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研究成果の概要（和文）：仔マウスのin vivoでの2光子顕微鏡を用いたライブイメージング技術を開発するため
に、ニューヨーク大学Wenbiao Gan教授との共同研究を行った。遺伝子導入のための子宮内遺伝子導入法のセッ
トアップを行い、ほぼ毎回安定して遺伝子導入が行えることを確認したのちにイメージング技術の開発を開始し
た。人工保育の方法を開発し、生後２日目から５日目までの生存を可能にした。仔マウスの頭を固定する金属の
開発も行い、自由に動けるような重さ形状になるような工夫を行った。これらの技術を用いて、生後２日から５
日目までの長期イメージングを行い、ダイナミックな樹状突起の形態変化を単一の細胞で観察することを可能に
した。

研究成果の概要（英文）：To reveal dynamic dendritic morphology change that is controlled by early 
life experience, we tried to develop two photon imaging technique on early postnatal mouse brain.  
The most difficult step for this experiment is (1) to keep animal survive without mother (artificial
 raring), (2) remove skull without damaging brain, (3) develop all tools that fits to small mouse 
head.  Collaboration with Dr. Wenbiao Gan (NYU), who is a world expert of two photon imaging, we 
developed all procedure for early postnatal mouse brain imaging.  First, we developed the most 
efficient procedure for artificial raring (feed goat milk) which kept the animal developing as 
normal rate. Next we discovered how to remove thin skull and also developed the device fits for 
small animal head for imaging.  As a result, we succeeded to image single neuron from postnatal (P) 
day 2 to P5 and revealed dynamic dendritic morphology change. 
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１．研究開始当初の背景 
 
これまでに当研究室では生後の発達期に、環
境や経験によって受ける様々な入力がどの
ように脳の神経回路編成を起こすのか、また
その分子メカニズムを明らかにする目的で
研究を行ってきた。 
これまでの成果でBtbd3は神経活動依存的に
PlxnA4 と選択的に結合して RhoA の活性を上
昇させ、樹状突起の除去を行っていることを
明らかにした。PlxnA4 が RhoA の活性を上昇
させるには、2 両体を形成する必要があるこ
とがすでに報告されていることから、様々な
Btbd3 の変異体を用いてプルダウンアッセイ
を行い、PHR ドメインを介して PlxnA4 と結合
した Btbd3 が、BTB ドメインを介して Btbd3
の二両体を形成し、結果として PlxnA4 が 2
両体を形成することを明らかにした。通常、
PlxnA4 の二両体の形成には細胞外で Sema が
結合することが必要とされているが、我々の
結果では Sema のシグナルを介さずに RhoA の
活性をコントロールしていることが示唆さ
れた。このことを検証するために、PlxnA4 ノ
ックアウトマウスに細胞外ドメインを欠損
した PlxnA4 を導入した結果、樹状突起の形
態異常がレスキューされ、細胞内の Btbd3 が
直接 PlxnA4 の二両体化と RhoA の活性をコン
トロールしていることを明らかにした。次に、
神経活動がさらに上昇すると、Btbd3 と
PlxnA4 の結合が乖離することが明らかにな
り、この結果高レベルの神経活動下では RhoA
の活性が抑制されて、樹状突起の除去も抑制
されることを明らかにした。加えて、PlxnA4
と乖離した Btbd3 は Cadps2 という因子と結
合し、これによって Rac1 の活性を上昇させ
ることを明らかにした。神経活動の低い樹状
突起は Btbd3-PlxnA4 コンプレックスによる
RhoA の上昇で除去され、神経活動の高い樹状
突起は Btbd3-Cadps2 コンプレックスによる
Rac1 の活性上昇によって枝分かれと伸長が
促進されるという、樹状突起選択的な形態変
化の分子メカニズムを明らかにすることが
できた。 
そこで、このことをさらに生体内で証明する
目的で、生後発達期の仔マウスを用いた in 
vivo２光子イメージングを立ち上げる必要
が生じた。生後のマウスのイメージングは成
体と異なり、技術的な高いハードルが幾つか
あるため、これまであまり成功していない。
特に母マウスの食殺による、仔マウスの喪失、
頭蓋骨の除去の難しさ、個体が小さいことに
よる麻酔の調節や手術の難しさが上げられ
る。そこで、効率的に技術開発が行えるよう
に若いマウスでの２光子イメージングの経
験のある Wenbiao Gan 教授と共同研究を行い、
技術開発に取り組んだ。 
 
