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研究成果の概要（和文）：脳機能の解明には、神経活動がどのように伝播し回路網として機能するかが大切であ
る。故に神経活動依存的に、シナプス単位で接続相手の神経細胞を標識できるトレーサー開発は重要である。本
研究では、Tobacco Etch Virus proteaseを用い、新たなトレーサーを開発した。並行して、トレーサー開発の
成果を応用し、大脳皮質内で、同一前駆細胞から生じる神経細胞同士による神経回路網の研究を行う予定であっ
た。しかしながら、研究開始後まさに同じ系での成果がアメリカのチームにより発表された。それ故同研究は中
止を余儀なくされた。一方、その研究のため開発していた微量Cre増幅系は論文として公表した。

研究成果の概要（英文）：Mapping neural circuits in accordance with neural activity is essential for 
understanding brain functions. Up to now, no tracer which is suitable for activity-dependent 
transsynaptic tracing has been developed. Here, we develop a new tracer X. The X contains SA-1 mode 
transmembrane domain, which forces a preceding less-hydrophobic domain to be stabilized in the 
plasma membrane. Upon cleavage between the two domains by Tobacco Etch Virus (TEV) protease, used as
 extracellular-input in this system, the less-hydrophobic domain fused with tTA is destabilized and 
translocated into nucleus. In this way, the X avoids receptor fluctuation because of the accurate 
cleaving by TEV protease, and is thus expected to have high signal specificity. Also, the X doesn’t
 need intracellular signal transducers. Our results demonstrate that the X is a novel efficient 
extracellular input detector with high signal-to-noise ratio, and is a potential activity-dependent 
transsynaptic tracer in vivo.

研究分野： 解剖学、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
（１）脳機能を解き明かす重要な技術基盤の開発ができた。
（２）Cre分子は、その発現細胞でのみ、目的とする遺伝子組み換えを誘導できる。そのため、細胞を単位とし
て、遺伝子組換えを制御する際には、目的細胞のみでの発現制御が重要である。しかしながら、外部からの遺伝
子導入法では、目的とする少数の細胞にその発現を誘導することは、困難であった。今回、少量のCreがあれ
ば、組換えを起こすに十分な量をその細胞内に発現させることのできる微量Cre増幅系を開発した。本手法は、
細胞単位での組換え研究に有用なツールとなる。

※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 

以下に研究開始当初の背景を説明する。 
本研究の理解のため必須であるエクソソームと大脳皮質構成細胞について説明する。 

（１）エクソソームは、神経細胞を含むほぼ全ての細胞から分泌される脂質二重膜で囲まれた直

径 100nm 程度の小胞で、タンパク質や RNA などを含み、細胞間情報伝達に重要な役割を担う新

たな構造物として注目されている。ごく最近、ショウジョウバエの神経筋接合部において、Arc
（activity-related cytoskeleton-associated protein）及びその mRNA を含むエクソソームは軸索末端の

神経終末より放出され、ポスト側に運ばれ、そして運ばれた mRNA より翻訳された Arc 蛋白はシ

ナプス可塑性に重要な役割を果たすとの報告があった(Ashley et al., Cell, 2018)。我々は、Arc は神

経の活動にて発現する分子であることから、この結果は、エクソソームが新たな trans synaptic な

物質輸送システムとして、しかも神経活動依存的な形で応用可能であることを示すと考えた。そ

こで、本研究では、まずこの現象が哺乳類で、どのように成立するかを検討し、その上でエクソ

ソームにて運ばれる分子群をデザインし、新たな trans synaptic な物質輸送系のツールとして確立

することを計画した。 
（２）大脳皮質では、神経細胞群が機能ユニットごとに階層を作り、階層を一つの単位として情

報をやりとりすることで高次の神経機能を実現する。大脳皮質のカラム構造は、この機能ユニッ

トの実態の一つと考えられる。そして大脳皮質のカラム内では一つの progenitor から生まれた神

経細胞同士（sibling neurons, 姉妹神経細胞）が、（少なくとも発達期には）ギャップジャンクショ

ンで互いに結合しサブグループをなすことが知られている(Yu, Y.-C. et al., Nature, 2009; 同 Nature, 

2012)。互いに結合した神経細胞は、ほぼ同時に発火することが想定され、そのため sibling neurons
は集団として特徴ある入力指向をもつと指摘されている。またギャップジャンクションのため、

含有する分子（群）のやり取りがあり、何らかの共通性がある可能性が想定される。そのため、

同じ神経細胞や機能的に強い連関のある神経回路網を投射先とし、一つの特性を持つ神経回路網

（神経回路網の中での新たな階層）を構成している可能性が考えられる。もし、sibling neurons を
単位とする回路が一つの機能階層を構成することが示されれば、神経回路網の検討に新たな概念

をもたらしうる。しかしながら、研究開始当初までに sibling neurons の概念に基づく軸索投射研

究、特に神経活動の同時性の検証も考慮した研究は行われていない。 

 
２． 研究目的   

当初の研究目的を記す。 
「本研究は、神経系でのエクソソーム(exsosome)に関する最新の知見を拠り所に、マウスにおい

て神経活動依存的に trans synaptic な物質輸送を可能とする新たな機能解析ツールの開発を主目的

として実施する。そして、このツールを現在我々が進めている大脳皮質内の回路構築研究に応用

し、回路の階層構造の新たな概念につながる異なる層の sibling neurons から同一神経細胞に（神経

活動を同じくしての）投射があるかについて検討する。」 
項目１.研究当初の背景で述べた研究（１）を重点的に実施し、その成果を応用し、研究（2）の

課題に取り組む計画であった。特に（２）の詳細な計画は以下のとおりであった。 

「微量増幅系の確立と低頻度標識された Sibling neurons からの神経回路研究への応用 
 Trans synaptic に輸送される分子は微量と考えられる。そのため、微量な分子の作用を増幅して

