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研究成果の概要（和文）：本研究では、キイロショウジョウバエの求愛行動の基盤となる神経回路網を同定する目的で
、中枢神経系内のシナプス接続を可視化する新規GRASPシステムの開発を行った。GRASPの2種類の分割GFPにそれぞれ別
の細胞マーカーを付加し、それぞれの分割GFP発現神経細胞を可視化できるようにした。部位特異的組換え酵素の働き
によって、別々の神経細胞に分割GFPを発現させるシステムを完成させた。現在、このシステムを用い、求愛行動の基
盤となる神経回路網の同定に向け研究を進めている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a novel GRASP system that visualizes synaptic connecti
ons in the central nervous system in order to identify neural networks underlying courtship behavior in Dr
osophila melanogaster. Distinct cell markers were added to the two parts of the split GFP (spGFP) in the G
RASP, so that the shape of neurons that express spGFPs can be visualized. We developed a novel expression 
system for GRASP in which the two spGFPs are expressed in different neurons by the action of a site-specif
ic recombinase. We are currently trying to identify the neural networks underlying courtship behavior usin
g the novel GRASP system.
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１．研究開始当初の背景 
 
脳の高次機能の神経基盤、分子基盤の解明は
脳神経科学の主要な課題であるが、その多く
は未知のままである。高度な生理学的解析や
操作が可能なモデル動物内に、解析の容易な
系として、高次機能を内包する神経回路網を
同定することにより、脳の高次機能実現の背
後にある情報処理メカニズムに迫れる可能
性がある。そのようなモデル動物の一つ、キ
イロショウジョウバエ（Drosophila 
melanogaster）の雄の求愛行動は、定型的な
生得行動でありながら、求愛対象の認識、行
動を起こすか否かの意思決定[1]、経験に基づ
く行動の可塑的修飾[2]といった脳の高次機能
を必要とする要素を含んでいる。 
 
キイロショウジョウバエの雄の求愛行動は、
神経系の性決定遺伝子である fruitless
（fru）の雄特異的産物が発現する神経細胞
（Fru+細胞）によって主に制御されているこ
とが知られている[3]。したがって求愛行動の
基盤となる神経回路網は、Fru+細胞とそれら
に接続する神経細胞によって形作られてい
ると考えられる。Fru+細胞は末梢神経系、中
枢神経系合わせて約 1,000 あり、その解剖学
的位置と形態については詳細な研究が進め
られている。しかし、Fru+細胞相互、あるい
は他の神経細胞との機能的接続の解明につ
いては、適当な解析手段が存在しなかったこ
ともあり、未だ手つかずの段階であった。 
 
２．研究の目的 
 
Fru+細胞を中心とする神経細胞接続を解析
することによって、求愛行動の基盤となる神
経回路網を明らかにできる可能性があるこ
とは以前から認識されていたが、神経細胞が
密集した中枢神経系内においてシナプス接
続を効率よく検出する手段がこれまで存在
していなかった。近年、二つに分割された緑
色蛍光タンパク質（split GFP, spGFP）の再
構成による蛍光を指標としてシナプス接続
を可視化する遺伝学的ツール（GFP 
Reconstitution Across Synaptic Partners, 
GRASP）[4]と、従来の GAL4-UAS システム[5]と
は独立に単一細胞に任意の遺伝子を発現さ
せることができるツール[6]が開発され、これ
らを組み合わせることによって Fru+細胞相
互、あるいは他の神経細胞とのシナプス接続
を可視化できる可能性に気がつき、本研究の
着想に至った。 
 
本研究では、GRASP を用いて Fru+細胞と、そ
れらに接続する神経細胞のシナプス接続の
網羅的マップを作成し、求愛行動の基盤とな
る神経回路網を解剖学的に同定する。同定さ
れた神経回路のうち興味深い回路について
は、関与する神経細胞の個別的活性化／不活
性化、あるいは神経活動イメージングによっ

