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研究成果の概要（和文）： 

神経回路は神経細胞が標的の神経細胞や筋肉細胞とシナプスと呼ばれる接着構造を介してつな

がることで構築されている。神経細胞は特定の標的細胞を認識し、それとのみシナプス結合を

形成することにより、特定の機能を生み出す回路を形成する。本研究においては、高度な遺伝

子操作が可能なショウジョウバエの神経系をモデルとし、シナプス結合の特異性の決定に関わ

る新たな機構を解明するとともに、動物個体内で進行するシナプス形成過程の可視化に成功し

た。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

Synapses are specialized junctions through which neurons signal to each other and to other 

target cells such as muscles and are crucial to the functioning of the nervous system.  

Neurons select and synapse with specific target cells.  This “synaptic specificity” 

underlies the proper functioning of the nervous system.  In this study, we used highly 

sophisticated Drosophila genetics to reveal a novel mechanism by which neurons find and 

recognize their target cells.  We also succeeded in visualizing the process of synapse 

formation in developing embryos and elucidated a molecular mechanism of synapse formation 

that occurs in an intact organism. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)シナプス特異性の決定機構 
ヒトも含めた動物の体内では、多数の神経細
胞がそれぞれ決まった相手（神経細胞や筋
肉）と結合することで、機能的な神経回路が
形作られている。発生過程において、神経細
胞は、多数の細胞の中から、いかにして自分
の結合相手を間違えなく見つけ出すのか？
古くより、個々の標的細胞上に存在する、「目
印」分子の関与が示唆されており、実際、神
経細胞に対して、「こちらにおいで」と誘引
的に働きかける作用を持つような分子が尐
数であるが見つかっている。しかし、特異的
神経結合の仕組みは未だ不明の点が多かっ
た。 
 
(2)シナプス形成過程における分子集積 
一方、神経細胞は、その標的細胞を認識した
後、そこに情報伝達の場としてシナプス構造
を形成する。シナプスが正しく機能するため
には、情報伝達に関わる様々な機能分子が正
しくシナプス部へ配置されることが重要で
あり、この過程がうまくいかないと神経疾患
などの脳神経系の異常を引き起こすことに
なる。これまでに培養神経細胞を用いた研究
から細胞接着分子が神経細胞と標的細胞と
の接着及びシナプス部への機能分子の配置
に関与することが示唆されてきた。シナプス
が形成される際、神経細胞と標的細胞の細胞
膜が接触すると、両者の膜表面に発現してい
る細胞接着分子がちょうど互いに握手をす
るように結合してシナプス構造を安定化さ
せる。同時に、細胞接着分子は同じ細胞内の
他の分子にも結合することができるので、細
胞接着部位への他の分子の集積も誘導する
ことができる（図５参照）。細胞接着分子を
介したシナプス形成過程は、培養細胞系では
詳しく解析されてきたが、生体内での実際の
シナプス形成における細胞接着分子の役割
は明らかにされてこなかった。 
 
２．研究の目的 
(1)シナプス特異性の決定に関わる分子の探
索 
標的認識に関わる目印分子の研究があまり
進んでいない理由として、次の２点があげら
れる。まず、多数の細胞が複雑にからまりあ
った脳神経系のなかで、特定の細胞において
のみ存在するような微量の分子を見つけ出

すことが技術的に困難であること。次に、仮
にそのような分子を見つけても、その機能を
生きた動物の中で調べることが難しいこと、
である。本研究において、われわれは、東京
大学先端科学技術研究センターの油谷浩幸
教授と共同で、特定の神経標的細胞を特徴づ
けるような「目印」を、単一細胞マイクロア
レイを用いて系統的に探索することを試み
た。さらに、この技術を用いて同定した分子
を、ショウジョウバエの発達した遺伝子操作
技術を用いて生体内で調べることを目的と
した。 
 
(2)シナプス形成過程の生体内可視化 
従来のシナプス形成研究における技術的な
問題として以下の２点が挙げられる。第１に、
生きた動物個体内で非常に微小なシナプス
構造を可視化するのが困難であること。第２
に、脳神経系の中では膨大な数のシナプスが
形成されるので、いつどこでシナプスが形成
されるのかを予測するのが難しいことであ
る。本研究において我々は、比較的構成が単
純で、高度な遺伝子操作技術が可能なショウ
ジョウバエの神経筋シナプスに最新のイメ
ージング技術を適用し、これらの問題点を克
服し、個体内で進行するシナプス形成の仕組
みを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)単一筋肉のマイクロアレイ解析 
ショウジョウバエの胚を解剖し、腹側部に存
在する隣あった筋肉 12及び筋肉 13を、一本
ずつ微小ガラスピペットにより直接取り出
し、そこから得られる微量の RNAを抽出、cDNA
に逆転写後、RNA ポリメラーゼを用いて、２
サイクル増幅し、Affymetrix 社の GeneChip
を用いてマイクロアレイ解析を行った。 
 
