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研究成果の概要（和文）：大脳皮質など、多様な細胞の複雑な回路からなる脳組織の機能や、そ

の発達・可塑性を支える分子機構を理解するためには、特定の神経回路での機能分子の振る舞

いを単離して吟味する必要がある。そのため、対象とする神経投射をあらかじめ標識しておき、

標識されたシナプス結合部位を含むシナプトソーム標本を調製することを試みた。大脳皮質視

覚野に種々の蛍光トレーサを注入し、皮質より調整したシナプトソーム標本をフローサイトメ

トリー解析により蛍光強度依存的に分離した。その結果、カルボシアニン系色素 DiI によって

標識した標本で、蛍光強度が強く、かつシナプスマーカー蛋白陽性の、蛍光標識シナプトソー

ムを得ることができた。 

 

研究成果の概要（英文）：The cerebral cortex consists of various types of neural cells which 

are interconnected and make up a complex network. Therefore, it is necessary to examine 

the behavior of functional molecules at specified neural connections to understand the 

function, development and plasticity of the cerebral cortex. The aim of the present project is 

to prepare the synaptosome sample derived from the neural connections that was 

fluorescently labeled in advance. To this end, I labeled the neurons in the visual cortex by 

injecting fluorescent tracers, prepared synaptosome samples from the labeled tissue, and 

sorted them using flowcytometry according to their fluorescent intensity. I could obtained 

the successfully labeled synaptosomes from cortical tissue injected with a carbocyanine dye 

DiI. 
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１．研究開始当初の背景 

 神経回路の機能や可塑性を支える分子の

種類と振る舞いを明らかにすることは、疾患

の理解にも直結する重要な課題である。しか

し、脳は多様な神経細胞が織りなすネットワ

ークであり、脳組織全体が内包する分子の種

類や量を調べても、それがどのような回路で、

どのような機能を担うものかは特定できな

い。代表者が主な研究対象としている哺乳類

視覚系は、生後初期の臨界期と呼ばれる一時

期に視覚入力を遮断することで、視覚野の機

能と回路の大きな変化を引き起こす。その分

子機構は広く研究されており、特に近年は、

プロテオーム、メタボローム解析といった強

力な網羅的解析技術が導入されつつあるも

のの、実際には、そこで注目された候補分子

が、どの神経結合のいかなる変化に寄与する

ものかは、ほとんど明らかとなっていない。

これには、脳、特に大脳皮質が多様な細胞の

複雑なネットワークであり、そこで生じる変

化や、それに関与する分子が一様でないこと

が大きな原因であると考えられる。例えば、

視覚遮断により、遮蔽した眼は弱視となり、

入力軸索は退縮するが、他方の眼の視力に変

化はなく、入力軸索は伸長するというように、

同じ視覚野内で複数の（時には逆方向の）可

塑的変化が並行して進む。視覚野のみならず、

自然刺激に対する脳の適応や学習の際には、

神経回路の多様な変化が同時に生じると考

えられる。このような状況では、皮質領野全

体を対象とした解析では、回路変化の個々の

過程に関わる分子変化を検出できない可能

性が高い。 

 

 

２．研究の目的 

 回路機能やその可塑性を理解するには、シ

ナプスでの分子変化に注目する必要がある。

シナプスを構成する機能分子群は、それぞれ

の神経結合で異なっているが、脳組織全体よ

りサンプルを調製すると、シナプス部分だけ

でなく神経細胞の様々な部分が含まれてし

まう。さらに、全ての神経結合に由来する成

分が混在するため、特定のシナプスにおける

変化は確認しがたい。そこで、あらかじめ標

識しておいた特定の神経結合に由来するシ

ナプトソームを単離することで、これらの問

題の解決を目指す。シナプトソームは、シナ

プス接合部を含む微細な小胞であり、形態的

にも生化学的にも神経終末部の特徴を保っ

ている。特定の神経結合由来のシナプトソー

ムを網羅的解析に用いれば、神経回路のどの

部分でどのような分子変化が生じたかを明

らかにすることが可能となる。 

 

 

３．研究の方法 

1) 蛍光蛋白質標識を用いた特定シナプトソ

ームの回収 

 まず、大脳皮質ニューロン選択的に GFP

を発現する遺伝子改変動物を用いて、蛍光標

識を指標にシナプトソームを単離・回収する

プロトコルを確立した。 

 この動物の視床には GFP の発現は見られ

ないため、GFP 発現ニューロンに由来するシ

ナプトソームは、小胞型トランスポーターと

して VGluT1 あるいは VGAT を発現し、視

床で発現するVGluT2は見られないと考えら

れる。GFP 発現マウスの大脳皮質より得られ

たシナプトソームを、GFP 蛍光の強度により

セルソーター（MoFlo XDP cell sorter, 

Beckman Coulter）で分離するプロトコルを

決定した。シナプトソームが会合して塊にな

っていないかなど、セルソーターでの分離に

適した標本を得るための条件検討が主眼で

ある。正しく分離されたかどうかは、標本中

の VGluT1、VGAT が濃縮されているか、

VGluT2 が混入していないかを免疫染色、ウ

ェスタンブロットにより調べることで評価

した。 



 

