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研究成果の概要（和文）：本研究は狂犬病ウイルストランスシナプス標識法を基軸にして神経回路の構造を比較
することにより、機能的に重要な回路要素を抽出する“比較コネクトミクス”の実装を目指した。マウスの生殖
状態によって神経ホルモン・オキシトシンを分泌するニューロンに対する入力の変動を検討し、雌マウスの妊
娠・授乳期に特徴的な回路変化を多数同定した。またマウスを超えて食肉目フェレットにおいてオキシトシンニ
ューロン特異的な標識系を構築した。

研究成果の概要（英文）：We aim to form a research field that we name ‘comparative connectomics’ to
 extract functionally important circuit elements by comparing the neural connection diagrams at a 
cell-type resolution based on rabies virus-mediated transsynaptic labeling method. Specifically, we 
examined input neural circuits to hypothalamic oxytocin neurons that secrete the hormone oxytocin in
 various reproductive states of mice and identified characteristic circuit alterations during 
pregnancy and lactation in female mice. Also, we established viral-genetic access to oxytocin 
neurons in ferrets as a model of Carnivora species.

研究分野： 生殖や社会行動の神経科学

キーワード： トランスシナプス標識　視床下部　オキシトシン　妊娠・出産　養育行動

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シナプス・スパイン動態の研究からミクロ (sub-μm) スケールの神経可塑性については特に記憶・学習の文脈
で膨大な知見があるが、領域間をつなぐようなマクロスケール (supra-cm) の大域的な神経回路は発達後には不
変と見なすのがカハール以来の伝統だった。本研究は成熟した哺乳類の神経回路がマクロスケールで再編成しう
ることを明らかにし、シナプス前後の神経細胞の種類を特定することに成功した点でパラダイムの転換を含む。
これは将来的に脳機能の制御や失われた脳機能を回復させるための新たなイノベーションの基盤となり得る。

※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、研究者個人に帰属します。
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１. 研究開始当初の背景 

脳の中では膨大な種類のニューロンが自らの特異性を踏まえて連結し神経回路を形成するこ
とで複雑な情報処理が行われる。一般に標的領域に存在する研究対象のニューロンは、広範な脳
領域からさまざまな入力を受け取るので、それぞれの神経入力にどのような情報がコードされ、
行動や内分泌系の制御といった脳の出力にどのような役割を果たしているのかを解明するのは
難しい。現在の神経回路の機能に関する大部分の研究は、ある領域の標的ニューロンを光や薬剤
で操作すると出力がどうなるのか？という“点の研究”に留まっており、それらニューロンの長
距離の入出力構造の全体像や、それぞれの回路要素が果たす役割を複合的に捉える“ネットワー
クの研究”に到達していない。本研究ではこの問題に対し、標的ニューロンの形成する神経回路
全体 (コネクトーム) の構造を比較することで、各入力ニューロンの機能的重要性を推定する新
しいアプローチとして“比較コネクトミクス”を提案することを企図した。 

 

２. 研究の目的 

本研究の目的は、回路構造の比較を通して機能的に重要な回路要素を抽出するという比較コ
ネクトミクスを「妊娠に伴う個体内の変化」と「進化的時間による種間の変化」という時間軸の
異なる二つの対象において実証することである。この目的のために、我々の実用化してきた逆行
性の狂犬病ウイルスを用いたトランスシナプス標識を基軸に、CRISPR ゲノム編集やインフォ
マティクスを組み合わせた解析プラットフォームの構築を目指した。また、これを用いて雌マウ
スにおいて妊娠に伴って視床下部の特定のニューロンに生じる神経回路の変化を定量し、分娩
や授乳などの母性機能の発現に重要な回路要素を網羅的に同定することを目的とした。さらに、
特定の種類のニューロンが形成する神経回路の構造を異種間で比較し、種特異的な脳機能を支
える神経回路の進化について解析することを目標に、マウス以外の非遺伝学モデル動物で特定
の種類のニューロンを標識・操作する系の確立を目指した。 

 

３. 研究の方法 

(1)  細胞種特異的な遺伝子導入系の検討 

  本研究では、げっ歯類 (マウス・ラット) の他に食肉目フェレットをモデルに特定の種類のニ
ューロンを特異的に標識・操作する系の確立を目指した。具体的には、CRISPR を用いたノック
イン型のゲノム編集を AAV ベクターのみで行う手法を発展させるため、まずマウスの運動野を
対象に抑制性ニューロン特異的な標識系の確立を目指した。同時にバックアップとして、アデノ
随伴ウイルスに搭載可能で細胞種特異的に発現の可能なミニエンハンサーの収集を行った。 

(2)  雌マウスにおける妊娠・出産に伴う Oxt 神経回路の変化 

 非妊娠雌マウス、後期妊娠マウス、および出産後の授乳期にある母マウスの 3 群について入
力ニューロンの分布をトランスシナプス標識法により定量した。ニューロン数の多い領域に関
して、データベース検索と in situ hybridization 法を組み合わせて Rabies 標識ニューロンの組
織化学を行い、入力ニューロンの種類を決定した。また変動する回路要素の機能解析に繋げるた
め、オキシトシンニューロン特異的なファイバーフォトメトリーを構築し、分娩時および授乳時
におけるこのニューロン群の集団活動を行動とリンクする形で長期間記録した。さらに薬理遺
伝学を用いて上流のニューロンを阻害あ
るいは賦活化した場合のオキシトシンニ
ューロンの活動、および分娩や授乳の時間
や効率に与える影響を評価した。 

