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研究成果の概要（和文）：脳の発達期には、一度作られたシナプス回路が再編成される。

この過程がどのように進行するのかを細胞レベルで明らかにするためには、新たな方法

の開発が必要となる。本研究では、シナプス回路の再編成の過程をリアルタイムで観察

するために、３種類の色の蛍光タンパク質(緑色蛍光タンパク質GFPなど)による細胞の
標識方法とリアルタイムイメージング方法の開発を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：During	 brain	 development,	 immature	 redundant	 neural	 
circuitry	 is	 refined	 into	 functionally	 mature	 versions	 through	 the	 process	 known	 
as	 “synapse	 elimination”.	 However,	 how	 synapse	 elimination	 proceeds	 is	 largely	 
unknown.	 In	 this	 study,	 we	 have	 developed	 the	 method	 for	 multi-color	 labeling	 
of	 cells	 and	 synapses	 by	 various	 fluorescent	 proteins	 like	 green	 fluorescent	 
protein(GFP),	 and	 real-time	 imaging	 of	 these	 cells	 and	 synapses.	 
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１．研究開始当初の背景 
幼若期の神経細胞は機能的に未熟なシナ
プスを過剰に形成しているが、生後発達
に伴い機能的に必要なシナプスは強化さ
れ、不要なシナプスは弱化・除去され(シ
ナプス刈り込み)、成熟した神経回路が形
成される。これは発達期の動物の神経系
において一般的にみられる現象であると
考えられているが、この過程に関与する
多数の神経細胞、軸索、グリア細胞及び
シナプスが経時的にどのような構造変化
をし、シナプスが刈り込まれるのか、特

に中枢神経系に関してはほとんどわかっ
ていない。	 
	 中枢神経系シナプスの刈り込みのメカ
ニズムを解明するために、最も適したモ
デル系として、小脳の登上線維̶プルキン
エ 細 胞シナプスの系がある (Cell	 
83:1223-1231,	 1995;	 ibid	 83:	 
1233-1242,	 1995;	 Neuron	 18:	 71-79,	 
1997;	 PNAS	 94:	 14089-14094,	 1997;	 
ibid	 95:	 15724-15729,	 1998;	 Neuron	 
38:	 785-796,	 2003;	 PNAS	 102:	 
19180-19185,	 2005;	 Neuron	 63:106-118,	 
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2009 など)。成熟動物のプルキンエ細胞
は１本の登上線維による興奮性シナプス
入力を受けている(単一支配)が、発達初
期には複数の登上線維により支配されて
いる(多重支配)。発達が進むにつれ過剰
な登上線維シナプスが除去され、マウス
では生後 3 週までに単一支配になる。従
来、この機構解明へのアプローチとして、
急性スライスを用いた電気生理学や固定
標本を用いた免疫組織化学により解析さ
れてきた。しかし、急性スライスや固定
された標本では発達のある時点の状態を
解析できるが、連続した経時的変化を捉
えることはできず、その時点で細胞やシ
ナプスがどういった挙動をしているのか
も不明である。	 
	 
２．研究の目的	 
最近申請者は、in	 vivo と比べて遺伝

子操作および形態観察がはるかに容易な
登上線維̶プルキンエ細胞シナプスの選
択的強化・除去を再現した in	 vitro小脳
延髄共培養系を確立している(Uesakaら、
JNS、2012)。この標本を用いれば、登上
線維‐プルキンエ細胞シナプスを構成す
る複数の細胞や線維、シナプスを多数の
色により区別して標識することが可能で
ある。本研究では、小脳登上線維‐プル
キンエ細胞シナプスの生後発達を対象と
し、申請者が新たに開発した小脳・延髄
の in	 vitro共培養系や生きた動物の脳内
を直接観察する系において、発達期の小
脳の中で登上線維がどのように刈り込ま
れるのかをリアルタイムで観察し、その
細胞機構の解明を目指した。	 
	 	 このために、まず、生きた標本でプ

ルキンエ細胞・登上線維とそのシナプス

を特異的に染色標識する方法の確立を目

指した。その上で、細胞やシナプスを別々

の色で区別して標識する方法を確立し、

これらの動態をリアルタイムで長期観察

する。そのために、以下３点を達成する

ことを目的に研究を行った。	 

①	 目的のシナプスを構成する細胞およ

び線維を特異的に標識する方法の確立。	 

②	 複数の細胞や線維を別々の色で区別

して標識する方法の確立。	 

③	 複数の細胞やシナプスの長期的なリ

アルタイムイメージング。	 

	 
３．研究の方法	 

① 	 目的のシナプスを構成する細胞

および線維を特異的に標識する方法

の確立。:	 	 	 

