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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウスの嗅覚回路をモデルに神経活動依存的な回路形成機構の具体的な
分子メカニズムを明らかにするべく、嗅神経細胞の神経活動の記録と操作の実験を行った。マウス嗅覚系では、
発現する嗅覚受容体に規定される神経活動の時間的なパターンが、回路形成に関わる遺伝子の発現を制御するこ
とが知られている。本研究では、in vivo条件で異なる嗅覚受容体を発現する細胞は異なる神経活動パターンを
示すこと、そしてその中で神経発火の頻度の違いが神経活動依存的な転写調節因子であるカルシニューリンを活
性化することを介して回路形成に関わる軸索選別分子の一つであるKirrel2の発現量を規定することを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Using the mouse olfactory circuit as a model system, we conducted 
experiments to record and manipulate the neural activity of olfactory sensory neurons in order to 
elucidate the molecular mechanisms of neural activity-dependent circuit formation. In the mouse 
olfactory system, the temporal pattern of neural activity defined by expressed olfactory receptors 
regulates the expression levels of genes involved in circuit formation. In this study, we found that
 cells expressing different olfactory receptors under in vivo conditions showed different patterns 
of neural activity. We also found that differences in neuronal firing frequency define the 
expression level of Kirrel2, an axon sorting molecule involved in circuit formation via activation 
of the activity-dependent transcriptional regulator calcineurin.

研究分野： 分子神経科学

キーワード： 嗅覚　回路形成　神経活動パターン　ヘブ則　遺伝子発現
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の高次脳機能は、多数の神経細胞が織り成す神経回路に支えられている。この神経回路の破綻は、重篤な神
経疾患の原因であることから、回路形成メカニズムの解明は基礎と臨床の両面から重要な課題であると考えられ
ている。
一般に哺乳類の神経回路は予め遺伝的決められたプログラムに加えて、臨界期と呼ばれる発達期の特異的な時期
における神経活動による洗練過程を得て機能的な回路へと習熟する。本研究では、電気的な活動である神経活動
がどのように神経回路の構造へと影響を与えるのかという点に着目し研究を進めた。その結果、特定の神経活動
パターンが特定の遺伝子の発現を制御するというこれまでにない新しいメカニズムを明らかにした。

※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 
神経細胞が発する電気的な活動は、脳の発達や環境に応じた可塑的変化など正常な脳機能発現に必

須の役割を担う。高等動物の神経回路は、遺伝的プログラムに加え発達期に生じる電気的な神経活動

を介した精緻化を経て完成されることが知られている。個々の神経細胞は発生の過程で、自らが担う機

能的役割に従って神経個性を獲得し、それに基づいて軸索を伸長させるが、マウス一次嗅覚系におい

ての神経個性は、発現する嗅覚受容体(odorant receptor: OR)の種類によって決定される。個々の嗅細

胞はゲノム中に約 1000 種類存在する OR 遺伝子の中から 1 種類のみを相互排他的に発現する。嗅細

胞の軸索は、発生の過程で発現する OR の種類ごとに収斂し、嗅球の特定の箇所に糸球構造を形成し

て投射する。これまでの我々の先行研究から、OR 分子は神経活動（自発活動）を介して様々な軸索選

別分子群の発現量を調節し、軸索末端にその発現パターンの組み合わせから成る“分子コード“を形成

し、OR 依存的な軸索収斂を可能にしていることがわかっている。しかしながら、1000 種類以上存在す

る”OR の種類”という情報が神経活動、即ち発火パターンの中にどの様に書き込まれ、どのような細胞

内シグナル伝達経路を介して OR の種類に固有な軸索選別分子群の発現量へと変換されているのか

についてはほとんど解明されていない。 

 
２．研究の目的 
本申請課題の目的は、マウス嗅覚系の神経回路形成をモデルに、神経活動のどのような特徴が軸索選

別分子の遺伝子発現パターンを規定しているのかという、神経活動と遺伝子発現の両者の具体的な対

応関係を明らかにし、その変換メカニズムを解明することである。この目的を遂行するにあたり、以下の 3

つの小目的を設定した。 

 