て、求愛行動における生理学的機能の同定を
行う。以上により、感覚情報の入力から情報
処理を経て行動の出力に至る機能的神経回
路網を解剖学的、生理学的に明らかにすると
ともに、脳の高次機能研究の場としての新た
な系の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
GRASP では、2つに分割した GFP の断片
（spGFP1-10 と spGFP11）を、どちらも細胞
膜結合タンパク質との融合タンパク質とし
て、それぞれ異なった神経細胞に発現させる。
生産された分割 GFP は、どちらの断片も細胞
膜結合タンパク質によって細胞膜に繋ぎ止
められた状態で細胞外に存在する。異なった
断片を発現する神経細胞同士がシナプスを
形成している場合、シナプスにおいて両者の
細胞膜が十分に近接し、細胞膜上の分割 GFP
断片同士が組み合わさって機能的GFPが再構
成され、励起光によって蛍光を発する[4]（図
1）。 
 

 
GRASP の分割 GFP のそれぞれを特定の神経細
胞群に発現させるため、本研究開始当初は、
GAL4-UAS システム[5]と Qシステム[6]を用い
る計画であった。しかし、その後、単一トラ
ンスジーン内の構造変化によってどちらか
一方の分割GFPが発現されるメカニズムを着
想し、分割 GFP の相互排他的発現を実現する
ためには後者の方が優れていると考えられ
たため、そちらの方法を採用した。組換えに
より分割 GFPを発現する GRASP トランスジー
ンと、組換えを誘導する部位特異的組換え酵
素発現トランスジーンを構築、導入し、求愛

図 1. GRASP の原理。分割 GFP の断片を細
胞膜結合タンパク質と融合させて、別々
の神経細胞に発現させる（A）。シナプス
において GFP の再構成が起こり、蛍光を
発する（B）。 



行動の基盤となる神経回路網の同定を目指
した。 
 
４．研究成果 
 
新規 GRASP システムを構築するにあたり、細
胞マーカーを付加した改良型GRASP遺伝子を
作製した。この改良により、それぞれの神経
細胞の形態を免疫染色により可視化するこ
とが可能となる。改良型 GRASP 遺伝子を
GAL4-UASシステム[5]とLexA-LexAopシステム
[7]でキイロショウジョウバエの嗅覚系神経細
胞に発現させ、細胞マーカーと GFP に対する
免疫染色を行ったところ、spGFP11 を発現す
る嗅覚受容神経細胞、spGFP1-10 を発現する
二次投射神経細胞、両者の間のシナプス接続
によるGRASPシグナルの三者を同時に可視化
することができた（図 2）。 

次に、部位特異的組換え酵素の働きによって、
別々の神経細胞に GRASP の 2種類の spGFP を
発現させるトランスジーンを設計、構築した。
使用する組換え酵素と構造の違う2タイプの
GRASP トランスジーン、Rec-GRASP1 と
Rec-GRASP2 を作製した。これらの GRASP トラ
ンスジーンを持ったトランスジェニックシ
ョウジョウバエを作製し、部位特異的組換え
酵素発現トランスジーンと組み合わせ、設計
通りに動作するかどうかの試験を行った。 
 
Rec-GRASP1 については、組換え酵素の発現は
確認できたものの、それに反応して起こるは
ずの spGFP の発現が確認できず、現在、その
原因の究明と対策を進めているところであ
る。Rec-GRASP2 では、設計通り部位得的組換
え酵素の発現に反応して 2種類の spGFP が発
現し、神経細胞間のシナプス接続が GFP 蛍光
でラベルされることが確認された（図 3）。た
だし、組換え酵素の発現レベルが高いと、両
spGFP が共発現してしまう場合も観察された。 

 
本研究により開発された新規GRASPシステム
は、汎用性の高いものであり、新規技術を今
後研究コミュニティーに提供できる点にお
いて、本研究成果の意義は大きいと考えられ
る。本研究を発展させる形で、現在、機能的
神経回路網の同定に向けて引き続き研究を
進めている。 
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図 2. 細胞マーカーを付加した改良型
GRASP。（A）spGFP11 を発現する嗅覚受容
神経細胞の形態。（B）spGFP1-10 を発現
する二次投射神経細胞の形態。（C）GRASP
により可視化された触角葉での両者の
シナプス接続。（D）重ね合わせた画像。 

図 3. 新規発現システムによる GRASP。
（A）spGFP11 を発現する神経細胞の形
態。（B）spGFP1-10 を発現する神経細胞
の形態。（C）GRASP により可視化された
シナプス接続。（D）重ね合わせた画像。 
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