作用・検出できる系が必要である。我々は、in utero electroporation 法によって神経幹細胞を低頻度

標識するために微量な Cre を自律的に増幅する系を確立した。今回、同様に FLP 増幅の系を確立

し、両増幅系を持つトランスジェニックマウスを作出する。さらに、Cre、FLP により２分割 GFP
をそれぞれ発現させる。そして、Trans synaptic に Cre および FLP（の mRNA）の輸送を試みる。

すでに別研究とし実施している方法にて、異なる層の barrel 野の sibling neurons にそれぞれに、ご

く微量の Cre、FLP を導入する。ヒゲ刺激により該当 sibling neurons を刺激し、投射先ニューロン



に GFP が発現するか検討する。発現すれば同じ神経細胞へ投射が収束していることを示す。」 

 この中で、Cre を自律的に増幅する系については、成果として発表した（Oka et al, Cereb Cortex, 
in press）。一方、残念なことに、sibling neuron については、我々は 2019 年 4 月より本支援を受け、

研究を実施したが、同年後半に同様の内容を取り扱った論文が他のグループより発表された（Ren 

SQ et al., Precise Long-Range Microcircuit-to-Microcircuit Communication Connects the Frontal and 
Sensory Cortices in the Mammalian Brain, Neuron, 2019 Oct 23;104(2):385-401.e3. doi: 
10.1016/j.neuron.2019.06.028.）。我々の仮説は結果として正しかったが、この論文の発表を受け

sibling neuron についての研究は中止した。以降、研究（１）に注力した。 
 研究（１）の当初の目的は以下の通りである。 
「エクソソームシステムがマウスにおいても機能するか、マウス横隔膜をモデルとし、同部位に

おいて神経活動刺激後の Arc mRNA の存在を検討する。Arc は特殊な配列をその 3’UTR に有し、

それゆえその mRNA が capsid へ取り込まれる。この配列と特性を保持したまま、GFP などの新た

な遺伝子を組み入れ、その遺伝子が trans synaptic に運ばれうるか、ポスト側で発現するか検証す

る。許容遺伝子サイズなど、その効率、条件も検討する。さらに培養神経細胞同士のシナプスに

おいて、同じく機能するか検討をすすめる。」 
研究（１）の本来の目的は、神経活動依存的に trans synaptic な物質輸送系の樹立であった。一

方、研究開始後、当初の目的である神経活動依存的に情報や物質を移動させ得る系の開発に有用

と思われる新たな知見も発表された。一方、特にエクソソームにおいては、必ずしも活動してい

る末端ピンポイントでの、かつ活動している末端ほぼ全てにおいて、量的に同じ水準で物質移動

が実現できるかの疑念が生じた。そこで、まず神経活動依存的にポストシナプス側に変化をもた

らし得る系の開発に注力した。 

 
３．研究の方法 

２．で記載した理由もあり、本研究提案後、提案した手法に加え、より簡便なシステムで、神

経活動依存的に経シナプス輸送（もしくはポスト側で分子発現を誘導）を行えるツールについて

検討を進めた。 
（１）アデノ随伴ウイルス(AAV)は神経細胞の順行性のトレーサーとして用いられるが、プロモー

ター依存的に感染をさせることが難しく、特異性を担保した標識が難しい。そこでショウジョウ

バエでのいわゆる trans-tango のシステムに着目し (Talay et al., Neuron 2017)、マウスへの応用を検

討した。このシステムでは、狙った領域の神経細胞に（もしくは神経系広く）、特別な受容体Ｘに

転写因子Ｙを融合させたものを発現させる。同時にこのＸにリガンドが結合した場合、受容体に

結合する分子にＸとＹの間を切断しうる分子を融合させた分子を発現させておく。すると pre 側

にＸのリガンドを発現させることができれば、post 側に作用し、Ｙが働き、Ｙにより狙った遺伝

子を発現させることができる。特に、pre 側に発現させるＸのリガンドを神経活動依存的に発現さ

せることができれば、初期の目的は達成できるツールとなりうると考えた。 

 
４．研究成果 

 Cre の自動増幅系については、上述の通り論文として成果を発表した（Oka et al., Cereb. Cortex, 
in press）。その他の進捗内容、成果は以下のとおりである。 

上述の研究の方法にならい、培養細胞でリガンドに対する感度、特異度を調べたが、ノイズが

大きく、経シナプス蛍光標識に用いるには不適と判断した。判断根拠として、Arrestin と G 蛋白共

役型受容体（GPCR）の発現が各細胞でばらつくこと、シグナルが安定しないこと、外因性 GPCR
自体の熱可塑性がそれほど高くないことなどが考えられた。そこで、新規にツール分子の設計を

行うこととした。まず、より正確性を求め、インプットとして TEV プロテアーゼを用いた。また、

Arrestin で問題となった細胞内で外からのシグナルを変換する分子を必要としないことを設計の



念頭においた。設計した分子を培養細胞で発現させると Tango assay のノイズを下回った。今後の

検証が必要であるが、新たなツール分子となりうる、実際に使用可能な候補システムの構築がで

きたと考えている。今後は、trans-synaptic な物質輸送の系との組み合わせの検討が重要と考えて

いる。 
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