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研究成果の概要（和文）：近年、組織透明化技術の開発によって、蛍光顕微鏡による神経回路構造のイメージン
グは飛躍的に進んだが、取得した画像からどのようにして神経突起を認識し、回路のトレースをするかという点
が課題である。本研究においては、ポスト透明化の神経回路解析における次の課題の克服を目指した。具体的に
は、1) 回路機能と関連づけられた任意の神経細胞を標識する手法、2) 高密度多色標識の手法を開発し、1細胞
の解像度での神経回路解析を目指す。さらに3) 多色標識標本から神経回路形態の抽出を行うための手法の開発
を行った。

研究成果の概要（英文）：In recent years, the development of tissue clearing technology has 
dramatically advanced the imaging of neural circuit structures by fluorescence microscopy, but the 
challenge is how to reconstruct neural projections and trace circuits from the acquired images. In 
this study, we aimed to overcome the following issues: 1) to develop a method to label arbitrary 
neurons associated with circuit functions, 2) to develop a method for high-density multicolor 
labeling, and to analyze neural circuits at the resolution of a single cell. Furthermore, 3) we 
developed a method for extracting neural circuit morphology from multicolor labeled specimens.

研究分野： 神経科学

キーワード： 神経回路　蛍光イメージング　コネクトーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果によって、特定の神経回路の標識や多くの神経回路の多重標識が可能となった。既に我々が開発した組織
透明化技術と組み合わせることで、神経投射や回路構造の大規模かつ定量的な解析が可能となった。この技術に
よって、神経発達、神経発達障害、精神疾患のモデル動物において、神経回路の定量的な記述が可能となり、こ
の分野の研究の発展に寄与することが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
我々の精神活動は 1,000 億にも上る膨大な数の神経細胞が織りなすネットワークの機能によ

って成り立っている。我々の脳を構成する神経回路の構造およびその動作原理を解明すること
は、私たちの精神の基盤を理解するということに他ならない。神経回路の構築原理、動作原理は
物理・化学法則に則っているはずであるから、原理的にはその全貌を理解することは可能なはず
である。従来、その複雑さゆえに、神経回路の全貌解明が可能になるとまじめに考える人は少な
かったが、この 10 年ほどで状況は変わりつつある。ゲノミクスをはじめとして、現代の生物学
では様々な分野で大量データの取得が可能となりつつある。神経回路についても、様々な解析技
術の進歩に後押しされて、以下に述べるようにこれを目指す機運が高まってきている。脳全体に
おけるシナプス結合様式の全貌のことを最近では“コネクトーム”と呼んでおり、最近は世界的
に“コネクトーム”解読の機運が高まっている。 
コネクトーム解析には現在、マクロスケール、メゾスケール、ミクロスケールの 3 つのスケー

ルのアプローチが存在する。一つ目のマクロスケールの解析には、MRI を用いた拡散テンソル
イメージングと呼ばれる手法が用いられている。これは、水分子の拡散異方性を用いて太い神経
線維の結合様式を明らかにするもので、mm スケールの解像度がある。二つ目のメゾスケールの
解析には光学顕微鏡、特に蛍光タンパク質や蛍光色素を用いた蛍光イメージングが用いられて
いる。この手法を用いると、光の回折限界付近、すなわち 200nm 程度までの分解能を得ること
ができる。第三のミクロスケールの解析には電子顕微鏡が用いられている。シナプス構造は光の
回折限界と同程度かそれ以下であるため、シナプス構造を厳密に最高の解像度で見ようとする
と、現在のところ電子顕微鏡が唯一の選択肢である。 
光学顕微鏡は従来、厚みのある標本の解析が難しいという点が大きな制約であった。しかしな