 

 

2) 蛍光標識した神経投射由来のシナプトソ

ームの回収 

 大脳皮質視覚野にトレーサー等を注入し

て一群のニューロンを標識し、視覚野より調

製したシナプトソームより、標識されたニュ

ーロン由来のものを回収することを試みた。

この時、蛍光トレーサとして、蛍光標識デキ

ストランアミン、蛍光標識 PHA-L、DiI など

種々のトレーサを用いてその結果を比較し、

最適なプロトコルを確立した。 

 

 

４．研究成果 

 初年度は、大脳皮質のⅤ/Ⅵ層ニューロンに

選択的に GFP を発現する遺伝子改変マウス

（Thy-1 GFP マウス）を用いて、蛍光標識を

指標にシナプトソームを単離・回収するプロ

トコルを検討した。まず、Thy-1 GFP マウス

の組織におけるGFP分布を確認したところ、

大脳皮質において、GFP はⅥ層の錐体細胞に

強く発現していた。この錐体細胞の細胞体か

ら表層に向かって伸びる樹状突起は、主に興

奮性の入力を受ける棘突起とよばれる構造

を持つ。そこで、synaptophysin で蛍光免疫

染色を行ったところ、棘突起に発現している

GFP と共局在あるいは隣接する

synaptophysin シグナルを確認できた。この

ことから、このマウスの皮質には GFP シグ

ナルがシナプス後部に発現しているシナプ

スが存在すると考えられる。 

 Thy-1 GFP マウスより大脳皮質由来シナ

プトソームを調製し、ウェスタンブロット解

析と多重蛍光免疫染色によって評価した。ウ

ェスタンブロット解析の結果、VGluT1、

VGluT2、VGAT、SNAP25、synaptophysin、

PSD-95 といったシナプスマーカー蛋白はい

ずれも細胞質画分と比べ、シナプトソーム画

分で多く見られたが、laminA/C、GAPDH、

GFAP などの核/細胞質マーカー蛋白はシナ

プトソーム画分にはほとんど見られなかっ

た。一方 GFP はどの画分にも同程度に含ま

れていた。 

 シナプトソーム標本について GFP、

synaptophysin、PSD-95 の多重蛍光免疫染

色を行った結果、それぞれが完全に重なるこ

とはなかったが、3 種のシグナルが 1m 以内

に近接して存在する様子が確認された。シナ

プトソームの大きさは直径 1m ほどであり、

このことからも GFP で標識された神経結合

に由来するシナプトソーム得ることができ

たと考えられる。GFP シグナルと近接しない

synaptophysin シグナルも観察され、この標

本は、GFP 陽性および陰性シナプトソームが

混在するものと考えられる。 

 以上で得た標本より、蛍光シグナルを手掛

かりとして、GFP 発現ニューロンに由来する

シナプトソームを、セルソータ-を用いて分離、

濃縮することを試みた。この過程で、シナプ

トソームが会合して塊になるのを防ぐ調製

条件、ソーティングのパラメータなど、セル

ソーターでの分離に適した標本を得るため

の条件を決定した。 

 初年度に確立したシナプトソーム回収法

を基に、実際に蛍光トレーサーを脳に注入し

て軸索を標識した動物よりシナプトソーム

を調製し、標識投射に由来するシナプトソー

ムを分離することを試みた。蛍光標識したデ

キストランアミン、レクチンである PHA-L, 

カルボシアニン系色素である DiI など数種類

の神経トレーサーを大脳皮質に注入し、シナ

プトソーム標本を調製したところ、DiI によ

って標識したシナプトソーム標本において、

蛍光強度の強い顆粒群を検出した（図 1）。 

 

 また、DiI を注入した大脳皮質についてシ

ナプス前終末のマーカー蛋白の免疫染色を

行い、DiI が軸索末端部分を標識しているこ

とを確認した。DiI 注入部位より調製したシ

図 1．正常皮質（左）と DiI 注入皮質（右）から

調製したシナプトソームのフローサイトメトリ

ー解析。各サンプルを前方光散乱（縦軸）と赤

の蛍光強度（横軸）についてプロットした。DiI

注入皮質からのサンプルには、蛍光強度が強い

サンプル群（R10 区画）が認められる。 



 

 

ナプトソームを、フローサイトメトリー解析

を用いて蛍光強度依存的に分離した後、蛍光

陽性集団と蛍光陰性集団について免疫染色

を行い、標識シナプトソーム標本が単離でき

ているかどうかを確認した。その結果、蛍光

陽性集団に標識シナプトソーム標本が多く

見られた（図 2）。 

 

 以上より、蛍光トレーサによりあらかじめ

標識した神経投射に由来するシナプトソー

ム標本を得ることができた。現在、上記成果

の発表準備中である。 
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図 2．DiI 注入皮質シナプトソームからソートし

た高蛍光輝度群（図 1 の R10 区画、左）のシナ

プス前終末のマーカーsynaptophysin 免疫染色

像（中央）。両シグナルを持つ粒子（右、矢じり）

は標識されたニューロンに由来するシナプトソ

ームである。 


