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研究成果の概要（和文）：　ヒトの脳神経疾患や高次認知機能の解明・理解のためのマカクザルの実験動物化にむけて
、発達段階における脳内遺伝子発現プロファイリングを高速シーケンサーにより行った。新生児から２歳までの計８個
体の脳試料から12領野に渡るRNAのサンプリングを行い、網羅的発現解析を行った。その結果、同一個体の異なる領野
間の遺伝子発現プロファイルのほうが、同一領野の異なる個体のそれよりも類似度が高いことを明らかにした。
　また、神経回路を基盤としたニューロンレベルでの領野特異性・回路特異性を規定する分子メカニズムの解明を目指
して、複数逆行性蛍光トレーサーの注入、および同一領野内の投射の異なるニューロンの識別に成功した。

研究成果の概要（英文）： For the establishment of primate model of human neuropsychiatric diseases and hig
h-level cognitive functions, we performed spatio-temporal brain transcriptome analysis of macaques coverin
g 12 brain regions and 7 developmental stages. High throughput transcriptome analysis by next generation s
equencer reveals that profile of gene expression is more similar between brain regions within individuals 
than between individuals in the same brain regions.
 We also aimed to elucidate the molecular basis of regional and circuit specificities at the single neuron
 level. To execute this, three different fluorescent retrograde tracers were injected into three distinct 
part of monkey brains (thalamus, striatum, pons), and three distinct signals on neurons were successfully 
confirmed in the prefrontal regions. At this moment, we are going to profile molecular signatures of regio
nal and circuit specific neurons by collecting each neuron based on the fluorescent signal by laser captur
e microdissection.
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの脳神経疾患や高次認知機能をより
良く理解するためには、げっ歯類に変わるヒ
トにより近縁な霊長類のモデル動物化・実験
動物化が必要不可欠である。アルツハイマー
やパーキンソン病モデルマウスやラットな
どの作製も精力的に行なわれているが、そも
そもヒトとマウス・ラットなどのげっ歯類は、
その進化的類縁度および脳の形態的特徴、機
能分化の程度などに大きな差異があり、げっ
歯類で得られた神経ネットワークシステム
をヒトに外挿する方法論そのものの限界も
指摘されはじめている。そこで、ヒトのモデ
ル動物として候補になりうるのが霊長類の
マカクザルである。マカクザルの脳は、マウ
スやラットなどと異なり、ヒトと同様に機能
遂行単位の脳機能分化がはっきりと認めら
れ、また高次認知機能課題の遂行に長けてい
る。同じく、高次認知機能課題の遂行に長け
ているチンパンジーなどの類人猿において
は侵襲的な実験が不可能である現状を考慮
すると、マカクザルはヒトのモデル動物とし
て最も近縁でかつ最適なモデルと考えられ
る。 
 上記のようにヒトのモデルとして適して
いるマカクザルではあるが、世代時間が長く
多頭数の繁殖・維持に多額の投資が必要など
の困難な点があるため、脳神経疾患や高次認
知機能解明のために必要不可欠な脳内分子
発現プロファイル・エピゲノムプロファイル
などの基礎的な情報が圧倒的に不足してい
る。ヒトの病態モデルなどを念頭におき、生
殖工学やゲノム編集などの分子生物学的手
法を用いたモデル作製などを念頭においた
場合においても、まずは正常なマカクザル類
の脳内分子発現およびエピゲノム状態のプ
ロファイリングを行うことは必須である。 
 申請者が 2012 年度まで所属していた京都
大学霊長類研究所では約 1200 頭のマカクザ
ルが飼育され、計画的な交配や出産コントロ
ールが行われている。申請者は、2013 年に自
然科学研究機構新分野創成センターに異動
したが、引き続き京都大学霊長類研究所との
共同研究を行っており、本研究で計画する発
達段階を追った複数個体からの脳試料のサ
ンプリングが可能な状態にある。 
 
