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研究成果の概要： 

成熟したほ乳類大脳新皮質の可塑性のメカニズムについて、ニューロン－グリア相互作用という

新しい視点から、げっ歯類のヒゲーバレルの関係を用いて解析を行った。まず、ニューロンと

グリアの形態を詳細に解析できるようにするために、membrane-targeted GFP をレポーター遺

伝子にもちいて、細胞毒性の低いレンチウイルスベクターの作製をおこない、ニューロン、グ

リア特異的に細胞形態の詳細な解析に成功した。さらに、in vivo において、ニューロンの形

態形成に深く関与しているニューロトロフィン受容体の siRNA を発現する事のできるウイルス

ベクターを開発し、in vivo でのニューロンの形態変化について解析をおこなった。今後は、

これらのウイルスベクターを使用し、げっ歯類が新しい環境におかれたときにおこるニューロ

ンーグリアの形態変化について解析を行っていく。 
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１．研究開始当初の背景 

動物が生存するためには、周りの環境を認知

し、行動をうまく適応させていく必要がある。適

応的行動を可能にしているのは、脳に備わっ

ている可塑性である。脳の可塑性は、神経回

路の変化としてとらえることができる。発達後期

から臨界期にかけての可塑性には、GABA 作

動性回路や組織型プラスミノーゲン経路が重

要な役割を果たしていることが明らかとなって

いる。一方、成熟した脳の可塑性のメカニズム

は未だに明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、げっ歯類成体の体性感覚野バレ

ルを実験系に利用して、神経解剖学的、分子

生物学的手法を駆使したアプローチにより、成

体が新しい環境にさらされたときにおこる大脳

皮質可塑性の構造基盤とその分子機構の解

明を目指す。具体的には、以下の 3 つの研究

を計画している。 

 

(1) ニューロンとアストロサイトを可視化するた

めのレンチウイルスベクターの作製： ゴルジ染

色様にニューロンとアストロサイトを可視化する

ために、レポーター遺伝子として膜移行性蛍

光タンパク質 [EGFP (緑)、mRFP (赤)] を用い

る。さらに、ニューロンとアストロサイトを、それ

ぞれ特異的に標識できるようにするために、特

異的発現プロモーターを使用する。 

 

(2)新規探索行動後のニューロンとアストロサイ

トの形態変化： げっ歯類のヒゲは、体性感覚

野にあるバレルとよばれるカラム構造と一対一

の結合をしている。さらに、ヒゲをトリミングする

ことにより、バレルに機能的な差異をつけること

もできる。この利点を使って、まず、(1) で作製

したウイルスベクターを感染させた後、ヒゲをト

リミングした動物に新規探索行動を行わせて、

ニューロンとアストロサイトの細胞形態変化の

詳細な解析を行う。 

 

(3) 細胞形態をコントロールする分子機構につ

いての解析： 研究代表者は、これまでに、成

熟期大脳皮質に豊富に存在する神経栄養因

子受容体（TrkB-T1）が、初代培養、スライスレ

ベルにおいて、アストロサイトの形態を制御す

ることを明らかにしている （図 1） （Ohira et al., 

J Neurosci 25: 1343-1353, 2005; Ohira et al., 

Eur J Neurosci 25: 406-416, 2007）。また、

TrkB-T1 はニューロンの形態も制御することか

ら、成熟期の神経可塑性にTrkB-T1は重要な

役割をになっていることが示唆される。そこで、

TrkB-T1-siRNA レンチウイルスを用いて

TrkB-T1 を局所的にノックダウンさせ、ニュー

ロンとアストロサイトの形態変化が対象群と比

較してどうなるのか、さらに探索行動の変化に

ついても解析を行う。 

 

以上の計画を推進することで、成体の神経可

塑性に新しいパラダイムの構築を目指す。 

 

３．研究の方法 

本研究は、ニューロン-グリア相互作用という視

点から、げっ歯類のヒゲ-バレルの関係を用い

て、成熟期における大脳皮質可塑性の構造基

盤と分子機構の解明を目的としている。この目

的を達成するためには、ニューロンとグリアの



形態を可視化することが必須である。そこで、

初年度は、ニューロンとグリアの形態を可視化

するためのツールとして、細胞に感染すると膜

移行性蛍光タンパク質 [EGFP (緑)、mRFP 

(赤)] を発現するレンチウイルスベクターを作

製する。 

 

