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研究成果の概要（和文）：新規技術は、新たな視点を提供し、新たな発見をもたらす。本研究では、代表者が開
発した神経細胞の「誕生日タグづけ」という新規技術を用いて、神経系の構築原理を探った。この技術のねらい
は、「誕生日」という古典的な神経細胞分類法を、現代神経科学に応用することである。「誕生日」による分類
を、神経活動操作や軸索終末トレースなどの発展的技術にシームレスに繋げることができる。本研究では、この
新規技術が最も真価を発揮すると予想される1.二次嗅覚系、2.網膜視覚系、3.脳幹網様体系、の３つを取り上げ
て解析した。本報告書では、そのうち特に大きな成果をあげた二次嗅覚系に的を絞って説明する。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the structural principle of neuronal circuits by 
making use of a new technique, "neuronal birthdate tagging", which was recently developed by our 
group. The aim of this technique is to adapt the traditional neuronal classification based on 
neuronal birthdates to modern neuroscience. With the help of this technique, we can take various 
advanced approaches such as manipulation of neuronal activities or axon tracing, specifically 
targeted to a particular neuronal subtype that is defined by the neuronal birthdate. I adapted this 
technique to three neuronal circuits, 1) central olfactory system, 2) visual system, 3) brain stem 
reticula formation, all of which are expected to benefit from the neuronal birthdate tagging 
technique. In this report, I focus on the results obtained in the central olfactory system.

研究分野： 神経科学

キーワード： 誕生日タグづけ　マウス　神経発生　嗅覚系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
並列処理は感覚情報処理の基本である。例えば視覚系は、眼で受け取られた視覚風景の中から「色」「線の傾
き」「動き」といった異なる特徴を抽出して並列処理することで、エッジの効いた属性情報へと転換し、我々が
「物をどう見るべきか」を一義的に決めている。本研究では、代表者が新規開発した「誕生日タグづけ法」を用
いることで、嗅覚系にも並列回路が存在することを明らかにした。この結果は、動物が、同一セットの匂い情報
の中から、何らかの特徴を抽出し強調して、異なる出力へとつなげる複数のチャネルをもつことを意味してい
る。今後「誕生日タグづけ法」を利用して、嗅覚がもつ複数のチャネルの機能的意味に迫りたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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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、他の神経細胞でもごく一般的に観察される現象であり、DNA 前駆体アナログを用いた誕生日

標識が、神経細胞の分類にしばしば用いられる所以でもある。また、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選択性に影響する場合も考えられる (Hirata & Iwai, 2019)。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

やすいと予想されている。つまり、神経細胞の誕生日は、神経細胞の機能的サブセットを規定するため

の有力な道具になる。 

 代表者は、神経細胞の誕生日依存的に遺伝子組換えを誘導する手法を開発した（図１）。神経分化に

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

シフェン依存型 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出し

た。これらのマウスにタモキシフェン(TM) 投与

すると、その 6-12 時間前に最終分裂を終えた

神経細胞特異的に、loxP 配列組換えをパルス

誘導できる。異なる遺伝子エンハンサーを用い

て作成した多系統の中から、強力に誕生日依

存的組換えを誘導できる 4 系統を選りすぐっ

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

的に応じて使い分けが可能である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、この「誕生日タグづけ」システムを利用して、神経系の構築原理を探った。この手法の最大

の売りは、神経細胞サブセットの分類に「新たな切り口」を提供できることである。良い分子マーカーが

無いために手を拱いてきた神経集団の解析に威力を発揮できると期待される。本研究では、この新規

技術が最も真価を発揮すると予想される 1.二次嗅覚系、2.網膜視覚系、3.脳幹網様体系、の３つを取り

上げて解析を行った。本稿では、そのうち研究論文として発表した二次嗅覚系の解析（Hirata et al. 

2019) について報告する。 

 

二次嗅覚系の誕生日タグづけ解析 

鼻で受容された匂いの情報は、脳の嗅球へと伝えられ、ここで二次元的に整理された匂い地図として表

現される。選別された匂い情報は、次に、嗅球の投射神経細胞によって、10領域ほどに分類される二

図１誕生日タグづけシステムの原理 

神経細胞は誕生後 6-12 時間後をピークとして

CreER を発現する。タモキシフェン(TM)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 配列の組換えが起きる。 



次嗅覚中枢へと伝えられる （図 3 参照）。ごく一部の中枢を除いて、この間の連絡にはトポグラフィック

な対応関係は見つからず、基本的にランダムだと考えられている。すなわち、嗅球で展開された匂いの

要素は、ほぼ全ての二次嗅覚中枢に拡散的に広がることが示されている。 

 二次嗅覚系における次なる疑問は、嗅球の投射神経細胞による投射先の違いである。投射神経細胞

は細胞体の位置が異なるサブタイプに分類されている。大まかには、僧帽細胞（mitral cell: MT) と房飾

細胞（tufted cell: TC)に二分され、房飾細胞はさらに internal, middle, external TCs と細分されている。

各々細胞生理学的な違いが示されており、異なる機能を果たすと予想されるものの、良い分子マーカ

ーがないためサブタイプごとの投射先や機能はよくわかっていなかった。本研究では、嗅球の投射神経

サブタイプが異なる誕生日を持つことを利用して、「誕生日タグづけ法」によりサブタイプ特異的な標識

をおこない、各サブタイプの軸索投射先を解析した。 

 