２．研究の目的 
 ヒトの脳神経疾患や高次認知機能の理解
には、ヒトに最も近縁かつ動物実験が可能な
モデル動物の開発が必要不可欠であるが、そ
のモデルとなりうるのがニホンザルやアカ
ゲザルに代表されるマカクザル類である。本
研究では、げっ歯類では代替不可能なヒトの
脳神経疾患や高次認知機能解明のモデルと
してのマカクザルに注目し、モデル動物開発
の端緒として、マカクザル脳機能領野単位の
発達オミックス（トランスクリプトーム＋メ
チローム）研究を行い、マカクザル脳機能単
位かつ発達段階に応じた脳内分子発現プロ

ファイル・エピゲノム動態に関する基礎情報
を収集することを目的とする。 
 また、より詳細な神経回路ネットワーク動
態変遷の解明を目指し、神経トレーサーを用
いたニューロンレベルでのオミックス研究
にも挑戦する。 
 以上の研究を通して、マカクザルの脳神経
サーキット解明のための方法論の確立と分
子基盤の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）マカクザル類の脳機能領野発達オミッ
クス研究 
 マカクザル脳の12領野（一次体性感覚野、
一次運動野、前頭前野背外側部、前頭前野腹
外側部、一次視覚野、中側頭回、腹側前帯状
皮質、線条体、視床、黒質、海馬、小脳）か
ら RNA および DNA を調整し、生後直後から思
春期にかけての発達６段階（生後１日、２週
間、１ヶ月、６ヶ月、１年、２年）における
機能領野単位での網羅的遺伝子発現解析（ト
ランスクリプトーム）およびメチル化定量解
析（メチローム）を高速シーケンサーで行い、
領野間・発達段階における遺伝子発現ネット
ワークおよびエピゲノム動態の解明を行う。
得られた結果をヒトのオミックスデータと
比較解析を行う事により、マカクザル脳のヒ
ト脳モデルとしての有用性を検討する。 
（２）神経回路を基盤としたニューロンレベ
ルでのオミックス解析方法の確立 
 脳内遺伝子発現およびエピゲノム動態は
厳密な意味で細胞により異なる。大脳新皮質
同一領野内においても層構造を反映した複
数の形態的・機能的に異なるニューロンが存
在する事が知られている。よって、同一領野
内の遺伝子発現ダイナミクス・エピゲノム動
態の解明のためには、同一領野内のヘテロな
ニューロン集団の識別が必要不可欠である。
そのために、本研究課題では逆行性蛍光トレ
ーサーを用いて神経回路を基盤としたニュ
ーロン種の同定を行い、レーザーマイクロダ
イセクションによるニューロンの識別・単離
を行う。採取した同一プロファイルニューロ
ンから RNA および DNA を抽出し、ニューロン
単位での網羅的遺伝子発現解析（トランスク
リプトーム）およびメチル化定量解析（メチ
ローム）の方法論を確立する。 
 
４．研究成果 
（１）マカクザル類の脳機能領野発達オミッ
クス研究 
 京都大学霊長類研究所において飼育され
ているマカクザル類（ニホンザル、アカゲザ
ル）の脳試料の収集を行い、本科研費研究期
間中（平成 24 年度および 25 年度）に合計 10
個体（１日齢・４個体、２週間齢・２個体、
１ヶ月齢・１個体、６ヶ月齢・１個体、１年
齢・１個体、２年齢・１個体）のサンプリン
グを行うことができた。サンプリングした脳
試料を用いて網羅的遺伝子発現プロファイ



