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研究成果の概要（和文）：神経細胞は分化したタイミング（誕生日）によって異なる形質を持つ。したがって、
神経細胞に誕生日のタグ付けができれば、誕生日が規定する神経細胞のサブセットやサブ回路特異的に実験操作
を加える事が可能になる。本研究では神経細胞の誕生日依存的に遺伝子組換えを誘導できるトランスジェニック
マウス系統を作成した。特に有望な4系統について特徴づけを行い、汎用性の高い誕生日タグづけシステム
Birthdate Taggingとしてのリソース化をめざした。

研究成果の概要（英文）：Birth timing of neurons determines many characteristics in neurons and has 
been used for classification of neurons. This study developed transgenic mouse lines in which 
post-mitotic neurons can be genetically tagged in a birthdate-dependent manner. Four useful 
transgenic lines were selected and characterized in detail. Our results suggested that these lines 
can be used as powerful resource for neuronal classification and subsequent manipulation of the 
classified neuronal subset.

研究分野：神経発生学

キーワード： 誕生日タグ　トランスジェニックマウス　新規技術　神経発生　脳科学
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１．研究開始当初の背景 

 終末分化状態にある神経細胞にとって、そ

の誕生日、すなわち最終分裂を終えたタイミ

ングは特別な意味を持つ。その最もわかりや

すい例は大脳新皮質細胞だろう。誕生日に従

って、細胞体の層分布が決まり、結合相手や

電気化学的性質までも未来永劫的に決まっ

てしまう。このような誕生日依存的な運命決

定は、なにも新皮質神経細胞に限ったもので

はなく、他の神経細胞でもごく一般的に観察

される現象である。さらに、運命決定とはい

かないまでも、分化のタイミングが神経回路

の特異性を決める例も知られている。例えば、

誕生日の似通った神経細胞同士は、シナプス

結合に最適な分化タイミングも一致するた

め、相互に連結しやすいといわれている。 

 神経細胞の誕生日解析は、これまで DNA 前

駆体アナログを用いて行われてきた。古くは

放射性標識チミジン、最近では BrdU やその

派生体を用いたこの技術は、神経系の多くの

原理を明らかにして、今なお廃れることなく

多くの研究で使われている。しかしその一方

で、これほど汎用される技術であるにもかか

わらず、たいした技術革新は行われてこなか

った。おそらく現手法の最大の欠点は、固定

後の標本上で回顧的にしか誕生日を検出で

きないことであろう。もしも、生きた状態の

神経細胞に誕生日でタグ付けできれば、誕生

日が規定する神経細胞のサブセットやサブ

回路に遺伝子操作や活動操作などの摂動を

加える事が可能になる。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、神経細胞の誕生日依存的に遺伝

子組換えを誘導できるトランスジェニック

マウス系統を作成した。特に有望な 4系統に

ついて特徴づけを行い、汎用性の高い誕生日

タグ付けシステム Birthdate Tagging として

のリソース化をめざした。 

 

３．研究の方法 

(1)誕生日タグづけ法のデザイン 

 この手法のデザインを図１に示す。神経運

命決定に働く遺伝子の中には、神経細胞誕生

直後に「一過的」に発現するものがいくつか

知られている。これらの遺伝子群のエンハン

サーを利用して、タモキシフェン誘導型 Cre

組換え酵素（CreER）の発現を駆動するトラ

ンスジェニックマウスを作成すれば、多くの

神経細胞において誕生後「一過的」に Cre-ER

が発現すると期待できる。そのようなマウス

の発生期にタモキシフェンを投与すれば、ち

ょうどその数時間前に最終分裂を終えたば

かりの神経細胞特異的に、loxP 配列組換えを

パルス誘導できるはずである。 

 

(2)トランスジェニックマウスの作成と選択 

 文献や発現データベースを検索して、多く

の神経細胞が誕生直後に一過的に強く発現

する遺伝子として、Nerogenin1, Neurogenin2, 

NeuroD1, NeuroD4 の４つを選択した。各遺伝

子をコードする複数のマウスゲノムBACクロ

ーンを取り寄せ、BAC 上で各遺伝子を CreER

におき換えた。理研 LARGE との共同開発によ

り、得られた BAC コンストラクトをマウス

図 1 誕生日タグづけ法の原理 
神経細胞は誕生後一過的に CreER を発現する。タ
モキシフェン投与により、ちょうどその時点で
CreER を発現している神経細胞でのみ loxP 組換
えが起こる。 