がら、ここ数年の間に、申請者を含む複数のグループによって蛍光イメージングに最適化された
組織透明化法が開発され、この分野に大きなブレイクスルーがもたらされた。従来は光学顕微鏡
では標本深部の観察が難しかったために試料を薄切していたが、透明化を用いると、標本を薄切
することなくまるごと蛍光観察が可能となった。現在、例えば、マウス脳であれば数時間から数
日のオーダーで全脳規模の光学顕微鏡画像を取得できる。さらに、申請者は超解像顕微鏡に適し
た透明化試薬 SeeDB2 の開発も行っており、シナプススケールの画像も比較的大規模に取得で
きるようになった。こうして、光学顕微鏡は今やミクロからマクロに亘るスケールで神経回路構
造の情報を取得できるようになりつつある。 
現在、神経細胞標識を行う場合にはトランスジェニック動物を用いるかアデノ随伴ウイルス

（AAV）などのウイルスベクターで蛍光タンパク質を導入するというのが主流である。しかしな
がら、いずれの手法も標識の解像度が良くなく、まだ機能回路レベル、一細胞レベルの解像度で
標識、トレースできる状況にはない。また、こうした技術の進歩によって、取得した画像からど
のようにして神経突起を認識し、回路のトレースをするかという点が次なる大きな課題となっ
ている。現在でも画像データから神経回路をトレースするアルゴリズムやソフトは存在するも
のの、まだ信頼性が低く、かなり手作業にゆだねられる部分が大きい。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究においては、ポスト透明化の神経回路解析における次の課題の克服を目指す。

すなわち、1) 回路機能と関連づけられた任意の神経細胞を標識する手法、および 2) 高密度多色
標識の手法を開発し、1 細胞の解像度での神経回路解析を目指す。さらに 3) 多色標識標本から
神経回路形態の抽出を行うための手法の開発を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 機能的に同定された神経細胞の遺伝学的操作・標識 
現在のところ、脳の局所を遺伝学的に標識するには、糸球内エレクトロポレーション法やアデ

ノ随伴ウイルス（AAV）等のウイルスベクターが用いられている。しかしながら、これらの手法
による遺伝子導入の空間解像度は悪く、個々の神経細胞の接続様式を解析することは困難であ
る。一細胞プラスミドエレクトロポレーション法も開発されてはいるが、技術的に難易度が高く、
普及には至っていない。そこで、ここでは機能的に同定された神経細胞群に対し、簡便かつ高い
空間解像度で遺伝学的標識や操作を可能とする新しい手法の開発を目指した。 
プラスミドエレクトロポレーション法は胎仔脳では汎用されているが、成体脳においては極

めて困難である。エレクトロポレーションは電気刺激によって細胞膜に小さな孔を空け、そこか
らプラスミドを導入するという方法である。従って、導入する分子は小さければ小さいほど導入
が容易である。そこで、申請者はプラスミド DNA（約 3,000kDa）よりもはるかに分子量の小さな
リコンビナント Cre タンパク質（38kDa）を用いることで簡便な局所遺伝学操作を試みた。 
(2) 透明化イメージングに最適化した多色標識法の開発 
現在のところ、多くの神経細胞の形態を解析しようとすると、電子顕微鏡を用いた高解像画像

を得る必要がある。しかしながら得られる画像はモノクロであり、その解析には膨大な労力を要



する。光学顕微鏡を用いた高密度回路解析には 3色の蛍光タンパク質による色表現（色相）の多
様性を利用した標識法、Brainbow 法が知られているが、トランスジェニック動物を用いる必要
があること、蛍光タンパク質の発現レベルが低いなどの問題点があった。また、実現できる色相
の種類も高々数 10 色に過ぎなかった。そこで本研究課題では、高輝度かつ拡張性の高い多色標
識法の開発を行った。 
 Brainbow 法では Cre-loxP による組換えを利用し、3種類の異なる蛍光タンパク質をランダム
に発現させることで、様々な色相を生み出していた。しかしながら、異なる蛍光タンパク質を確
率的に発現させることさえ達成できれば、Cre-loxP は必須ではない。申請者は異なる蛍光タン
パク質のプラスミド DNA を混ぜてを低濃度で導入すれば、プラスミドのコピー数がポアソン分
布に従うため、確率的発現が可能であると考えた。予備実験の結果、この原理で実際に多様な色
相を作り出せることを見いだした。しかしながら、コピー数を減らすと蛍光強度が減ってしまう。
1 コピーあたりの発現量が高いプロモーターについて検討した結果、tTA の存在下でテトラサイ
クリン応答配列 TRE を用いることで発現量を向上できる。tTA および複数の TRE-蛍光タンパク
質のプラスミドを混ぜて子宮内エレクトロポレーション法で遺伝子導入すると、明るくかつ多
様な色相で神経細胞を標識できる（Tetbow 法と呼ぶ）。 
Tetbow の優れた点は、Cre-loxP を利用しないため、蛍光タンパク質の種類を容易に増やせる

