工学を用いた光活性型 CaMKII 阻害分子の開発 

 CaMKII の活性を制御できるようにするため、植物の光受容タンパク質キナーゼである

Phototropin1 の LOV2 ドメインを用いた。LOV2 ドメインは青色光照射によって、その分子構造

が可逆的に変化する。本研究では、CaMKII の阻害ペプチドである AIP2 に LOV2 を遺伝子工

学 的 に 融 合 さ せ 、 光 照 射 依 存 的 に AIP2 の 活 性 が 変 化 す る よ う に し 、 paAIP2

（photo-activatable AIP2）と名付けた（図 1A）。光照射依存的な paAIP2 の CaMKII への結合の

タイムコースを詳細に調べるために、GFP を融合させた CaMKII と RFP を融合させた paAIP2

を HeLa 細胞に発現させ、蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を２光子蛍光寿命イメージング顕

微鏡により観察したところ、paAIP2 の CaMKII

への結合が青色光照射後 30 秒以内に見られ

た（図 1B）。CaMKII に結合しない AIP2 の変異

体（R5AR6A）では光照射を行っても結合は見

られなかった（data not shown）。このことは光

照射依存的にAIP2のCaMKIIへの結合が起こ

っていることを示している。 

 

２）paAIP2 によるスパイン可塑的変化の阻害 

 次に光照射による CaMKII 阻害がケイジドグ

ルタミン酸刺激により誘起されるスパイン体積の可塑的な変化を阻害するかどうかを調べた。

まず、海馬スライスの CA1 領域にある神経細胞に遺伝子銃を用いて GFP と paAIP2 を発現さ

せた。ケイジドグルタミン酸による 2 光子単一スパイン刺激（0.5 Hz で 30 パルス）を行ったとこ

ろスパイン体積は一過的に３倍程度増大した後、収縮し、刺激前よりも 2 倍程度の体積の状

態を 20 分以上持続していた（図 2）。次に、スパイン体積の可塑的な変化を引き起こすのに必

要な CaMKII 活性化の時間領域を調べるためにグルタミン酸によるスパイン刺激と青色光照

射のタイミングを少しずつずらし

ながら実験を行った（図２）。グ

ルタミン酸刺激と青色光照射の

タイミングを完全にオーバーラッ

プさせた場合には、スパイン体

積変化がほぼ完全に抑制され

た。次に、刺激と青色光照射の

タイミングを 10 秒、30 秒、60 秒

とずらしていったところ、Tshift が 30 秒のときに一過的な体積変化が回復し、Tshift が 60 秒

で一過的な変化と持続的な変化が両方とも回復した。この結果は CaMKII は可塑的変化初期

の段階で重要であることを示唆している。 

 

研究テーマ２「新規 CaMKII FRET センサーの開発」 

 現在のところ、組織深部のシナプス内でタンパク質分子の活性化や分子間相互作用を直接



 

観察する最も有力な方法は2光子蛍光寿命イメージング法によって蛍光共鳴エネルギー移動

（FRET）を観察することである。すなわち、興味のあるシグナル分子に２種類の蛍光タンパク

質分子を融合させることで FRET センサーを作製し、細胞に発現させ、FRET を観察することに

よって分子の構造変化を可視化する。当然ながら、高感度な FRET センサーを用いれば精度

の高い計測ができるため、これまでに様々な蛍光タンパク質の組み合わせやリンカー配列の

最適化が試されてきた。しかしながら、シグナル分子自体に変異を導入し FRET センサーのフ

ォールディング効率を高める試みはなされてこなかった。そこで本研究では、CaMKII の結合ド

メインに着目し、エラー誘発 PCR によって下流の蛍光分子のフォールディング効率を高める

変異体を作製した。これによって従来の FRET センサーと比べて個々の細胞のシグナルのバ

ラツキを大きく減少させるとともに発現パターンも改善することに成功した。 

 

