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研究成果の概要（和文）：脳の情報処理機構を解明するためには、脳を構成する全ての神経細胞の活動を経時的
に長期間記録し、機能との対応を解析することが必要である。本研究では、ゲノム編集技術を用い、神経細胞の
活動履歴をDNA上に記録できる系の開発を目指した。 グリオーマ細胞株を用い、神経活動で発現が上昇する
c-fos遺伝子座にCas9を発現させ、神経活動の履歴をDNA上の配列変化として記録可能な細胞株の作成を試みた
が、目的の細胞を作成することはできなかった。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the information processing mechanisms of the brain, it
 is necessary to record the activities of all the neurons that make up the brain over time for a 
long period of time and analyze the correspondence with their functions. In this study, we aimed to 
develop a system that can record the activity history of neurons on DNA using genome editing 
technology. Using a glioma cell line, we tried to create a cell line that could record the history 
of neuronal activity as DNA sequence changes by expressing Cas9 at the c-fos locus, whose expression
 increases with neuronal activity, but we were unable to create the desired cell line.

研究分野： 神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳を構成する全ての神経細胞の長期間に亘る活動履歴をゲノムに記録できるれば、空間的に離れた脳領域間の機
能的結合や脳全体のネットワークとしての特性を、ゲノムの配列解析からレトロスペクティブに解明できる。さ
らに、単一細胞分析と併用することにより、単一神経細胞レベルでの機能的結合も解析でき、細胞・局所神経回
路・脳全体の機能的ネットワークを縦断的に解明できる可能性を秘めている。申請者の作成した細胞系を改良
し、目的の実験系が確立されれば、脳機能の解明に大きな貢献をすると期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 脳の情報処理機構を解明するためには、脳を構成する全ての神経細胞の活動を経時的に長期
間記録し、機能との対応を解析することが必要不可欠である。しかし、現在使われている神経活
動の記録法には欠点があり、脳を構成する全ての神経細胞の活動を長期に亘り記録することが
できない。機能的磁気共鳴画像法は、全脳の活動を測定できるが、空間分解能が低い。２光子励
起顕微鏡は、空間分解能は優れているが、脳全体、特に、脳の深部の活動を測定することが難し
い。また、埋め込み型多点電極を用い、特定の脳領域の神経活動を経時的に記録することができ
るが、全脳にわたる記録は困難である。申請者は、CRISPR/Cas システムを改良することによ
り、個体レベルでの脳機能解析に有用な多くの遺伝子改変マウスを作成している。最近、
CRISPR/Cas システムを用い、細胞に起こる様々な現象をゲノム上に記録できる方法が開発さ
れた(Science 353, aag0511, 2016)。申請者は、この方法を改良することにより、脳を構成する
全ての神経細胞の活動を長期間ゲノム上に記録することができると着想し、本研究を申請した。 
 
２．研究の目的 
Perli らは、CRISPR/Cas システムを応用した genetic recording device を開発した (Science 

353, aag0511, 2016)。この系は、PAM 配列を含んだ guide RNA (20-70 nt)発現カセットをゲノ
ムにノッインし、そこから転写された guide RNA が自分自身を標的にし(stgRNA)、カセット上
に DNA 二本鎖切断(DSB)を起こし、indel として生命現象を記録することができる。 
 本研究ではこの系を改良し、Cas9 の発現に神経活動依存性を持たせることにより、神経活動

の履歴を stgRNA 発現カセット上の indel として記録する系を開発する（図 1）。 
 

図 1 神経活動をゲノムの特定の配列に indel として記録するシステム 
Self-targeted guide RNA (stgRNA)発現カセットをゲノムにノックインし、Cas9 を神経活依存
性(c-fos 依存性)に発現させ、神経活動の履歴を stgRNA 発現カセット内の indel として記録 
 
３．研究の方法 
(1) C6 グリオーマを用いた genetic recording device の開発 
 C6 グリオーマは、ATP を投与することにより c-fos の発現が上昇する細胞株である。本研究