(2)シナプス機能分子のライブイメージング 
ライブイメージングは共焦点レーザー顕微
鏡を用いて行った。ショウジョウバエ胚をそ
のまま(whole mount)もしくは解剖し、生理
食塩水中で発生させ、その間の分子の挙動を
観察した。 
 
４．研究成果 
(1)負の制御による標的認識機構の発見 
ショウジョウバエ幼虫の運動神経が、腹部の
特定の筋肉に配線する過程に着目し研究を



行った（図１）。運動神経が、隣り合った個
別の筋肉を区別して正確に配線することか
ら、筋肉上で働く目印分子の存在が予想され
ていたからである。このような目印分子をつ
くる遺伝子は、筋肉間で異なった発現をする
と考えられる。そこで、DNA マイクロアレイ
を用い、一つ一つの筋肉細胞において、ショ
ウジョウバエのほぼすべての遺伝子の発現
を解析し、両者間で発現に差異があり、した
がって目印の候補となるような遺伝子を探
索した。具体的には、ショウジョウバエの胚
を解剖し、腹側部に存在する隣あった筋肉 12
及び筋肉 13 を、一本ずつ微小ガラスピペッ
トにより直接取り出し、そこから得られる微
量の RNAを増幅し、マイクロアレイ解析を行
った。その結果、2 つの筋肉間で発現量に差
がある遺伝子を、約 200個同定することに成
功した。この中には、標的認識過程に直接関
与する可能性のある膜局在型または分泌型
タンパク質も多数含まれていた。これらにつ
いて、系統的な機能解析を行うことにより、
そのうちの一つ、Wnt4が、運動神経が筋肉を
識別する際に重要な役割をもつことを見い
だした。 

 
図１：単一細胞マイクロアレイによる 

標的特異分子の探索 
 
Wnt4はWntファミリーに属する分泌タンパク
質で、異なった運動神経と結合する上記の筋
肉 12，13のうち、筋肉 13においてのみ発現
していた。遺伝学的に Wnt4を欠失させると、
本来筋肉 12 と結合する運動神経が、筋肉 12
に加え、本来結合しないはずの筋肉 13 にも
結合するようになった（図２）。逆に、Wnt4
を筋肉 12 で人工的に発現させると、筋肉 12
における神経結合形成が阻害された。これら
の観察結果は、Wnt4 が筋肉 13 において発現
し、筋肉 12 と結合するべき運動神経に対し
阻害的に働きかけることにより、それらが筋
肉 13ではなく筋肉 12と結合するように制御
していることを示唆している。さらに我々は

ソーク研究所の John Thomas博士らと共同で、
運動神経側で発現する Wnt4 のリセプターと
して derailed2と Frizzled2を同定した。 

図２：Wnt4の発現と機能解析 

 
これまでに、標的細胞に発現し、「こちらに
おいで」という誘因的な働きを通じて標的特
異性を決めるような分子の候補がいくつか
見つかっている。本研究は、このような正の
制御機構だけでなく、非標的細胞からの「こ
ちらにくるな」という負の制御機構が、神経
結合の特異性の決定に必須の役割を果たす
ことを初めて示すものである（図３）。Wnt4
の属する Wntファミリー分子は種間で保存さ
れているので、本研究で明らかになった「負
の目印」を介した神経結合の仕組みは、ヒト
を含めた他の動物にも同様に存在する可能
性が高いと考えている。 

 

図３：負の制御による標的決定機構 

 

(2)シナプス形成過程の生体内可視化 
ショウジョウバエの神経筋シナプスは以下
のような優れた特徴からシナプス可視化に
適している。ショウジョウバエの卵は比較的
透明で内部構造がよく見える。また、膨大な
数のシナプスが存在する中枢神経系に比べ
て、神経筋シナプスは数が尐ないため一つ一
つを再現性よく見つけ出すことが可能であ
る。さらに、どの個体でも卵として産み落と
されてからほぼ同じ時間経ったのちに、シナ
プスが形成される。したがっていつどの場所
にシナプスが形成されるのかをあらかじめ
予測できる。このシナプスにおいて、神経表