後シナプス細胞のプルキンエ細胞や、シ
ナプスに隣接するグリア細胞に特異的に
蛍光タンパク遺伝子を発現させるために、
小脳においてプルキンエ細胞あるいはグ
リア細胞特異的に働くプロモーター(L7
遺伝子、GFAP 遺伝子のプロモーター:	 Eur	 
J	 Neurosci	 14,	 57-63,	 2001;	 Takayama
ら、Neurosci	 Lett	 443,	 7-11,	 2008)の
下流に蛍光タンパク遺伝子を挿入したウ
イルスベクターを小脳に注入する。すで
に申請者の研究室で、蛍光タンパク遺
伝子をプルキンエ細胞に特異的に発
現させ、その細胞体や樹状突起を観察
することに成功している。前シナプス
である登上線維についても、本幹、分枝、
シナプス前終末を蛍光タンパク発現によ
り可視化する。現在までに、下オリー
ブ核細胞を含む培養延髄細胞に蛍光
タンパク発現プラスミドベクターを
局所的エレクトロポレーション法、あ
るいは蛍光タンパク発現ウイルスベ
クターを局所的に注入することによ
り、３色の蛍光タンパクを多数の細胞
および線維に発現させ、細胞体から軸
索終末まで別々の色で区別して可視
化することができている。しかしなが
ら、上記の方法では、下オリーブ核細胞
以外の延髄細胞にも遺伝子が導入されて
しまい、登上線維のみを観察するのは困
難であった。この問題を解決するために、
申請者らは２つの方法を進める。第一は、
延髄において下オリーブ核細胞特異的に
Cre リコンビナーゼを発現するトランス
ジェニックマウスの延髄を使用し、Cre

依存的蛍光タンパク発現ベクターをその
延髄に注入して下オリーブ核細胞特異的
に蛍光タンパクを発現させる方法である。
図１に示すように、Cre 依存的蛍光タン
パク発現ベクターでは、逆方向に挿入し
た蛍光タンパク遺伝子を 2 種類の lox 配



 

 

列で挟み、Cre が存在する細胞のみで蛍
光タンパク遺伝子が順方向に転換され発
現することができる。すでに申請者ら
は、Cre 依存的蛍光タンパク発現ベク
ターが Cre 発現細胞で特異的に働く
ことを確認している。また、下オリー
ブ核細胞特異的に Cre リコンビナー
ゼを発現するトランスジェニックマ
ウスも使用可能な状態である。第二の
方法は、第一の Cre 依存的蛍光タンパク
発現ベクターをさらに応用したものであ
る。小麦胚芽アグルチニン(WGA)は、経シ
ナプス的に神経細胞間を移動することが
でき、神経回路のトレーサーとして使わ
れてきた(Yoshihara ら、Neuron	 22:33-41,	 
1999)。この性質に着目し、WGA と Cre の
融合タンパク	 (WGA-Cre)と赤色蛍光タン
パクである tdTomato とをウイルスベク
ターを用いて小脳プルキンエ細胞に特異
的に発現させ、WGA-Cre を経シナプス的
に登上線維に取り込ませ、下オリーブ核
細胞の細胞体まで運搬させる(図２)。	 

② 	 複数の細胞や線維を別々の色で

区別して標識する方法の確立:	 	 

①で確立した方法を用い、細胞や線維を

別々の色で区別して標識する方法として

２つの方法を試みる。第一は、３種類の

Cre依存的蛍光タンパク発現ベクター（例

えば青:Cerulean,	 緑:EYFP,	 

赤:tdTomato）を混合し延髄細胞に導入す

ることで、下オリーブ核細胞特異的に

様々な色の蛍光タンパクが発現し、その

結果登上線維のみが様々な色で標識され

る。ただしこの方法では、レンチウイル

スベクターは概ね１コピーの遺伝子導入

であるため、大部分の登上線維は青、緑、

赤のいずれか単色で標識され、混合色で

標識される登上線維は少ないと考えられ

る。三原色の加法混色で様々な色を作る

テレビモニターのように、３色の蛍光タ

ンパクの発現の組み合わせで様々な色に

個々の細胞や線維を標識できれば、細胞

や線維、シナプスの識別がより容易にな

ると考えられる(Livetら、Nature	 450:	 