では、C6 グリオーマの c-fos 遺伝子座に Cas9 をノックインした細胞株を樹立する。樹立した細
胞株に、CMV プロモーター(CMVp)の下流に TetR(tet リプレッサータンパク質)をつないだベク
ターを導入し、c-fos 依存性に Cas9 を発現し、なおかつ、tetR を恒常的に発現している細胞株
を樹立する。樹立した細胞株に、tet オペレーターDNA 配列を含む RNA polymerase III の H1
プロモーター(H1p-1xTetO)の下流に stgRNA をつないだベクターを導入し、ATP とドキシサイ
クリンを添加することにより stgRNA 上に indel が起きるかどうか、T7 E1 アッセイにより確
かめる。添加する ATP の濃度を変えることにより、c-fos の発現上昇の程度を変え、それに依存
し stgRNA 上に indel が起こる割合が増加するか、deep sequence により確かめる。 
 



(2) c-fos 依存性 genetic recording devise を搭載したマウスの作成・解析 
 以下の 3 系統のマウスを作成し、交配することにより神経活動をゲノム上に記録できるマウ
スを作成する。 
a. c-fos 遺伝子座に Cas9 をノックインしたマウス 
b. -actin 遺伝子座に H1p-1xTetO-stgRNA をノックインしたマウス 
c. CamK2 遺伝子座に TetR をノックインしたマウス（グルタミン酸作動性ニューロンに TetR が

発現しているマウス） 
作成したマウスにドキシサイクリン入り餌を投与し、PTZ でてんかん発作を誘発し、脳の各部位
から DNA を抽出し、stgRNA ノックイン部位を PCR で増幅し、deep sequence により indel が起
きている割合を解析し、神経活動がゲノム上に記録されているかを明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) C6 グリオーマを用いた genetic recording device の開発 
C6 グリオーマの c-fos 遺伝子座の 3'末端非翻訳領域に 2A ペプチドを 介し、Cas9 をノックイ

ンした細胞株を樹立した。樹立した細胞株に、CMV プロモーター(CMVp)の下流に TetR(tet リプ
レッサータンパク質)をつないだベクターを導 入し、c-fos 依存性に Cas9 を発現し、なおかつ、
tetR を恒常的に発現している細胞株を樹立した。樹立した細胞株に、tet オペレーターDNA 配列
を含む RNA polymerase III の H1 プロモーター(H1p-1xTetO)の下流に stgRNA をつないだベクタ
ーを導入した細胞株を樹立した（図 2）。樹立した細胞株に ATP とドキシサイクリン(Dox)を添加
し、stgRNA 上に indel が起きるかどうか、T7 E1 アッセイや deep sequence により解析した。  
しかし、stgRNA 上に indel はほとんど見られなかった。原因として、 tetR および H1p-1xTetO

の挿入部位による発現抑制効果が考えられるので、挿入部位としてセーフ・ハーバー部位を選び、
tetR を ROSA 遺伝子座に、H1p-1xTetO を β -actin 遺伝子座にノックインした細胞株を樹立し
た。新しく樹立した細胞株を用い、同様のアッセイを行なったが、stgRNA 上に indel はほとん
ど見られなかった。樹立し た細胞株における tetR に発現や ATP の添加により Cas9 の発現上昇
は、RT-PCR や western blot により確認できたが、stgRNA の発現は確認できなかった。原因とし 
て、 H1p-1xTetO の挿入部位が考えられる。  
 
(2) c-fos 依存性 genetic recording devise を搭載したマウスの作成・解析  
神経活動を DNA 上の indel として記録できるマウスを作成するため、以下の 2系統のマウスを

作成した（図 3）。  
a.c-fos 遺伝子座に Cas9 をノックインしたマウス 
b.ROSA 遺伝子座に TetR をノックインしたマウス 作成したマウス  

 

 
図 2 C6 グリオーマを用いた c-fos 依存性 図 3 神経活動履歴をゲノム上に記録できる

genetic recording device の開発        マウスの作成 
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