ル解析用の RNA を 12 の機能領野ごとに調整
した。網羅的遺伝子発現プロファイルの精度
の高い解析を行うためには質の良いRNAを使
う必要があるため、RNA の質に関して厳密な
クオリティーチェックを行った。その結果を
基に８個体由来の94の網羅的遺伝子発現（ト
ランスクリプトーム）用ライブラリーを作製
した。作製したライブラリーをイルミナ社の
高速シーケンサー（HiSeq2500）を用いて 50
塩基のシングルエンドシーケンス（ライブラ
リーの片側のみの配列解読）を行い、サンプ
ル（ライブラリー）あたり 1,110 万リードの
配列を取得した。 
 アカゲザルの参照ゲノム配列（rheMac2）
に対して、本研究で得られた配列データをト
ランスクリプトーム用のマッピングツール
（STAR）を使いマッピングを行った後、発現
解析用ソフト（cufflinks）を用いて転写産
物ごとの発現量を求めた。 
 その結果、予備的な結果であるものの、以
下の結果を得た。 
① マカクザル脳内遺伝子発現プロファイル

の発達変化 
 高速シーケンサーにより配列解析を行っ
た８個体・94トランスクリプトームライブラ
リーのうち、配列の精度などのクオリティー
チェックをパスした７個体・78 トランスクリ
プトームライブラリーを用いて、アカゲザル
の参照ゲノム配列においてアノテーション
されている 42,701 個の転写産物における発
現量（FPKM: Fragments Per Kilobase of exon 
per Million fragments mapped）を計算した。
計算により求めた発現量の数値を用いて、主
成分分析を行った。その結果、発達段階が同
じ、もしくは近いライブラリー同士の遺伝子
発現パターンがより似ている（図１）、機能
領野内の遺伝子発現類似度は、個体内のそれ
よりも低い（同一個体の異なる領野のほうが、
同一領野の異なる個体よりも図中のプロッ
トがまとまって集中している）ことが明らか
になった（図２）。 
 
 

 
 今後の解析において、特定の発達段階かつ
特定領野において特異的に遺伝子発現変動
が生じるような遺伝子群を同定し、どのよう
な機能を担う遺伝子群が、特定領野・特定発
達段階において変動し、それがシステムとし
ての脳にどのような影響を及ぼし得るかを
解析することによって、マカクザルの脳内遺
伝子発現プロファイルの基礎情報の集積を
図る。 
 
② 神経回路を基盤としたニューロンレベル

でのオミックス解析方法の確立 
 神経回路を基盤としたニューロンレベル
での領野特異的・回路特異的発現遺伝子の同
定およびエピゲノム動態の解明を行うため
に、マカクザル（１個体）の視床、線条体、
および橋にそれぞれ異なる蛍光を発する逆
行性トレーサーの注入を行った。３種類の逆
行性蛍光トレーサーの注入を行った後、１ヶ
月後に脳試料の収集を行い、領野ごとに凍結
ブロックの作製を行った。予備実験として、
視床や線条体への投射が密にあることが分
かっている運動野と前頭前野を対象とし、凍
結脳ブロックから組織切片の作製を行った。 
 予備実験の結果、当該領野（運動野および
前頭前野）においてニューロン種ごと３種類
の蛍光の存在を確認することができている。 
 現在、共同研究を行っている基礎生物学研
究所分析室所有のマイクロダイセクション
用顕微鏡（ArcturusXT™:ライフテクノロジー
社）を用い、蛍光種ごとのニューロンの単離
を試みているが、マイクロダイセクション装
置の蛍光フィルターの不調もあり、目的のニ
ューロンの単離がまだできていない状況で
ある。 
 蛍光色素を用いたマイクロダイセクショ
ン装置の不調が未解決な問題であるが、マイ
クロダイセクション自体はうまくいってい
るので、蛍光フィルターの制御部分を含めて、
顕微鏡会社とも共同して問題の解決を図る。
現在のところ、結果を得ていないが、研究計
画を遂行するための方法論の確立は順調に
進んでおり、順次成果を出す予定である。予



定通り実験が進んだ場合、今までの知見には
はないニューロン単位での領野特異的・回路
特異的発現遺伝子の同定が可能になる可能
性が高いと考えている。 
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