２．研究の目的 
 
生後発達期の神経細胞の形態変化は神経回

路の形成を大きく変化させ、脳機能に影響を
与える。この形態変化を起こす分子メカニズ
ムの詳細はこれまでに明らかにしているが、
実際に in vivo でこれらの分子メカニズムを
用いて形態変化が行われているのかを明ら
かにするためには２光子顕微鏡でのイメー
ジングを用いる必要がある。さらに、これま
での初代培養系を用いた実験では、RhoA や
Rac1 の活性を可視化することはできたがそ
れに伴うダイナミックな樹状突起の形態変
化を観察することが難しかった。これは、培
養皿に神経細胞が強く接着していることか
ら形態変化を起こすのが難しいと考えられ
る。実際に、樹状突起が形態変化を起こし始
めるものは細胞死を起こすという傾向がみ
られている。このことから樹状突起の形態変
化とその分子メカニズムは間接的に証明し
ているものであり、直接証明することができ
ていない。そこで、生体内のイメージングが
必要不可欠となる。 
成体のイメージングは一般的に行われてい
るが、生後直後の仔マウスのイメージングに
は技術的なハードルが高く、あまり行われて
いない。そこで仔マウスの効率的なイメージ
ングを行うための技術開発を行うために若
いマウスでの２光子イメージングの経験の
ある Wenbiao Gan 教授と共同研究を行い、技
術開発に取り組んだ。 
 
 
３．研究の方法 
マウス脳内の神経細胞を蛍光タンパクであ
らかじめラベルするために、子宮内遺伝子導
入法を用いて、蛍光タンパクをコードする遺
伝子を含むプラスミドを導入した。胎生１３
日目に遺伝子導入を行うことにより、視床軸
索が入力する大脳皮質第４層に効率的に遺
伝子導入を行うことができる。これらのマウ
スが出生した際に、蛍光顕微鏡で蛍光タンパ
クが発現している個体をスクリーニングし
ておく。次に仔マウスの頭にイメージング用
のヘッドギアの装着を行う手術を行う。ここ
で、手術を行った仔マウスに対して母親マウ
スは食殺を行う傾向が強いため、人工保育に
よる仔マウスの飼育法の開発を行った。さら
に、人工保育には３時間ごとの授乳など、人
手を多く必要とすることから、長時間自力で
生きながらえる環境を作成して、最長５時間
の自力での生存を可能にした。これには様々
なミルクと哺乳瓶を試し、最適な条件を導き
出した。次に、成体より頭の大きさが小さい
仔マウスのために、ヘッドギアを開発し、イ
メージンングの際に頭を安定して固定する
方法を開発した。さらに、仔マウスの薄い頭
骨を、出血や脳へのダメージなく除去する方
法の開発を行った。 
 
 
４．研究成果 
仔マウスの in vivo での 2光子顕微鏡を用い



たライブイメージング技術を開発するため
に、ニューヨーク大学 Wenbiao Gan 教授との
共同研究を行った。遺伝子導入のための子宮
内遺伝子導入法のセットアップを行い、ほぼ
毎回安定して遺伝子導入が行えることを確
認したのちにイメージング技術の開発を開
始した。人工保育の方法を開発し、生後２日
目から５日目までの生存を可能にした。仔マ
ウスの頭を固定する金属の開発も行い、自由
に動けるような重さ形状になるような工夫
を行った。これらの技術を用いて、生後２日
から５日目までの長期イメージングを行い、
ダイナミックな樹状突起の形態変化を単一 
の細胞で観察することを可能にした。 
 
 

図１、生後２日目から５日までの単一神経細
胞のイメージングの結果。同じ細胞に繰り返
し戻ってイメージングを行っている様子。 
 
 
 
 
 

 

 
図２、図１のデータをトレーシングした結果。
樹状突起がダイナミックに形態変化を起こ
している様子がわかりやすく見える。 
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