３．研究の方法 

 二次嗅覚系の解析には、「誕生日タグづけ」マウス４系統の中で NeurogCreER(G2A)が最も適していたため

これを使用した。「誕生日タグづけ法」では、嗅球以外の神経細胞でも遺伝子組換えが誘導されるため、

脳の他の領域も標識されてしまい、二次嗅覚投射領域の観察の妨げになる。そこで、嗅球特異的プロモ

ーターCdhr1 を用いて、loxP 配列が組み換わると嗅球特

異的にテトラサイクリン制御性トランス活性化因子（tTA）が

発現するトランス遺伝子を作成して使用した（Cdhr1tTA）。こ

れに、さらに、tTA 依存的に蛍光タンパク質を発現するレ

ポーター遺伝子である TREtdTomato-sypGFP (JAX stock 

#12345) または ROSA26-TREmGFP（本研究で作成）を組み

合わせて使用した（図２）。 

 上記の３セットの遺伝子を持つマウスを交配で作出し、胎生 10.5日目から 17.5日目の間の任意の１時

期に TM を注射して、その時期に誕生する嗅球神経細胞を特異的に標識した。標識したマウスが成長し

た後、標識された嗅球神経細胞のサブタイプの割合を計測し、それらの軸索の投射先を解析した。 

 

４．研究成果 （図３）  

 胎生 10.5日目に TM を投与して嗅球を誕生日タグづけすると（TM10.5)、副嗅球（accessory olfactory 

bulb: AOB) の投射神経細胞が主に標識された。標識された軸索は、lateral olfactory tract（LOT) の

深層部を走り、bed nucleus of the accessory olfactory tract (BAOT), medial amygdala (MeA) および 

posteromedial cortical amygdala (PMCo) に投射していた。これら３つの領域は副嗅球投射神経の特異

的標的として知られ、以下に述べる主嗅球からの軸索は侵入しないことが確認された。 

 胎生 12.5日目に TM を投与して嗅球を誕生日タグづけすると（TM12.5)、主嗅球の僧帽細胞（mitral 

cell: MT)が主に標識された。標識された軸索は、主嗅球の標的として知られる全ての二次嗅覚中枢に

投射しており、拡散的にランダムに広がるといわれる二次嗅覚系のイメージそのものであった。しかし唯

一の例外として、これらの軸索が侵入しない領域が見つかった。それは、これまでに報告がない嗅結節

（olfactory tubercle: OT) の前外側に位置する小さな領域であった（★印 図３）。  

図２ 二次嗅覚系の誕生日タグづけ解析

のために用いた遺伝子組み合わせ 



 胎生 15.5日目に TM を投与して嗅球を誕生日タグづけすると（TM15.5)、主嗅球の外側房飾細胞

（external tufted cell: eTC)が特異的に標識された。この軸索は、驚いたことに、非常に小さな２箇所の

領域にのみ収束していた。ひとつは、前嗅覚(anterior olfactory nucleus: AON) の亜核の pars externa 

(pE) であった。もうひとつは、上記 TM12.5で主嗅球の僧帽細胞の軸索が避けることが観察された OT

の前外側領域であった（★印 図３）。 

 外側房飾細胞の特異的投射先であることがわかった OT の前外側領域は、これまでに特徴づけられ

たことがない未知の領域であったので、さらに解剖学的な解析を行った。ここには神経細胞のクラスター

があり、神経核様の構造が確認された。ここの神経細胞は、ドパミン受容体 D1R や DARPP-32 を発現

するが、D2R は発現しておらず、線条体直接路細胞との類似性が示された。この細胞集団に順行性軸

索トレーサーを注入して投射先を検討したところ、OT の後深層部の神経細胞と局所回路を作ることが

示唆された。また、この OT の前外側領域は、嗅球の全ての領域の外側房飾細胞からの入力を受けて

おり、小さいながらも嗅球の完全な地図情報を含むと考えられた。 

 

 

 以上の結果は、嗅球の投射神経細胞のうち、少なくとも僧帽細胞と外側房飾細胞は、同じ匂い情報の

入力を受けながらも、異なる標的に出力する並列回路を作ることを示している。これまで僧帽細胞と房飾

細胞は同一の標的細胞に情報を収束すると考えられてきたので、これまでの定説を覆すものである。ま

た、この解析は「誕生日タグづけ法」を用いて初めて可能になったものであり、この手法の有効性も示す

ことができた。さらにこの手法を応用すればサブタイイプごとの神経機能操作が可能であり、これまで不

可能であった各サブタイプの機能的意義を探る道が開かれた。 

図３ 二次嗅覚系の誕生日タグづけ解析のまとめ 

誕生日タグづけ時期 (TM10.5〜17.5) の違いにより、副嗅球（AOB）、僧帽細胞（MC）、房飾細胞

（TC）など、嗅球投射神経細胞の異なるサブタイプが分類でき（円グラフ）、それらが異なる標的

に軸索を投射することが明らかとなった（下模式図）。 



 並列処理は感覚情報処理の基本である。例えば視覚系は、眼で受け取られた視覚風景の中から

「色」「線の傾き」「動き」といった異なる特徴を抽出して並列処理することで、エッジの効いた属性情報へ

と転換し、我々が「物をどう見るべきか」を一義的に決めてる。本研究結果は、嗅覚並列回路も同じよう

に、同一セットの匂い情報の中から、何らかの特徴を抽出し強調して出力へとつなげていることを意味し

ている。嗅覚の鈍い私たち人間には嗅覚の属性情報を想像することは難しいが、無意識の中に埋もれ

た匂い情報の属性について今後明らかにしてゆきたい。 
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