(1) 嗅細胞の神経活動パターンと軸索選別分子の遺伝子発現パターンの相関関係の検証 

(2) 神経活動パターンと軸索選別分子発現の因果関係の検証 

(3) 神経活動を遺伝子の発現パターンに変換する細胞内シグナル伝達経路の同定 

 
３．研究の方法 
(1)  嗅細胞の神経活動パターンと軸索選別分子の遺伝子発現パターンの相関関係の検証 

時間分解能が最も高いカルシウムセンサータンパク質である GCAMP6f を用い、同一の OR を発現する

嗅細胞からの自発的な神経活動記録及び大規模データ解析を行う。申請者は、嗅細胞特異的に

GCaMP6fを発現する遺伝子改変動物を作製し、発達期における嗅細胞の自発的な神経活動の ex vivo

条件下におけるイメージングに成功している。加えて、二光子レーザー顕微鏡を利用したカルシウ

ムイメージング技術を新規に構築し、in vivo 条件下での神経活動記録も試みる。また、特定

の OR を発現する嗅細胞を標識できるマウスを作製し、同一 OR 発現細胞からの神経活動パターンを記

録することで、神経活動パターンのパラメーターを抽出し、OR の種類に特徴的な神経活動パターンを

明らかにする。続いて、同一 OR 発現細胞に対し組織染色や RNA シーケンスを行うことで、その細胞種

の軸索選別分子群の遺伝子発現プロファイルを同定し、神経活動の特徴と遺伝子の発現パターンの相

関関係を検証する。 

 

(2)  神経活動パターンと軸索選別分子発現の因果関係の検証 

嗅細胞の神経活動を光刺激依存的に制御するために、嗅細胞特異的に組換え酵素 Cre を発現するマ

ウスとCre 依存的にチャネルロドプシン(ChR2)を発現するマウス(RCL-ChR2)を掛け合わせたマウスを作

出する。このマウスを用いて、上記①で同定した特定の OR に固有な神経活動パターンを与えた際にど



の遺伝子の発現が変化するかを組織染色や Q-PCR、RNA シーケンスなどを用いて調べる。 

 

(3) 神経活動を遺伝子の発現パターンに変換する細胞内シグナル伝達経路の同定 

神経活動に伴う細胞内カルシウム濃度の変化は様々な転写調節因子の活性化を促し、下流に存在す

る遺伝子の発現を制御する。したがって、CaMKII-CREB、カルシニューリン-NFAT、AkT-NFkB、

MAPK 経路などのカルシウム依存性のシグナル伝達分子に着目し、これら候補遺伝子を嗅細胞特異的

にノックアウトする実験を実施する。 

 

４．研究成果 

(1)  嗅細胞の神経活動パターンと軸索選別分子の遺伝子発現パターンの相関関係の検証 

はじめに、OR の種類の違いが神経活動のどの特徴に反映されているかを調べた。嗅細胞から神経活

動を記録する手段として、従来申請者らが行ってきた急性スライスを用いた ex vivo カルシウムイメージ

ング系に加え、二光子レーザー顕微鏡を用いた in vivo カルシウムイメージング技術を新規に立ち上げ

た。これにより、生体内の環境を維持した上でより長時間の神経活動記録が可能となった。さらに、特定

の OR 遺伝子の下流に Cre 遺伝子を挿入した遺伝子改変マウスを、CRISPR/Cas9 によるノックイン技

術を用いて新たに作成した。これを、Cre 依存的に GCaMP6f を発現することが可能なマウスと交配させ

ることで、標的 OR を発

現する嗅細胞のみを対

象にしたカルシウムイ

メージングを可能とし

た。そこで軸索選別分

子の一つである Kirrel2

の発現プロファイルが既

知 で あ る MOR28 、

MOR256-17、I7 という 3 種類の OR 遺伝子をそれぞれ発現する嗅細胞から神経活動を記録した(図 1)。 

この 3 つの細胞種の kirrel2 発現量は MOR28、MOR256-17、I7 の順に高くなっている。三者の神経活

動パターンの差から、Kirrel2 の発現パターンを制御するパラメーターが抽出できると考え、振幅、持続

時間、発火間隔に着目し、それらの確率密度を求めた。その結果、発火間隔の確率密度分布において

のみ三者の間で有意な差がみられることが分かった(図 2 左)。発火間隔についてさらに比較を行うため

に、一分あたりの発火頻度を算出すると、MOR28 から I7 にかけて発火頻度が高くなることが分かった

(図 2 右)。以上から、神経活動の発火頻度と一種類の軸索選別分子 Kirrel2 の発現量の間に相関関係

があることがわかった。 

 