１）ランダム変異導入による高感度 CaMKII FRET センサーの作製 

 CaMKII 自身に変異を導入し、下流の蛍光タンパク

質のフォールディング効率を上昇させることによっ

て、CaMKII FRET センサーを高感度化することを目的

とした。このために、CaMKII の結合領域をエラー誘発

PCR によって増幅し、大腸菌ベクターに導入し大腸

菌をトランスフォーメーションすることでライブラリーを

作製した（図３）。ここから明るい赤色コロニーをピック

アップしシークエンスすることによって、結合領域に４

つの変異を同定した。 

 
２）高精度 CaMKII FRET センサーによる活性化イメージング 

 同定した４つの変異を CaMKII FRET センサーに導入し、感度が上昇しているかどうかをテス

トした（図４）。FRET センサーを HeLa 細胞に発現させ、イオノフォアにより細胞内への Ca2+流

入を引き起こす。これによって活性化した Calmodulin の結合により、CaMKII は活性化する（図

４A）。これを２光子蛍光寿命イメージング顕微鏡により観察することによって感度が上昇して

いるかどうかを調べた。この細胞での CaMKII 活性化を観察し、そのタイムコースを調べたとこ

ろ、オリジナルの FRET センサー（図４C）と比べて、変異体の方（図４D）は、平均としては感度

は上昇していなかったが、反応のバラツキが明らかに小さくなっていた。すなわち、細胞の反

応を極めて高精度に測定することが可能になったと考えられる。反応のバラツキが小さくなっ

た原因はおそらく、CaMKII の結合ドメインに変異を導入したことによる下流の蛍光タンパク質

（sREACh）のフォールディング効率の上昇によるものであると考えられるが、詳細は今のとこ

ろ不明である。 

 

 

 



 

 

FRET センサーの変異体を神経細胞に導入しケイジド

グルタミン酸による単一スパイン刺激を行ったところ、

刺激したスパイン内で CaMKII の活性化が観察され、

スパイン体積の増大も観察された（図５）。このことは

本研究で作製した FRET センサーが神経細胞の微小

コンパートメント内にも適用可能であることを示してい

る。さらに、細胞毎の反応を高精度に捉えることがで

きるので in vivo における多細胞の同時観察にも使用

し易い。 

ここで用いた方法は CaMKII の FRET センサーだけ

でなく、様々な FRET センサーにも適用可能である。 

 

３． 今後の展開 

 本研究で、CaMKII 活性を光操作することが可能な分子を開発することに成功した。また、分子

活性を高精度でモニターするための蛍光タンパク質やシグナル分子プローブの開発にも成功し

た。これらの光ツールは、生きた個体動物への応用も可能なものであり、今後、記憶・学習とシナ

プス状態の機能連関を明らかにしていきたいと考えている。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

神経細胞シナプス内でシグナル分子活性を高時間分解能で光操作することに成功した。すな

わち、植物タンパク質である Phototropin1 の LOV2 ドメインを用いることで CaMKII 活性を光操作

することが可能な分子の開発に成功した。さらにこの分子をシナプス可塑性機構の研究に応用

することで、CaMKII がスパイン体積増大の初期過程でのみ重要であること、また、CaMKII 活性

化が変化の惹起に十分であることを見出した。これらの結果は、細胞内シグナル分子を直接活

性化し、その細胞応答を計測するという新しいアプローチの確立に繋がるだけでなく、生きた個

体動物への応用にも有用であると考えられる。また、一方で、分子活性化をモニターするための

新規蛍光分子やシグナル分子プローブの開発にも成功しており、今後の２光子蛍光寿命イメー

ジング顕微鏡法を用いた分子活性化の高感度イメージングや In vivo イメージング等を高感度・

低毒性で行うための足掛かりができた。これらの結果はさきがけ研究の開始時より、実験装置

が全くない状態から自作 2 光子蛍光寿命イメージング顕微鏡の構築を含む様々な工夫、試行錯

誤の結果である。 



 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

脳の大型神経細胞の樹状突起にはシナプスを受ける小突起があり、このスパインは機能的にも

形態的にも可塑性を示し、これがシナプス機能の調整に重要であると考えられている。本研究は、

特にこのスパイン内で Rho GTPase やアクチンを制御してシグナル伝達の鍵を握るプロテインキ

ナーゼ CaMKII に着目し、CaMKII の活性化を光照射によって制御することができる蛋白性分子を

作出して、シナプス可塑性を局所的に操作する分子活性化イメージングを開拓しようとするもの

である。実際に植物由来の LOV2 ドメインを利用した光活性型 CaMKII 阻害分子 paAIP2 の作出

に成功し、スパイン可塑性の特性を解析した。さらに蛍光共鳴エネルギー移動を利用した

CaMKII FRET センサーを作成し改良を重ねて高感度高精度低毒性の活性化イメージングにも成

功している。これらは本課題の根幹的技術開発を達成したものである。これらのツールを用いて

培養細胞におけるスパインの形態的可塑性の特性を解析したが、今後は他にも開発している分

子なども合わせて生体内でのイメージングに発展させ、国際的にも注目される成果が十分に期

待できる。 
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研 究 報 告 書 
「中枢シナプスオーガナイザーによる標的認識と特異的シナプス形成