(1) ニューロンとアストロサイトを可視化するた

めのレンチウイルスベクターの作製：本研究で

は、膜移行性蛍光タンパク質 （EGFP、mRFP） 

を用いる。申請者の所属する京都大学医学研

究科高次脳形態学教室では、膜移行性蛍光

タ ン パ ク 質 を 発現す る ア デ ノ ウ イ ル ス 

（Tamamaki et al., Neurosci Res 38: 231-236, 

2000） やシンドビスウイルス （Furuta et al., J 

Histochem Cytochem 49:1497-1508, 2001 ） 

を使って、ニューロンをゴルジ染色様に可視化

することに成功している。 

 また、本研究では、特異的発現プロモーター

を使用することにより、ニューロンとアストロサイ

トを、それぞれ特異的に標識できるようにする。

プロモーターは、ニューロンにヒトシナプシン I、

アストロサイトにヒト GFAP を適用する。それぞ

れのプロモーターを上述の膜移行性蛍光タン

パク質cDNAの上流に連結し、インビトロジェン

社のレンチウイルスキットを用いて各ウイルスを

作製する。プロモーターによる特異的発現は、

ラット由来初代培養細胞 （ニューロン、アストロ

サイト） や脳定位的な大脳皮質へのインジェ

クションにより確認する。 

 

(2) 動物が新規探索行動をした後のニューロ

ンとアストロサイトの形態解析：初年度に作製し

たレンチウイルスベクターをラットの脳に感染さ

せた後、動物を新しい豊かな環境に移し、新

規探索行動をさせる。そして、経時的にラットを

灌流固定し、ニューロンとアストロサイトの形態

を観察する （図 2）。ニューロンは EGFP、アス

トロサイトはmRFP を発現しているので、それぞ

れに対して特異的な抗体を用いて細胞を可視

化する。可視化には Molecular Probe 社製

Alexa 蛍光抗体を用いて蛍光二重染色を行い、

共焦点顕微鏡で画像を取り込む。その後、ニ

ューロンの樹状突起の長さ、分岐、樹状突起

棘の密度、アストロサイトの突起の長さ、分岐

について測定する。さらに、トリミングしていな

いヒゲとトリミングしたヒゲのバレル間、大脳皮

質の層間で比較をする。 

 

(3) 形態をコントロールする分子機構について

の解析：大脳皮質のニューロン（Yacoubian and 

Lo, Nat Neurosci 3:342-349, 2000）やアストロ

サイト（Ohira et al., J Neurosci 25: 1343-1353, 

2005; Ohira et al., Eur J Neurosci 25: 406-416, 

2007）の形態変化にTrkB-T1は重要な役割を

になっている。これまでに研究代表者は

TrkB-T1-siRNA (short interfering RNA) 発現

ベクターを作製している（Ohira et al., Eur J 

Neurosci 25: 

406-416, 2007 ） 

（図 3）。この配列

を、インビトロジェ

ン社の RNA ポリメ

ラーゼ(Pol) II 系を

使った RNAi 発現

レンチウイルスキッ



トに応用する。この時、初年度に作製した細胞

特異的プロモーターに T1-siRNA 配列を結合

させ、さらにタンデムに同じ細胞特異的プロモ

ーターと膜移行性 EGFP または mRFP をつな

いだレンチウイルスを作製する （図 4）。これに

より、ニューロンやアストロサイト特異的に

TrkB-T1 をノックダウンした細胞を標識するこ

とができる。このウイルスを感染させた動物に

新規探索行動をさせた後、ニューロンとアスト

ロサイトの形態が対象群と比較してどう変化し

ているのか、さらに探索行動の変化について

解析を行う。この研究により、ニューロンやアス

トロサイトの形態変化の機能的意味をあきらか

にする。 

 

４．研究成果 

本研究では、げっ歯類の体性感覚系を利用し

て、個体が新しい環境におかれたときに起こる、

ニューロンとアストロサイトの形態変化とその分

子メカニズムを解析することを目的としている。

ニューロンの樹状突起、スパイン、軸策や、ア

ストロサイトの突起は非常に微細な構造をして

いるので、構造変化を解析可能にするために

は、まず細胞形態を細部に至るまでクリアーに

可視化する必要がある。そこで、膜移行性シグ

ナルを付加した蛍光タンパク質を細胞種特異

的に発現することのできるレンチウイルスベクタ

ーの製作から始めた。 

 