面と筋肉表面両方に存在しており、したがっ
て両者を結びつける役割を担っていること
が期待されたファシクリン２という細胞接
着分子に着目し、以下の研究を行った。 

ショウジョウバエの神経筋結合系におい
て、運動神経細胞と筋肉は両者ともに細かい
突起を伸ばして互いを認識し、特定の接触を
安定化することにより、シナプス部を形成す
る。まず、この過程における、ファシクリン
２（NCAM ホモログ）と、足場タンパク質
Dlg(PSD-95ホモログ）の動態と機能を調べた。
これら分子は成長後の幼虫のシナプスにお
いて PDZドメインを介し結合しシナプスの維
持に重要であることが以前の研究により知
られていたが、最初にシナプスが形成される
過程における役割は不明であった。まず、GFP
との融合蛋白質(Fas2-GFP、Dlg-GFP)を特定
の筋肉において発現することにより、分子の
挙動を調べた。その結果、神経細胞が筋肉細
胞に接触するまさにその瞬間にファシクリ
ン２および Dlgがシナプス部に集まることが
分かった（図４）。また、FRAP(fluorescence 
recovery after bleaching)法を用い、ファ
シクリン２の細胞膜上での動きやすさを測
定したところ、神経細胞との接触に伴って動
きやすさが低下し、シナプス部に安定して存
在するようになることが明らかになった。さ
らに、これら分子の突然変異体の解析から、
1.Fas2-GFPの後シナプス部への局在は、プレ
のFas2との経シナプス接着に依存するがDlg
には依存しない、2.Dlg-GFP の後シナプス部
への局在は Fas2 に依存する、という知見を
得た。 
 

 
図４：神経筋シナプス形成過程における 

ファシクリン２の動態 
(A-C:Fas2-GFPの蛍光シグナルの変化、

A’-C’:模式図、ファシクリン２を点で表す。) 
 
以上のイメージング解析および遺伝学的証
拠から、神経細胞が筋肉細胞に接触すると、

細胞間の接着を介してまず細胞接着分子自
身の集積がシナプス部において誘導され、さ
らに細胞接着分子が他の機能分子に結合す
ることにより、それらのシナプス部への集積
を促す、というシナプス形成のメカニズムが
示唆された（図５）。 

 
図５：ファシクリン２によるシナプス分子集

積誘導機構の模式図 
 

本研究は、発生過程において神経細胞がシナ
プスを介してつながる際の細胞接着分子の
振る舞いと働きを個体内で初めて明らかに
した。さらに、細胞接着分子によるトランス
シナプティックな細胞間相互作用がシナプ
スの誘導に関与することの生体内での証拠
を示した。 
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〔その他〕  
・新聞掲載 （計２０件） 
① 日経産業新聞(2006年 1月 19日) 

脳神経結合の目印発見  
② 毎日新聞(2006年 1月 22日) 

神経の誘導物質発見 
③ 朝日新聞(2006年 1月 24日 夕刊)  

正しくつながる神経細胞の目印 
④ 科学新聞(2006年 1月 27日 4面) 

神経細胞の正確な配線機構解明 
⑤ 読売新聞(2006年 2月 1日) 

脳神経結合の目印特定日経産業新聞
（2007年 8月 31日 10面）神経との接続
を拒むたんぱく質を発見 

⑥ 日刊工業新聞（2007年 8月 31日 27面）
負の印から正しい配線 

⑦ 読売新聞（2007年 9月 2日朝刊 2面） 
誤った神経結合拒むたんぱく質 

⑧ 毎日新聞（2007年 9 月 5日朝刊 15面）

神経誘導物質を発見 
⑨ 科学新聞（2007年 9月 21日 2面） 

神経回路形成で働く負の目印 
⑩ 日刊工業新聞(2007年12月18日 22面 )

動物個体のシナプス 形成過程を可視
化 

⑪ 科学新聞  (2008年 1月 1日 4面) 
シナプス構築の仕組み明らかに 

⑫ 東京読売新聞朝刊（2008 年 1 月 6 日 19
面） 神経と筋肉「接続」の瞬間 

⑬ 日経産業新聞 (2008 年 1 月 7 日 9 面) 
シナプスの形成過程 生体内で可視化 

⑭ 東京新聞朝刊  (2008年1月15日 15面)  
シナプス形成 生体内で観察 

⑮ 中日新聞夕刊 (2008年 1月 15日 10面) 
シナプス形成 生体内で観察 

⑯ 毎日新聞朝刊(2008 年 2 月 17 日 19 面) 
シナプス形成過程 ハエの卵で初確認 

⑰ 日経産業新聞(2009 年 3 月 9 日 11 面) 
神経つなぐ仕組み 双方の細胞で認識 

⑱ 科学新聞（2009年 3月 13日 7面) 
神経回路を正しく接続するための双方
向探索機構を解明 

⑲ 日刊工業新聞 New ウェーブ２１（2009
年 3月 24日 31面) 
神経回路形成は双方向 

⑳ 日本経済新聞（2011年 3月 20日） 
ミクロで観る生命４．成長するハエの卵、
神経回路ができる瞬間 
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