の調節機構の解明」 
研究タイプ：通常型 
研究期間： 平成 23 年 10 月～平成 27 年 3 月 
研 究 者： 吉田 知之 

  
１． 研究のねらい 

私達の脳機能発現の基盤となる神経細胞ネットワークの形成と再編は発達期及び記憶学

習の際に起こる極めて重要なイベントの１つである。神経細胞ネットワークの形成の一端はシ

ナプスオーガナイザーと呼ばれるシナプス前終末と後終末の分化誘導能を持つ一部の細胞

接着分子や受容体分子群が担うと考えられている。多様なシナプス結合の特異性を保証する

ためには様々な脳部位、層構造、神経回路もしくは神経細胞種特異的な標的認識分子と共役

してシナプスオーガナイザーが機能する必要があるが、これまでに報告されているシナプスオ

ーガナイザーは高々10 種類ほどである。どのようにしてこれらの限られたシナプスオーガナイ

ザーによってシナプスの特異性が維持され、多様でかつ整然としたシナプスの形成が進めら

れるのかは全くわかっていない。また、一方で、複数のシナプスオーガナイザーの組み合わせ

による調節や機能補完などシナプスオーガナイザー間の相互作用も特異的シナプス形成に重

要と考えられる。本研究では多様な中枢シナプス結合の特異性を保証するプロテインコードと

してのシナプスオーガナイザーの機能解明とシナプスオーガナイザー間の相互作用によるシ

ナプス形成の調節原理の解明を目指した。 
  

２． 研究成果 
（１）概要 
 シナプス形成は軸索終末及び樹状突起に存在するシナプスオーガナイザー分子の活性化

によって開始されることが知られている。私たちの同定したシナプス前部オーガナイザー、

PTPδは、その細胞外領域イムノグロブリン様（Ig）ドメイン内に２カ所のスプライスサイトを持

ち、それぞれに挿入されるペプチドの種類と組み合わせによって多様なスプライスバリアント

を創出することを見出した。これらの PTPδスプライスバリアントはそれぞれ興奮性および抑

制性シナプスの誘導特性が異なり、それぞれに特異的なリガンド分子を持つことを明らかにし

た。 PTPδリガンドは PTPδスプライスバリアント特異的なものと非特異的なものに大別さ

れ、前者はいずれもシナプスオーガナイザー能を有していた。このことから PTPδの細胞外

領域 Ig ドメインは標的選別とシナプス誘導シグナルの惹起双方に重要な役割を担い、その多

様なスプライスバリアントに対応したリガンドを介して標的依存的なシナプス形成を保証してい

る可能性が示唆された。 
 シナプス前部オーガナイザーは Neurexin (NRXN)及び 2A 型受容体チロシン脱リン酸化

酵素(2A 型 RPTP: LAR, PTPδ, PTPσ)がその主要なものとして報告されている。PTPδ

遺伝子欠損マウス由来神経細胞においては NRXN を介するシナプス誘導能が促進されてお

り、逆に PTPδを強制発現させた神経細胞では NRXN を介するシナプス誘導能が低下して



 

いたことから NRXN 及び 2A 型 RPTP は互いにバランス関係を保ち、シナプス形成を調節す

ることが明らかとなった。このシナプスオーガナイザー間の抑制には PTPδの細胞内ドメイン

が不可欠であった。異なるシナプスオーガナイザー間の抑制は細胞もしくはシナプスごとに主

要なシナプスオーガナイザーを決定し、混線を防ぐことに寄与すると推測された。 
 
（２）詳細 
PTPδ のスプライス多様性による特異的シナプス結合の創出機構 
1) PTPδ スプライスバリアント特異的リガンドの同定 
PTPδの細胞外領域 Ig 様ドメイン内には２カ所のスプライスサイト（A site, B site）があり、A 
site トには３，６、もしくは９アミノ酸よりなるミニエクソン(me) A ペプチドが、一方 B site には４

