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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経回路内にある特定の神経細胞同士の接続で構成される内在回路が、
どのような接続パターンを持ち、機能に貢献するのか解析を可能とする神経回路解析技術を開発し、その適用を
試みることを目的とした。本研究の結果、マウス生体内の特定の神経細胞のシナプスや細胞内小器官の標識、１
神経細胞の標識、神経細胞の活動の操作、神経細胞の除去、神経活動の検知、発現分子の機能解析、を可能とす
るツールを作製でき、神経回路の解析へ適用できることがわかった。この神経の標識や操作を可能とする解析技
術のライブラリーは、特定の神経細胞種同士の接続や機能の解明へ大きく貢献すると期待される。

研究成果の概要（英文）：This study is aimed to develop a variety of tools to analyze the connection 
patterns and functions of specific neural circuit in the central nervous system. We developed 
various tools to label synapses, intracellular organelles or a single soma, to detect or manipulate 
neural activities, to analyze functions of expressed molecules, and to remove neurons, in specific 
neuronal subtypes of the mouse brain. The library of developed tools enables labeling and 
manipulation of target neurons and will contribute to elucidate the connectivity and functions of 
specific neural circuits in the central nervous system.

研究分野：神経解剖学・病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳には多様な神経細胞種が存在するが、それらは特定の神経細胞とつながることで神経回路を構成し、機能を正
しく発揮すると考えられている。しかし、こうした機能的な回路がどのような特異的な接続様式をもって機能を
発揮しているのか、その動作原理について未だ理解が深まっていない。本研究では、神経回路内にある特定の神
経細胞同士の接続パターンや機能を明らかにすることを可能とする様々な神経回路の解析技術を確立した。この
解析技術のライブラリーは、中枢神経系に存在する多様な神経回路の接続や機能を解明する研究へ大きく貢献す
ると期待される。