(1) アストロサイト特異的 GFP 発現レンチウイ

ルスベクターの作製：レンチウイルスベクター

の作製には、インビトロジェン社の作製キット

(BLOCK-iT Lentiviral RNAi Expression 

System)を用いた。まず、アストロサイト特異的

プロモーターであるGFAPを、膜移行性シグナ

ルを付加した GFP の上流に組み込んだエント

リーベクターを作製し、レンチウイルスベクター

を産生させた。 

 

(2) ニューロン特異的GFP発現レンチウイルス

ベクターの作製：ここでは、ニューロン特異的

プロモーターであるシナプシン I を使用し、膜

移行性シグナルを付加した GFP の上流に組

み込んだエントリーベクターを作製した。 

 

(3) ニューロンとアストロサイトへのウイルスベク

ターの感染と GFP の細胞種特異的発現：(1), 

(2) で作製したそれぞれのウイルスベクターに

よる GFP 発現の特異性について検討した。ラ

ットの大脳皮質体性感覚野にウイルス液を脳

定位的にインジェクションし、2 週間後に脳を

固定し、抗GFP抗体を用いてABC法による免

疫組織染色を行った。その結果、それぞれの

ウイルスベクターを用いることにより、ニューロ

ン、またはアストロサイト特異的に GFP を発現

させることができた。 

 

本研究を遂行するためには、ニューロンとグリ

ア細胞の形態を細部にいたるまでクリアーに

可視化する必要がある。そこで、次に、さらに

ニューロンの樹状突起特異的に輸送され、樹

状突起のほぼ全形態を可視化できる蛍光タン

パク質の開発を行った。また、形態制御のメカ

ミズムを解析するために、ニューロトロフィン受

容体に対する siRNA と GFP を共発現するレン

チウイルスベクターを作製した。 

 

(4) 緑色蛍光タンパク質（GFP）を利用した樹

状突起の可視化：GFP の C末端に、樹状突起



への輸送シグナル（LDLR、PLGR、TLC、

NK1R、DNER）をつなげたレンチウイルスコン

ストラクトを作製し、ラット大脳皮質実質にイン

ジェクションしたところ、LDLR をつなげた GFP

が最も樹状突起の可視化に適していることを

見出した。さらに、ラット胎児から調整した大脳

皮質初代培養や、GFP-LDLRのトランスジェニ

ックマウスにおいても同様に、樹状突起の可視

化が、コントロールの GFP と比較して格段によ

くなっていた。 

 

(5) ニューロンの形態を制御する分子メカニズ

ムについての解析：ニューロンの形態に対して

詳細に解析できるレンチウイルスベクターの開

発に成功したので、次のステップとして、形態

を制御する分子を GFP と共発現、あるいはそ

の分子の siRNA を発現できるようなベクターの

開発に取りかかった。ニューロンやグリア細胞

の形態制御に深く関与するニューロトロフィン

受容体の一つ TrkB を目的分子とした。TrkB

には３種類のイソフォームが存在するが、今回、

これら３種類に対する siRNA と GFP を共発現

するレンチウイルスベクターを作製した。 

 まず、ニューロンの形態の制御に深く関与し

ている TrkB-T1 siRNA と GFP を共発現するレ

ンチウイルスベクター(Lv T1-GFP)を用いること

により、TrkB-T1 の発現が低下したニューロン

の形態の詳細な解析が可能となった。Lv 

T1-GFP を、ラットの脳室下帯に感染させると、

嗅球の新生したニューロンの樹状突起形成に

おけるTrkB-T1の役割を解析することができる。

その結果、コントロールと比較して、TrkB-T1 

siRNAによりTrkB-T1の発現が低下すると、樹

状突起の長さと複雑性が増すことが明らかとな

った(図 5)。また、同様な結果が、初代培養大

脳皮質ニューロンでも得られた。生体の脳内

では、TrkB-T1 の発現時期は、神経突起の刈

り込みやシナプス形成期と一致することから鑑

みると、今回の結果は、TrkB-T1 は、ニューロ

ンの樹状突起伸長を抑制し、安定化させる働

きがあることを示唆している。 
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