アミノ酸よりなる me B ペプチドが挿入されることによって少なくとも８種類のプライスバリアント

が作られる(図 1)。研究当初に既に同定していた IL1RAPL1 はこのうち A、B site にそれぞ

れ 9 及び 4 アミノ酸の挿入のあるバリアント(以後このバリアントを PTPδと表記)に最も良く

結合した。IL1RAPL1 によ

るシナプス前終末誘導は

PTPδ遺伝子欠損マウス

由来神経細胞に対しては

完全に消失した。一方、

PTPδによるシナプス後終

末誘導能は IL1RAPL1 遺

伝子欠損マウス由来神経

細胞でも半分程度維持さ

れ た こ と か ら (Yasumura 
et al., 2014)、IL1RAPL1 以外に PTPδによるシナプス後部誘導を担うオーガナイザーが存

在することが示唆された。そこで構造上 IL1RAPL1 の分類される IL-1 受容体ファミリー分子

を候補としてシナプス誘導能及び PTPδ結合能のスクリーニングを行った。これまでに報告さ

れている９つの IL-1 受容体ファミリー分子のうち Interleukin-1 receptor accessory protein 
(IL-1RAcP)と IL1RAPL2 にシナプス前終末誘導活性があることを見出した(Yoshida et al., 
2012)。IL-1RAcP は meB ペプチドの挿入を持つ PTPδスプライスバリアントに選択的なリガ

ンドであった。また、PTPδによるシナプス誘導能は IL1RAPL1 及び IL-1RAcP ダブルノック

アウトマウス由来神経細胞に対して 25%程度まで減少したことから、PTPδによるシナプス後

部誘導の際には IL1RAPL1, IL-1RAcP がリガンドとして主要な役割を担うことが明らかとな

った。meA, meB の挿入の有無によって生じるいずれの PTPδスプライスバリアントにもシナ

プス後部誘導能が認められた。B site への挿入の有無は興奮性・抑制性いずれのシナプス

を誘導するかに寄与し、A site へのペプチドの挿入は誘導能の大きさに影響を与えることが

明らかとなった。これらのバリアントによるシナプス後部誘導時のリガンドを系統的に単離する

ために、細胞外領域組換えタンパク質をコートした磁気ビーズを作製した。これらのビーズを

神経細胞と共培養し、シナプス後部を誘導した際に架橋試薬によって磁気ビーズから神経細

胞膜表面の PTPδリガンドまでのシナプス形成複合体を架橋、単離し、質量分析によりリガ

 



 

ンド候補分子を同定した。種々の結合

解析によって既知の分子を含めて９種

類の PTPδリガンドを同定した。これ

らはドメイン構造上極めて多様なもの

であった。これらのうち４種類は特定

のスプライスバリアントに選択的な結

合特性を示し、残りはいずれのスプラ

イスバリアントにも結合した。特定のス

プライスバリアントに選択的な結合特

性を示したリガンドはいずれも神経細

胞−線維芽細胞共培養系でシナプス

前終末を誘導するシナプスオーガナイ

ザーであることが判った。一方、顕著なスプライスバリアント特異性を持たない PTPδリガンド

にはシナプスオーガナイザー能は認められなかった。このことから PTPδの細胞外領域 Ig ド

メインは標的選別とシナプス誘導シグナルの惹起双方に重要な役割を担うことが示唆された

(図２)。一方、シナプス誘導能を持たないリガンドについては今後の機能解析が必要である。  
 
2) PTPδ スプライスバリアント及びスプライスバリアント特異的リガンドの発現回路の同定 
PTPδ スプライスバリアントを発現する神経細胞及びシナプスを検出する目的で meA, meB
ペプチドの挿入の有無を特異的に認識する抗体の作出を試みた。これまでのところ組織染色

に使用可能な抗体は得られていない。そのため PTPδ スプライスバリアントとその特異的リガ

ンドがシナプス前終末，後終末の対応関係で発現する神経回路の同定には至っていない。 
 
3) me A 及び me B ペプチドの持つプロテインコードの構造生物学的基盤 
IL1RAPL1, IL-1RAcP, PTPδ の細胞外

領域の組換えタンパク質を哺乳類細胞より

大量に発現・精製し、PTPδ-IL1RAPL1 複

合体、PTPδ-IL-1RAcP 複合体結晶のスク

リーニング、X 線結晶構造解析を行った。

それぞれの複合体について 4.4Å、3.3Å

の分解能で構造決定した。これらの複合体

においては IL1RAPL1,IL-1RAcP の１番

目の Ig ドメイン（IgD1）を PTPδ の IgD2 と

IgD3 が挟み込む形で結合し、PTPδIgD2
内に存在する meA は結合面に存在した。

一方、PTPδ の IgD2 と IgD3 のヒンジに存

在する meB は IL1RAPL1,IL-1RAcP の

IgD1 を挟み込むためのリンカーとして機

能することが示唆された(図３)。複合体構

 