 

 

(2)  神経活動パターンと軸索選別分子発現の因果関係の検証 

図 2. 各細胞種の神経活動パラメーターについての確率密度(左)と、発火頻度の比較(右) 

図 1. 標的 OR 発現細胞のカルシウムトレース 
トレース上の青ドットは検出されたピークの位置を示す。 



上記の結果を受けて、神経活動の発火頻度と Kirrel2 の発現量との因果関係の検証を行った。本研究

で新たに作成した嗅覚受容体-Cre マウスのうち、Kirrel2 の発現量が低レベルである MOR28-Cre マウ

スと、RCL-ChR2 マウスを交配させ、MOR28 発現細胞でのみ ChR2 を発現するマウスを作出した。①で

得られた細胞種ごとの発火間隔の確率密度分布に沿ったランダムな青色光照射パターンを作成し、こ

のマウスに overnight で照射した後、蛍光 in situ hybridization で Kirrel2 の発現量を検出した。その結

果、MOR256-17または I7の発火間隔を模したパターンで照射した場合に、MOR28発現細胞でKirrel2

の発現量が増加することが示された(図 3)。さらに、発現量は MOR256-17 より I7 の照射パターンを与え

た場合に大きくなること

が分かり、この増加量の

順 位 は 、 内 在 性 の

Kirrel2 発現量や発火頻

度の順位と一致する。こ

のことから、今回着目し

た神経活動の発火頻度

というパラメーターは軸

索選別分子Kirrel2の発

現量を規定する一つの

要因であることが示唆さ

れた。 

 

(3)  神経活動を遺伝子の発現パターンに変換する細胞内シグナル伝達経路の同定 

代表的なカルシウム依存性のシグナル伝

達経路のうち CaMKII-CREB、カルシニュ

ーリン-NFAT、AkT-NFKB、MAPK 経路に

着目し、現在までにそれら経路の上流分

子である CaMKII、カルシニューリンのノッ

クアウト実験を実施した。まず、それぞれの

分子のサブユニットを欠損したマウスにお

いて、代表的な軸索選別分子の発現パタ

ーンを in situ hybridization によって調べた。その結果、カルシニューリ

ンのサブユニットである CNB1 のノックアウトによって Kirrel2 の発現量が

WT と比較して減少し、OLPC の発現量は上昇した。一方、CaMKII を構

成するαγδの 3 つのサブユニットをすべて欠損したマウスでは、

OLPC や Sema7A の発現量が減少することが分かった(図 4)。また、これ

らのノックアウトマウスの嗅細胞を回収し、RNA シーケンスによって軸索

選別分子群の発現プロファイルを解析すると、in situ hybridization の結

果と同様に、カルシニューリンと CaMKII のノックアウトによって Kirrel2、

OLPC、Sema7A の発現が変動していることが明らかとなった(図 5)。以上

の結果から、カルシニューリンはKirrel2発現を誘導する上流因子である

ことが示唆されると同時に、CaMKII シグナルの制御下にあると推測され

る OLPC の発現を抑制する可能性が示された。したがって、この２つの

シグナル伝達経路は神経活動を遺伝子発現パターンに変換する過程

図3. 各細胞種の発火頻度の密度分布を光遺伝学によって模倣した際

の軸索選別分子の発現量の変化 
(左) Cre と Kirrel2 についての蛍光 in situ hybridization 
(右) 各刺激パターンについて、Cre 陽性細胞の Kirrel2 発現量の定量 

図 4. CNB1(中段)または CaMKII(下段)ノックアウトマウス

の嗅上皮における軸索選別分子群の in situ hybridization 

図 5. CNB1、CaMKII ノックア

ウトマウスと WT マウスの

mRNA プロファイルの比較 



で干渉し合う(クロストークする)ことが示唆される。また、上述した(1)(2)の結果と照らし合わせると、神経

活動の発火頻度が高ければ高いほどカルシニューリンの活性化が亢進する可能性が考えられ、今後は

その仮説の検証が必要になる。 
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