 
４. 研究成果 
(1) 細胞種特異的な遺伝子導入系の検討 

AAV ベクターを用いた非相同組み換え 

(HITI 法) により Cre 遺伝子を任意の遺伝
子の制御下にノックインする系を試みた。
ドナーとして機能的な open reading 

frame (ORF) を持つ Cre 遺伝子を導入す
ると AAV ベクターに内在するプロモータ
活性によってノックインの有無にかかわ
らずCreが十分量発現してしまうことが分
かった。そこで Cre の ORF から開始コド
ン (ATG) を極力排除した変異体 Cre をド
ナーとし、splice acceptor と 2a peptide を
介して目的遺伝子のイントロン内にノッ
クインする手法を探った。しかし、AAV ベ
クターやトランスジーン内に内在する
splice donor 様の配列を介して、同一 AAV

 

図 1: AAV ベクタ―による齧歯類と食肉類に
おける室傍核 Oxt ニューロン特異的標識 



粒子の転写産物内部、または異なる AAV 粒子の転写産物間で様々なパターンで RNA splicing

が発生し、機能的な Cre の発現が起きてしまうことが分かった。これを阻止するため、様々な
保護機構を考案したが奏功せず、また、遺伝子の coding end にノックインする戦略も十分な特
異性を得ることができなかった。このように計 25 種類の AAV を作製してマウスや非遺伝学モ
デル動物の大脳皮質において検討を進めたが、ドナーとして用いる AAV ベクターからの非特異
的な Cre 活性 (リーク) を制御することができず、細胞種特異的な遺伝子の発現パターンを再現
するようなノックインを高効率に起こす系の確立を断念せざるを得なかった。 

そこで代替戦略として AAVベクターに搭載可能で細胞種特異的にトランスジーンを発現させ
られるミニエンハンサーを収集し、視床下部室傍核のオキシトシン (Oxt) ニューロンに特異的
にトランスジーンを導入することのできる AAV ベクターを得た。具体的には、mCherry を発現
させる AAVを齧歯類モデルのラットと食肉類モデルのフェレットの室傍核に導入して特異度を
検討したところ、いずれの種でも標的脳領域において特異度 90%以上、導入効率最大 80％超の
性能で、目的の種類のニューロンを標識できた (図 1)。フェレットは進化的に齧歯類-霊長類の
分化より前に分かれているのでこの結果は本AAVベクターが霊長類でもOxtニューロン特異的
に作動する可能性を示唆する。この結果を受けて本研究では室傍核 Oxt ニューロンに的を絞っ
て以後の実験を行った。 

 

(2) 雌マウスにおける妊
娠・出産に伴う Oxt 神経回
路の変化 

 狂犬病ウイルスを用い
たトランスシナプス標識
法を導入し、脳全域におけ
る Oxt ニューロンのシナ
プス前細胞の分布を脳切
片において調べた (図 2)。
約 30 の脳領域における入
力を定量的に解析し、従来
知られていなかった入力
領域・細胞を多く見出し
た。入力細胞の約 8 割は視
床下部の広範な神経核に
分布した。視床下部以外の
入力経路としては、循環系
の浸透圧情報等をモニタ
ーする脳下弓器官 (SFO)、
フェロモン (鋤鼻嗅覚) 系
からの入力を受ける分界
条床核 (BST)、臓器からの
入力情報を中継する結合
腕傍核 (PB) 等が顕
著だった。 

次に妊娠による変
化を定量するため、
非妊娠期、妊娠後期、
授乳期における Oxt

ニューロンへの入力
ニューロンを定量的
に比較した (図 3)。そ
の結果、前腹側脳室
周囲核 (AVPV) の興
奮性ニューロンや外
側中隔 (LS) 、分界条
床核  (BST) の抑制
性ニューロンから
Oxt ニューロンへの
入力が妊娠後期に顕
著に低下し、周産期
に速やかに回復する
現象を見出した。こ
れはマウスにおいて妊娠に伴ってシナプス接続頻度のレベルで神経回路の再編成が起こること
を示す知見である。この現象の機能を探るため、自由行動下のマウスにおいて Oxt ニューロン

 
図 2: 室傍核 Oxt ニューロンへのインプットの概観。室傍核 

(PVH) の Oxt ニューロンを起点とするトランスシナプス標
識を行い、上の写真に示すように starter cells (黄色) から多
数の標識 (緑) を得た。下には雌マウスと雄マウスにおける
主な入力領域における標識頻度をヒートマップで示した。 

 

図 3: 室傍核 Oxt ニューロンへの入力の変化。非妊娠雌を対照に、妊
娠後期及び授乳期の雌マウスの 5種類の脳領域からOxtニューロンへ
の入力の多寡を convergence index (各領域の標識細胞数を starter 

cells の数で割った値) によって示した。* p<0.05, ** p<0.01 by Mann 

Whitney’s u-test。 



の活動を長期的・自動的に取得できるファイバーフォトメトリー法を導入し、雌マウスの出産・
授乳中の Oxt ニューロンの活動動態を捉えることに初めて成功した。また薬理遺伝学の手法を
用いてBSTの抑制性ニューロンの活動を亢進すると授乳中のOxtニューロンの活動が低下し射
乳反射に異常が生じることを見出した。  
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