 



 

造モデルから推定される結合面に存在し、水素結合、疎水性相互作用に寄与するアミノ酸残

基をアラニンに置換した変異体はいずれも複合体の形成とシナプス誘導に顕著な影響を与え

たため、複合体構造モデルの妥当性が検証された。構造科学的解析からも PTPδの細胞外

領域 Ig ドメインは標的選別とシナプス誘導シグナルの惹起双方に不可欠であることが示され

た。 
 
異なるシナプスオーガナイザーシグナルの相互作用によるシナプス形成調節の分子機構 
シナプスオーガナイザーは NRXN/NRXN リガンド及び 2A 型 RPTP/2A 型 RPTP リガンド

に大別される。2A 型 RPTP の１つ PTPδ 遺伝子欠損マウス由来神経細胞では NLGN によ

るシナプス誘導が亢進することから、通常は PTPδ が NRXN によるシナプス形成シグナルを

抑制していることが明らかになった。更に PTPδ を強制発現させた神経細胞においては

NRXN を介するシナプス誘導が全く起こらないことが分かった。このことは複数のシナプスオ

ーガナイザーの中で細胞ごと、もしくはシナプスごとに特定のシナプスオーガナイザーが働く

と、他のシナプスオーガナイザーが抑制されるような排他的な制御があることを示唆する。 
 PTPδ 遺伝子欠損神経細胞に対する種々の NRXN リガンド及び 2A 型 RPTP リガンドを用

いたシナプス誘導能の比較から、PTPδ による他のシナプスオーガナイザーシグナルの抑制

範囲は NRXN 系に限局されることが明らかになった。 
 この PTPδ による NRXN 系の抑制が PTPδ 欠損神経細胞における NRXN 分子の転写レ

ベル、翻訳レベル、翻訳後の修飾のいずれの段階の相互作用に起因するのかを調べた。そ

の結果、NRXN1,2,3 いずれの mRNA 発現量、タンパク質発現量（脳全体とシナプトソ−ム分

画）共に野生型、PTPδ 欠損細胞の間に差は認められなかった。また、NRXN の下流でシナ

プス前終末の誘導に関与すると考えられる CASK, Mint1, Syntenin 等の mRNA 発現量に

も差は認められなかった。 
 PTPδ欠損神経細胞に

おける IL1RAPL1 による

シナプス前終末誘導能の

欠損とNRXN-NLGN シグ

ナルの増強は PTPδを遺

伝子導入することでレスキ

ューされたが、細胞内領域

D2 ドメインを欠く PTPδ変

異体ではレスキュー出来な

いことから、このドメインが

シ ナ プ ス 前 終 末 誘 導 と

NRXN 抑制に関わること

が明らかとなった (図４ )。
IL1RAPL1 ビーズによっ

て PTPδ を介して人工的に

シナプス前終末を誘導した際に細胞膜透過性架橋試薬を投与し、PTPδD2 ドメインを介する

NRXN 抑制シグナル分子を架橋し、芋蔓式にシグナル分子を単離する方法を開発した。この

 



 

