
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

挑戦的萌芽研究

2016～2014

多重選択を用いた投射経路別遺伝子発現による次世代光遺伝学ツールの開発

Development of the next generation optogenetics tools by projection specific 
labeling using multiple selection

６０３２３２９２研究者番号：

山中　章弘（Yamanaka, Akihiro）

名古屋大学・環境医学研究所・教授

研究期間：

２６６４００４１

平成 年 月 日現在２９   ８ １６

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：特定領域の神経細胞にアデノ随伴ウイルスベクター(AAV)を用いてCre-TTCを発現さ
せ、その領域に投射している領域の神経細胞にCre依存的に遺伝子発現を生じるAAVを感染させた。既に投射が確
認されている黒質から線条体へ投射するドーパミン神経を用いた。線条体領域にCre-TTCを発現する
AAV-CMV-Cre-TTC-2A-mCherryを発現するAAVを感染させ、黒質領域にCre依存的にGFPを発現する
AAV-CMV-FLEX-GFPを感染させた。その結果、黒質から線条体に投射する神経特異的に緑色蛍光が観察された。こ
のことから、経シナプス逆行性に移行して機能することが確認出来た。

研究成果の概要（英文）：Adeno-associated virus (AAV) which express retrogradely transsynaptic Cre 
recombinase, Cre-TTC (Cre recombinase fused with tetanus toxin C terminal fragment), was infected 
targeted brain area. Then, AAV which express fluorescent protein in the presence of Cre recombinase 
was infected. To test this, dopaminergic neurons in the Substance Niger were applied. Neurons in the
 striatum was infected AAV-CMV-Cre-TTC-2A-mCherry. Neurons in the substantia niger was injected 
AAV-CMV-FLEX-GFP. As a result, GFP fluorescent was observed in the neurons in the substantia niger 
suggested that Cre-TTC was retrogradely transsynaputically transported and worked in the neurons.   
 

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 光遺伝学は、特定の波長の光によって活性
化される光電位変換膜タンパク質分子（チャ
ネルロドプシン 2(ChR2)、もしくはハロロド
プシン(HaloR)）などを、特異的プロモータ
ーなどを用いて、特定の性質を持つ神経細胞
だけに発現させ、組織透過性の高い光を照射
することによって、それらの神経活動を極め
て高い時間精度で操作する新しい技術であ
る。光遺伝学は 2005 年に開発され、急速に
発展・普及し神経科学分野の研究手法を一変
させた。この技術を用いると、脳内に無数に
存在する神経細胞の中から狙った神経細胞
の活動だけを操作することが可能となる。そ
の操作の結果、表出する行動を解析すること
によって、その神経が担う生理的役割を明ら
かにすることができる。これまでに多くの神
経回路の同定と、その回路機能解明に絶大な
威力を発揮してきた。このとき、光電位変換
膜タンパク質分子の特異的発現を実現する
には、狙った神経細胞が発現する特定の分子
のプロモーターが用いられる。例えば、アセ
チルコリン作動性神経細胞特異的に発現さ
せるために、アセチルコリン合成に関わるコ
リンアセチルトランスフェラーゼ(ChAT)の
プロモーターがよく用いられている。しかし、
この方法では全てのアセチルコリン作動性
神経細胞において光電位変換膜タンパク質
分子を発現してしまうため、光を照射した領
域に存在するアセチルコリン作動性神経細
胞全てを活性化させてしまう。言わずもがな
であるが、これまでの研究から脳内における
アセチルコリン作動性神経の生理的役割は
単一なものではなく、経路別に異なる様々な
生理機能を担っていることが知られている。
しかし、これらの経路別に遺伝子発現出来る
プロモーターはほとんど知られておらず、特
異的プロモーターではこれらの経路別に遺
伝子発現させることは不可能であった。そこ
で、本研究提案では、Creリコンビナーゼや
フリッパーゼ(FLPe)などの組換え酵素を経
シナプス的に順行性トレーサー、もしくは逆
行性トレーサー分子との融合タンパク質と
して発現させることで、多重選択による投射
経路特異的な遺伝子発現を達成し、複数領域
から入出力を受ける神経細胞に対して光遺
伝学の適用を可能にする。そこで、アデノ随
伴ウイルスベクターを用いて経路選択的遺
伝子発現を実現し、特定の神経回路機能を操
作したときに発現する行動を解析すること
によって、その神経回路が担う生理的役割に
ついて明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 光遺伝学は特定神経の活動を光で操作す
る新しい技術であり、複雑な神経回路の機能
と動作原理の解明に大きな進歩をもたらし
た。この技術をさらに進化させ、次世代の光
遺伝学を達成するためには、投射経路選択的
な遺伝子発現制御が必要となってくる。本研

究提案では、Creリコンビナーゼやフリッパ
ーゼ(FLPe)などの組換え酵素を経シナプス
的に順行性トレーサー、もしくは逆行性トレ
ーサー分子との融合タンパク質として発現
させることで、多重選択による投射経路特異
的な遺伝子発現を達成し、複数領域から入出
力を受ける神経細胞に対して光遺伝学の適
用を可能にする。この多重選択を用いた投射
経路特異的遺伝子発現制御が実現すれば、動
物個体を用いた神経回路の同定と動作原理
の解明に大きく貢献出来ると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 経シナプス的トレーサー分子である WGA
（順行性）もしくは TTC（逆行性）と、組換
え酵素である Cre リコンビナーゼ(Cre)もし
くはフリッパーゼ(FLPe)を融合させたタン
パ ク 質 (WGA-Cre, WGA-FLPe, TTC-Cre, 
TTC-FLPe)を発現するアデノ随伴ウイルスベ
クター(AAV-DJ)を作成し、経路選択的な遺伝
子発現を試みる。Cre と FLPe 存在下において
遺伝子発現が開始されるAAVベクターを用い
て、経路選択的遺伝子発現を確認する。光遺
伝学もしくは、薬理遺伝学を同神経細胞に適
用し、経路選択的神経活動操作を試みる。 
 
４．研究成果 
 特定領域の神経細胞にアデノ随伴ウイル
スベクター(AAV)を用いて Cre-TTC を発現さ
せ、その領域に投射している領域の神経細胞
に Cre依存的に遺伝子発現を生じる AAVを感
染させた。既に投射が確認されている黒質か
ら線条体へ投射するドーパミン神経を用い
た。線条体領域に Cre-TTC を発現する
AAV-CMV-Cre-TTC-2A-mCherryを発現するAAV
を感染させ、黒質領域に Cre 依存的に緑色蛍
光 タ ン パ ク 質 (GFP) を 発 現 す る
AAV-CMV-FLEX-GFP を感染させた。その結果、
黒質から線条体に投射する神経特異的に緑
色蛍光が観察された。このことから、経シナ
プス逆行性に移行して機能することが確認
出来た。しかしながら、移行効率が十分とは
言えず、ラベルされた神経細胞の数は比較的
少数であった。そこで、移行効率を高めるた
めに以下の取り組みを行った。Cre-TTC の経
シナプス逆行性輸送の効率を高めるために、
①細胞外への分泌効率の上昇を図り、N 末へ
の分泌シグナルを付加した。②ポストシナプ
スからプレシナプスへの放出効率の上昇を
図り、N末への BDNF のプロドメインを付加し
た。③細胞質内への endosomal escape の効
率上昇を図り、N 末へ TAT 配列を付加した。
これらの改善によって移行効率がどの程度
向上したのかについて評価を継続している。 
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