C57BL/6 受精卵に注入してトランスジェニッ

クマウスを作出した。トランス遺伝子のゲノ

ムへの組込は、ゲノム PCR により確認した。 

 得られたマウス系統は、全て loxP-STOP 配

列をもつレポーター系統と交配して、胎生

11.5 日あるいは 13.5 日にタモキシフェンを

投与し、胎生 18.5-19.5 日目で脳を摘出して

組換え標識された細胞を染色して確認した。 

(3)誕生日タグ系統の特徴づけ 

上記の過程で選抜された誕生日タグ４系統

について、loxP-STOP 配列をもつレポーター

系統と交配し、胎生 9.5日目から 18.5日目

にかけて１日きざみで、タモキシフェンを

腹腔内注射した。妊娠 19.5日目に帝王切開

して子マウスを回収し、その後は代理母に

保育させた。生後 7日目に子マウスを回収

して、脳のサンプルを採取した。得られた

脳サンプルについては、１部はホールマウ

ント染色を施して組換え細胞を検出した。

残りの脳サンプルについては前額断連続凍

結切片を作成し、レポータータンパク質に

対する抗体染色を行い、組換え標識された

神経細胞の核と軸索をそれぞれ可視化した。 

 

４．研究成果 

CreER 組換え酵素遺伝子をゲノムに組みこん

だトランスジェニックマウスとして、

Nerogenin1 遺伝子 11 系統, Neurogenin2 遺

伝子 5系統, NeuroD1 遺伝子 2系統, NeuroD4

遺伝子 5 系統の合計 23 系統が得られた。得

られたマウス系統を、それぞれ全て

loxP-STOP 配列をもつレポーター系統と交配

して、タモキシフェン投与を行い、遺伝子組

換えの頻度と組換え細胞の脳内分布を検討

した。ほとんどの系統に置いてタモキシフェ

ン依存的遺伝子組換えの誘導が確認された

が、組換え効率には大きな違いがあった。そ

の結果を元に、使用した遺伝子ごとに特に有

用な 4系統 G1C, G2A, D1B, D4A を選抜した。

各々の系統は，組換え酵素の発現領域の違い

から得意とする神経領域が異なり、研究目的

に応じて使いわけが有効であると考えられ

る（図２）。 

 

 上記の「誕生日タグづけ」マウス４系統

について各種レポーター系統と交配して、

１日きざみに誕生日タグ標識した脳標本を

作成した。脳全体にわたり誕生日タグづけ

された神経細胞を多角度から観察できるよ

うに、レポーター遺伝子の使い分けを工夫

し、下記の３種類の染色標本を作成した。 

 誕生日タグされた脳のホールマウント

標本 

 脳の連続組織切片において、誕生日タ

グされた神経細胞の核を染色し、細胞

体の位置がわかるようにしたもの 

 脳の連続組織切片において、誕生日タ

グされた神経細胞の軸索を標識し、投

射域が確認できるもの 

現在までに 8割程度の作業が完了したとこ

ろである。 

 

 誕生日による神経細胞の分類は、厳密で

再現性が高く汎用性もある。近年盛んに行

われている光遺伝学や神経機能操作法との

組み合わせが容易なことも、今後の波及的

利用を促進する力になるはずである。この

技術はまだ未発表ながら、口コミでの問い

合わせが多く、既にいくつかのマウス系統

については分譲を開始した。神経系にはそ

れぞれの専門家がいる。今後は、本研究で

得た情報を広く公開することで、「誕生日タ

グづけ」技術を気軽に使ってもらい、新た

な知の創出と蓄積に貢献したい。新しい方

図 2 本研究で開発した誕生日タグづけマウス系統 



法論の導入が、神経科学の様々な分野を活

性化し、思いもかけない発見につながると

期待できる。 
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