方法で単離した分子の 1/3 は直接 PTPδD2 ドメインに結合した。現在これらの分子について

NRXN シグナルの抑制に関わるか否かについて解析中である。 
 異なるシナプスオーガナイザー間の排他的相互作用は細胞もしくはシナプスごとに主要なシ

ナプスオーガナイザーを決定し、混線を防ぐことに寄与する可能性が考えられる。 
 

３． 今後の展開 
 本研究ではシナプスオーガナイザーのスクリーニングを通して、シナプス前部オーガナイザー

PTPδ はスプライシングによって多様性を増やし、スプライスバリアントに厳密に対応した構造上

多様なリガンドがシナプス後部オーガナイザーとして機能することを明らかにした。このことはシ

ナプスオーガナイザーがシナプス誘導に関わるだけでなく標的選別にも関わることを示唆するも

のである。これらのシナプスオーガナイザーセットが個体内でどのように使い分けられ、多様なシ

ナプス形成を調節するかを理解することが今後の課題の１つである。そのためには PTPδ スプラ

イスバリアント発現の可視化、特定のスプライスバリアント欠損マウスの作出などの新たな研究

ツールの作出が不可欠である。また、本研究から見出した異なるシナプスオーガナイザー間の

抑制的な相互作用によるシナプス形成調節の生理的意義について回路、個体レベルでの解析

を今後進めていきたい。 
 シナプスの形成と再編は発達期のみならず成体脳でも引き続き起きており、記憶・学習成立の

重要ステップの１つと考えられている。実際に私たちの作出したシナプスオーガナイザー欠損マ

ウスでは発達期のシナプス形成の遅れの他に遠隔記憶形成の顕著な障害が認められた。今後、

シナプスオーガナイザー活性化機構の理解と活性化神経回路の同定を通して、記憶回路痕跡

や記憶回路の遷移機構の解明へ向けた研究へと発展させたい。 
 

４． 評価 
（１）自己評価 

（研究者） 
 本研究課題の PTPδ スプライスバリアント特異的リガンドの同定（新規シナプスオーガナイザー

の単離）、シナプス誘導の細胞内シグナル分子の単離、異なるシナプスオーガナイザーシグナル

のクロストークに関わるシグナル分子の単離、PTPδ スプライスバリアント/meA, meB による標

的認識の構造学的解析については予定通りに研究が進行し、当初の目標を達成した。中でも系

統的な PTPδ のリガンドスクリーンから、スプライスバリアント特異的リガンドのみがシナプスオー

ガナイザー活性を持つことを見出したことは概念的に重要な発見であった。従来より、「標的認識

分子群による標的選別の後にシナプスオーガナイザーが働き、シナプス形成へと移行する」と考

えられていたが、シナプスオーガナイザー自体が標的認識を担う可能性が強く示唆された。さら

に PTPδ-IL1RAPL1 複合体の構造解析から 2A 型 PTP の Ig ドメインがリガンド結合とシナプ

ス誘導双方の責任ドメインであることが明らかとなり、標的認識とシナプス誘導は切り離せないこ

とが構造科学的にもサポートされた。構造科学的手法を取り入れたことが本研究の進展に大きく

寄与したと言える。 
 一方、PTPδ スプライスバリアント発現回路の同定、脳内シナプス形成における PTPδ スプライ

スバリアントの意義については本研究期間にまとまった成果を得ることが出来なかった。特異的

抗体の作出や単一神経細胞での発現解析など従来法でのスプライスバリアント発現の検出が



 

難しく、今後は遺伝子改変マウス等の作出によりスプライスバリアント発現を可視化するなどの

新しい方法論の確立が必要である。 
 本研究遂行にあたり開発した人工的シナプス誘導系を用いたシナプス機能分子の解析法

は、これまでに機能解析の困難であった脳内の多様なシナプス結合を単純系に落とし込み、

均質なシナプスにおいて、機能分子の時空間的な挙動や機能を網羅的に解析することを可

能にした。更に、従来の生化学的な分画法では不可能であったシナプス前部と後部の構成

因子を別個に単離することを可能にした。同様の方法論はシナプス機能に限らず、様々な

機能分子の探索において有効と考えられる。 
 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 
（研究総括） 

神経結合の特異性の分子的基盤は Sperry の chemoaffinity 説以来半世紀以上にわたる神経

科学の重要問題であるが、この間にガイダンス分子や接着分子が多数同定されたにも拘わら

ずシナプスにおける分子メカニズムは解明からほど遠い。本研究は、先にゼブラフィッシュ胚で

シナプス形成促進因子のスクリーニングにより IL1RAPL1 や PTPδなどを見出していたことに

基づき、これらのシナプスオーガナイザー分子の構造、特にスプライスバリアントの結合特異性

における意義に着目して、巧みな実験系を工夫して IL1RAPL1―PTPδ系の機能に深く詳細な

解析を加え、さらにこの結合系と NRXN-NLGN 結合系の間の抑制関係の発見とその解析を行

ったものである。これらの成果により、シナプス結合特異性の分子メカニズムの様相の主たる

特徴が明らかになり、この問題への方法論のモデルとなるばかりでなく、今後の組織学的ある

いは行動学的生理学的展開や、神経回路の維持調整メカニズムや神経疾患の研究に新たな

見通しを提示した意義も大きい。 
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