※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 

われわれ動物の行動を支える、感覚、認知、運動などの脳機能は、脳に内在する多様な神経回

路が担うと考えられているが、回路がどのようにして複雑な機能を制御しているのか未だ全て

は理解されていない。脳機能を理解する主なアプローチの１つに、神経回路の接続様式、すな

わちコネクトームの全貌を明らかにすることがある。脳内には、多種多様な神経細胞種が特定

の標的神経細胞種と接続して神経回路を形成し、その集合体として神経機能を発揮する。これ

ら各回路は、連関したものが領域ごとに整然と並ぶことから、脳地図とも形容され、健常な脳

機能の遂行に不可欠なシステムと考えられる。しかし、これら回路がどのような精緻で特異的

な接続様式をもって脳地図を作り、機能を発揮するにいたるのか、その動作原理の全貌はいま

だに明らかでない。その要因の１つに、２〜多神経細胞種間の特異的な接続パターンや機能を

効率よく解析できるツールが未開発なことがある。 
 

２．研究の目的 

本研究では、神経回路内にある特定の１神経細胞種同士の接続で構成される機能モジュールが

どのような接続パターンを持ち、どのような機能素子に貢献するのかを明らかにするため、２

神経細胞種間の接続パターンと機能を解析することを可能とする神経回路解析技術の開発とそ

の適用を試みることを目的とした（図１A）。本解析技術は、特定の神経細胞種同士の精緻な接

続と動作原理を明らかにし、脳神経機能を理解する重要なツールになると考えられる。 
 

３．研究の方法 

（１）神経回路解析技術の培養細胞での検証： 細胞の標識や遺伝子発現、機能の修飾を可能に

する DNAコンストラクトを遺伝子工学的手法を用いて作製し、HEK293細胞や Neuro2a神経系

細胞にトランスフェクションした。任意の時間の培養後、免疫染色などにより発現等を観察し、

各コンストラクトが機能するか評価した。機能したコンストラクトは、アデノ随伴ウイルス

(AAV)のヘルパープラスミドとともに HEK293T細胞にトランスフェクションし、任意の日数後

に回収して AAVを精製した。精製した AAVは、Neuro2a細胞等に感染させ、機能を再度評価し

た。 

（２）神経回路の解析技術のマウス生体での検証： （１）で精製した AAVを、麻酔下において

マウスの脳脊髄内へ注入した。任意の日数後に、灌流固定した脳脊髄の組織学的な観察、あるい

は行動、生理学的解析により、各 AAVが機能しているかを評価した。 
 

４．研究成果 

（１）神経回路解析技術の培養細胞での検証： 神経回路内の各神経細胞種間の接続パターンや

その機能を解析することを可能とする新たな神経回路の解析技術の開発を試みた。まず、特定の

神経細胞と接続した神経細胞の遺伝子発現を誘導し、その細胞の標識や機能の修飾を可能にす

る DNAコンストラクトを作製し、HEK293および Neuro2a細胞にトランスフェクションした。

その結果、任意の遺伝子を発現させることに成功したが、接続細胞以外にも遺伝子発現の漏れが

観察され、コンストラクトの改変が課題となった。また、本コンストラクトを含む AAVを作製

し脳内の神経へ導入すると、細胞毒性があることが明らかとなり、適用が難しくなった。その代

替として、複数の神経経路のシナプスの可視化、化学物質依存的な神経細胞の活動の増加と抑制、

ペプチドや光依存的な神経細胞の除去、特定の神経細胞の細胞内小器官の標識、神経細胞活動の



可視化、１神経細胞の標識、特定の因子のノックダウン、を可能とする DNAコンストラクトを

作成した。これらを Neuro2a細胞で発現させ、各々の効果を検討したところ、シナプス標識、神

経活動の制御、細胞の除去、細胞内小器

官の標識、神経活動の可視化、１細胞の

標識、特定の因子のノックダウン、がそ

れぞれ可能であることがわかった（図１

B–E）。特定の因子をノックダウンするコ

ンストラクトでは、神経細胞の形態を変

化させられることがわかった。これらの

DNAコンストラクトをもとに AAVを作

製し、培養細胞において上記の効果を再

確認できた。 

（２）神経回路解析技術のマウス生体で

の検証： （１）で作製した解析技術を、

マウス脳脊髄内で適用することを試みた。精製した AAVをマウスの脳脊髄内へ注入したところ、

いずれについても十分な発現量を神経細胞にみとめた。これらのウイルスによって、まず特定の

神経細胞種のシナプスの可視化、化学物質依存的な神経細胞の活動の増加と抑制、が可能である

ことが確認できた。これらの手法を用い、大脳皮質と脊髄間を結ぶ皮質脊髄路を対象に、その接

続様式を詳細に解析したところ、同回路のなかに、特定の神経細胞種同士で結ばれる多様な機能

モジュールが存在することを明らかにできた（Ueno et al., Cell Rep 2018)1。また自律神経経路の

標識（Nagoya et al., Neurogastroenterol Motil 2020)2や未知の脳脊髄内の神経細胞種の標識も可能

とした。１神経細胞の標識は、標的とする神経細胞の種類によっては機能しないことがわかった。

その代替法として、低濃度の AAVと遺伝子改変マウスを利用し、１神経細胞の標識を可能とす

る方法を見出した。特定の神経細胞の除去も可能であることがわかった。神経細胞の活動を可視

化する AAVでは、これまで未知であった特定の神経細胞種の活動の検知に成功した。また、特

定の神経細胞の細胞内小器官を標識できる条件を見出し、詳細な接続様式を電子顕微鏡レベル

で観察する実験基盤を整えた。以上、本研究で得られた、特定の神経細胞種の標識や操作を可能

とする解析技術のライブラリーは、脳脊髄内の特定の神経細胞の接続様式や機能、神経活動の検

知、発現分子の機能解析を可能とし、特定の神経細胞種同士の接続や機能を解明する研究へ大き

く貢献すると期待される。 
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図１ 神経回路の解析手法の検証．A. 神経細胞種
同士の接続で構成される機能モジュールの接続パ
ターンと機能を明らかにする。B–E. 接続、シナプ
スの標識、細胞の除去、因子のノックダウンを可能と
するツールの培養細胞での検証。 
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