点である。また、プラスミドに限らず、AAV などのウイルスベクターにも拡張可能である。 
(3) 多色標識標本から神経回路形態を抽出する手法の開発 
多色標識した脳標本において、色情報に基づいて神経細胞を識別するため、色相識別プログラ

ムの開発を行った。具体的には、色空間にプロットされる輝度情報の互いの相関を用いて色相の
類似性を同定、個々の神経細胞の形態を抽出する。 
 
４．研究成果 
(1) 機能的に同定された神経細胞の遺伝学的操作・標識 
 大腸菌で生成した Cre タンパク質を用いて局所エレクトロポレーションによる組換えの誘導
を試みた。Cre 依存的に tdTomato を発現するノックインマウスを用いて、組換えの評価を行っ
た。ガラスピペットの直径や電流条件を工夫することで Cre による組換えの誘導に成功した。マ
ウス嗅球の 1個の糸球体を狙って Cre を電流注入し、1個の糸球体に接続する僧帽・房飾細胞で
のみ組換えを誘導することができた。さらに、それらの軸索も tdTomato 標識で可視化すること
ができた。従来の AAV による標識よりも空間解像度の点で優れていると考えられる。一方で、組
換え効率は若いマウスでは高いが、成体においては低いという課題も見出された。 
(2) 透明化イメージングに最適化した多色標識法の開発 
まずは子宮内エレクトロポレーション法を用いて、Tetbow 法の最適化を行った。tTA を発現す

るプラスミドと TRE-XFP を発現するプラスミドをどのような割合で導入すると発現量が最大化
され、色の多様性が確保されるのかについて、ポアソン分布に基づく数理シミュレーションと実
際の実験を組み合わせて検討し、最適条件を決めた。この方法を用いて大脳皮質錐体細胞や嗅球
僧帽・房飾細胞の多色標識を行った。SeeDB2 法による透明化の後でも蛍光輝度が保持されてお
り、共焦点顕微鏡によるイメージングによって立体再構成することができた。さらに、スパイン
や軸索も明瞭に可視化することができた。 
この手法では個々の XFP は別々のプラスミドに載っているため、超多色化も容易である。実際

に、7-8 色まで標識出来ることを確かめた。また、蛍光タンパク質だけでなく、SNAP, HaloTag, 
CLIP といったケミカルタグによる多色標識も実現した。これらを確率的に導入後、それぞれに
対する蛍光基質と反応させることで、蛍光染色した。これらの利点は、有機溶媒による透明化で
も褪色しない点である。 
更に、Tetbow 法を AAV にも実装した。これを大脳皮質や嗅球に導入し、多色標識を確かめた。

さらに、嗅球から嗅皮質へと投射する軸索を多色標識誌、1 本 1 本追跡することにも成功した。 
これらの成果は eLife 誌に発表され、国内外の多くのメディアから大きな反響を受けた

（Forbes 誌、The Scientists 誌などで 2018 年神経科学分野で最もインパクトのあるの写真に
選出）。  
(3) 多色標識標本から神経回路形態を抽出する手法の開発 
多色標識標本の色を読み取るプログラムの検討を行った。まずは輝度ベクトルの相関を計算

する手法を検討し、良好な結果を得たが、計算時間がかかる点が課題として上げられた。輝度を
平均化する、zスタック画像を用いるなどの工夫により、計算量を減らすことに成功した。今後、
色情報の定量的な解析により、神経突起の自動解析が加速されるものと期待される。 
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