56-62,	 2007)。そこで、第二の方法とし

て、図3に示すような改良型Brainbowベク

ターを用いる。Livetらが作成した構造と

の最大の違いは、蛍光タンパク遺伝子の

上流に終止コドンを含む配列（STOP配列）

を挿入していることである。このベクタ

ーを延髄細胞に導入すると、Cre活性を有

しない細胞ではSTOP配列により何れの蛍

光タンパクも発現しない。一方、Cre活性

を有する下オリーブ核細胞では、lox511、

lox2272、loxPの何れかが認識され、STOP

配列を含むその間の配列が飛ばされる。

これにより、３種類の蛍光タンパクの中

で１つの蛍光タンパクがランダムにそれ

ぞれの細胞で発現するようになる。この

蛍光タンパクとloxによる配列を２コピ

ー用意すれば、６種類の色を作製でき、

さらにコピー数を増やせばそれだけ組み

合わせによる色の種類は多数になる。こ

のようにして様々な組み合わせで蛍光タ

ンパクが発現できるようにし、生きた標

本において多数の色で複数の細胞やシナ

プスを標識し、可視化する。	 

	 

③ 	 複数の細胞やシナプスの長期的

なリアルタイムイメージング：	 	 

顕微鏡下で１週間以上培養しながら、リ

アルタイムで細胞やシナプスを観察する。



 

 

このために、培養に適した３７℃、CO２

５％で湿度が飽和した閉鎖環境を保てる

培養装置付きの顕微鏡を使用する。また

は、数時間から１日置きに顕微鏡下で観

察し、培養器へ戻す作業を繰りかえす。	 

	 
４．研究成果	 
①、②	 

プルキンエ細胞や、シナプスに隣接する

グリア細胞に特異的に蛍光タンパク遺伝

子を発現させる方法を確立した。プルキ

ンエ細胞特異的に機能するプロモーター

(L7)の下流に蛍光タンパク遺伝子を挿入

したウイルスベクターを作製し、注入し

た結果、プルキンエ細胞特異的に蛍光タ

ンパクを発現させることに成功した。ま

たグリア細胞特異的にウィルスが導入さ

れる条件を検討した結果、グリア細胞に

も特異的に蛍光タンパクを発現させるこ

とに成功した。また、登上線維のみ、蛍

光タンパク質を発現させるために、小麦

胚芽アグルチニン(WGA)を用いた方法を

試みた。WGAは、経シナプス的に神経細胞

間を移動することができ、神経回路のト

レーサーとして使われてきた。この性質

に着目し、WGAとCreの融合タンパク

(WGA-Cre)と赤色蛍光タンパクである

tdTomatoとをウイルスベクターを用いて

小脳プルキンエ細胞に特異的に発現させ、

WGA-Creを経シナプス的に登上線維に取

り込ませ、下オリーブ核細胞の細胞体ま

で運搬させる。同時に延髄細胞にCre依存

的EGFP発現ベクターを注入しておくこと

により、下オリーブ核細胞特異的に蛍光

タンパクを発現させる。これらのベクタ

ーを作製し、試みた結果、プルキンエ細

胞がtdTomatoで標識され、延髄細胞の一

部がEGFPで標識された様子が観察された。	 

	 	 	 ３種類の蛍光タンパク質とそれらを

発現させるためのレンチウィルスベクタ

ーを用い、小脳・延髄の共培養標本へ蛍

光タンパク質発現レンチウィルスベクタ

ーを注入した結果、複数の細胞が別々の

色で標識され、複数の線維も別々の色で

標識されていた。しかしながら、それら

の線維が登上線維であるかどうかは良い

登上線維マーカーがないため決定できな

かった。そこで、生きたマウスで登上線

維を観察する方法を試すために、生後直

ぐのマウスの延髄にそれらの蛍光タンパ

ク質発現ウィルスベクターを注入し、１

週間以降経過した後に、観察した。その

結果、小脳内において、蛍光タンパク質

で標識された登上線維がその標的細胞で

あるプルキンエ細胞の細胞体や樹状突起

上に観察された。今後、これらの方法を

組み合わせ、生きたマウスの脳内におい

て、リアルタイムイメージングを行うこ

とで、シナプスの選択的強化や除去がど

のように進行するのかが明らかになるこ

とが期待できる。	 
	 
③	 
顕微鏡の改良や観察する環境に関して、
試行錯誤を行った。３７度、5%CO2 の環
境下で培養液を温め、それを還流するこ
とで、生きた標本内で２４時間、蛍光標
識した線維を観察することが可能となっ
た。また、１日に１度、顕微鏡下で観察
した場合、最大１週間、生きた標本内で	 
同じ細胞や線維を観察することが可能と
なった。今後は、この方法と上記①、②
の方法を組み合わせれば、長期間シナプ
スの刈り込み過程を観察できることが期
待される。	 
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