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研究成果の概要（和文）：脳神経回路の発生・機能を正確に理解するためには、脳を構成するそれぞれの細胞群の遺伝
子発現情報を取得、整理することが必須となる。本研究では、ショウジョウバエの脳をモデルとして、脳内で任意に標
識した神経細胞の遺伝子発現プロファイルを取得可能にする技術基盤開発と研究例提示を目標とした。その結果、脳内
の特定の神経細胞における遺伝子発現情報を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to understand the development and function of neural circuits, it is 
crucial to know which gene is expressed in each neuron of the brain. In this study, we aimed to develop 
the efficient method to analyze the gene expression profile of neurons of interest in the Drosophila 
brain. As a result, we succeeded to establish the method to perform microarray analysis using total RNA 
isolated from genetically labeled neurons in the developing Drosophila brain.

研究分野：神経発生遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 現在、神経科学分野、特にショウジョウバ
エ脳を題材にした脳科学分野では、「分子→神
経回路」「神経回路→記憶・行動」を結ぶ研究
が盛んに行われており、それぞれの神経回路
の役割が明らかになりつつある(Science 322, 
904-909, 2008)。この研究の流れを加速してい
る一因として、米国ハワードヒューズ医学研
究所が行う「ショウジョウバエ脳の網羅的神
経回路解析（コネクトーム解析）」が挙げられ
る(http://flweb.janelia.org/cgi-bin/flew.cgi)。この
プロジェクトにより数年後には「完全なショ
ウジョウバエ脳神経地図」が発表され、個体
行動・記憶との関係に関する理解が更に深ま
ると予想される。このように、ショウジョウ
バエ脳の構造・回路の理解は飛躍的に進んで
きたが、「どのようにして神経回路が形成され
るか？」という最もシンプル且つ重要な疑問
に対しては、発生神経科学者が地道にぞれぞ
れの神経回路・遺伝子を研究しているのが現
状である。 
 
２．研究の目的 
 脳のように圧倒的に複雑な神経回路であ
っても、その大まかな設計図は遺伝子によっ
て規定されている。よって、脳神経回路の発
生様式・機能特性を正確に理解するためには、
まず、脳を構成するそれぞれの細胞群の遺伝
子発現情報を取得、整理することが必須とな
る。本研究では、分子・神経回路・行動・記
憶を関連づけた研究が進む「ショウジョウバ
エの脳」をモデルとして、「脳内で任意に標
識した神経細胞の遺伝子発現プロファイル」
を取得可能にする技術基盤開発と研究例提
示を目標とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ショウジョウバエの高度な遺
伝学を駆使することにより、脳内の任意の神
経細胞を１細胞レベルの解像度で標識し、更
にそれら神経細胞の遺伝子発現プロファイル
を行った。更に、私達の研究グループが確立
した微量total RNAからの増幅技術を用いてマ
イクロアレイ解析を行った。具体的には、シ
ョウジョウバエ嗅覚系の二次神経細胞である
「投射神経（Projection Neuron: PN）」の遺伝子
発現プロファイリングを行うことにより、本
研究構想が実現可能であることを示すことで、
他の脳回路研究への波及効果を狙うものであ
る。 
 本研究におけるモデル脳神経回路として、
ショウジョウバエ嗅覚回路２次神経である
「投射神経（Projection Neuron: PN）」を採用
した。これまで私は「PN 樹状突起の発生、
特に樹状突起ターゲティング」に関する研究
を行ってきており、本モデル神経回路には精
通している (J  Neurosci 26, 3367-3376, 2006; 
Nat Neurosci 10, 828-837, 2007; J Neurosci 30, 
9939-9946, 2010)。以下に PNが構成する神経
回路・触角葉に関して説明する。触角葉は、

約 50 個のシナプス構造・糸球体から構成さ
れており、哺乳類では嗅球に相当する脳構造
である。PN(mitral/tufted 細胞に相当)は嗅覚神
経回路の２次神経として、その樹状突起を約
50 個の糸球体の中から特定の糸球体を選び
出してターゲティングする。この特徴的な樹
状突起ターゲティング様式により、触角葉に
おける匂い情報は混線することなく高次嗅
覚中枢へ伝えられていく。本研究では、各糸
球体へ投射する PN の遺伝子発現プロファイ
リングをモデルに研究を進めた。 
 まず、発生過程の特定の PN のみを標識す
る目的で、様々な遺伝学的手法を用いて PN
標識を行った。まずショウジョウバエの遺伝
学的モザイク法 MARCM 法(Neuron 22, 
451-461,1999)を用いて発生過程の特定 PN 
を標識した。その結果、標識自体は可能では
あるが、標識効率が低いため、本研究の目的
には不適切であることが明らかになった。シ
ョウジョウバエには、上記 Gal4/UAS システ
ム、MARCM 法に加えて、LexA/LexOP シス
テム、QF/QUAS システム、FLP/FRT 組み換
えシステムなどを活用することで、個体内の
細胞を標識する事が可能になる。次に私は
Gal4/UAS システムと FLP/FRT 組み換えシス
テムを組み合わせることで PN を効率的に標
識できるかを検証した。様々な Gal4、FLPの
組み合わせることによって、最終的に、発生
過程の PNを約 90%の効率で、標識できる条
件を見出すことに成功した。 
 上記方法で標識された神経細胞を酵素処
理により、分離し、手動により回収した。回
収した細胞からtotal RNAを抽出し、増幅・ラ
ベルすることによりマイクロアレイ解析を
行った。このショウジョウバエ脳神経細胞の
分散・単離にはスイス・ベルン大学の名越教
授から様々なアドバイスを受け、微量RNAか
らの線形性を保った増幅には哺乳類１細胞
マイクロアレイ法のプロトコール改変を行
った。これら方法を用い、特定のPNから回
収されたtotal RNAにおける遺伝子発現状態
をマイクロアレイ法により解析した。 
 
４．研究成果 
 上記のように、条件検討で殆どの時間を費
やしたが、最終的にはマイクロアレイデータ
を取得することができた。その結果、PN 樹
状突起ターゲティングに関わる候補遺伝子
群の同定に成功した。例えば、候補遺伝子の
中には Toll6 遺伝子などの全く想定外の遺伝
子も含まれていたが、本研究過程で「Toll6
が PN 樹状突起ターゲティングにおいて重要
な働きをしている」という報告が成された 
(Neuron 85, 1013-1028, 2015)。この報告は、研
究成果を先に報告されたという意味で残念
であるのと同時に、本研究で得られた候補遺
伝子群を解析することで更に PN 樹状突起タ
ーゲティングに関する知見を深めることが
できる可能性を示している。今後は、更にマ
イクロアレイデータを蓄積し、得られた候補



遺伝子群の解析を進める。  
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