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研究成果の概要（和文）： 
 
	
 本研究課題では、経シナプス逆行性・順行性トレーサータンパクを発現するウイルスベ

クターを作成し、単一神経細胞に入力する・出力する神経細胞群を可視化し、その入出力

特性を定量的に解析する方法論の開発を目指した。経シナプストレーサータンパクがシナ

プスを越えて運ばれた像を確認することは出来たが、高感度な検出法を用いてもシグナル

は弱く、定量的解析は困難であった。検出法も含め、引き続き技術開発作業に取り組む必

要がある。	
 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
	
 In	
 the	
 present	
 study,	
 we	
 developed	
 viral	
 vectors,	
 which	
 express	
 transsynaptic	
 
tracer	
 protein,	
 tetanus	
 toxin	
 C	
 fragment	
 (TTC)	
 or	
 wheat	
 germ	
 agglutinin	
 (WGA).	
 We	
 
then	
 injected	
 the	
 viral	
 vectors	
 into	
 the	
 neocortex	
 of	
 the	
 wild	
 rats	
 or	
 Cre	
 Tg	
 mice,	
 
and	
 observed	
 the	
 immunoreactivity	
 for	
 TTC	
 or	
 WGA.	
 We	
 could	
 observe	
 the	
 transsynaptic	
 
transfer	
 of	
 TTC	
 or	
 WGA,	
 but	
 unfortunately	
 the	
 signal	
 intensities	
 were	
 too	
 week	
 to	
 
analyze	
 the	
 cell	
 types	
 and	
 numbers	
 even	
 with	
 high-sensitive	
 detection	
 method.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 中枢神経系の作動原理を理解するために
は、その構造的基盤である局所神経回路の
知識が不可欠である。小脳皮質では従来の
ゴルジ染色法によって、局所回路のアウト
ラインを個々の神経細胞レベルで描くこと
に成功している。そして、小脳皮質の作動
原理の仮説が提唱され、小脳機能の本質が
理解されるに至っている。一方、特に大脳
新皮質など他の脳部位については、旧来の
解剖学的手法では局所回路の解明が困難で
あったことから、解析があまり進んでいな
い。本研究課題では、形態学的解析に遺伝
子工学技術を積極的に取り入れることで、
神経解剖学の新たな方法論の確立を模索す
るものである。 
 
２．研究の目的 
	
 中枢神経系の作動原理を理解するために
は、その構造的基盤である局所神経回路の
知識が必要不可欠である。本研究課題では、
形態学的解析に遺伝子工学技術を積極的に
取り入れ、神経解剖学の新たな方法論の確
立を目指す。具体的には、次の二つの課題
に取り組む。(A)	
 単一神経細胞への入力特
性：Cre 存在下で経シナプス逆行性トレー
サータンパクを発現するウイルスベクター
を、Cre 発現遺伝子改変動物に注入し、単
一神経細胞への入力特性を定量的に解析す
る方法論の開発。（Ｂ）単一神経細胞からの
出力特性：経シナプス順行性トレーサータ
ンパクを発現するウイルスベクター・Cre
発現遺伝子改変動物を用い、単一神経細胞
の出力特性を定量的解析する方法論の開発。
本研究課題を通じ、神経解剖学の新たな方
向性・可能性を提示したい。 
 
３．研究の方法 
	
 本研究課題では、ウイルスベクターと
Cre 発現遺伝子改変マウスを用い、単一神
経細胞の入出力特性を定量的に記述する方
法論の確立を目指す。遺伝子改変マウスに
ついては、作出・入手済みのものを利用す
る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に は 、 主 に
Lentivirus を用いるが、AAV2 も同時に進め
る予定である。（１）共発現型ウイルスベク
ターの開発：神経細胞特異的・高発現型ウ
イルスベクターの開発に成功しており、双
方向性プロモーターを用いることで、共発
現を実現する。（２）検出系の最適化：自作
抗体の利用や各種シグナル増幅法を徹底的
に検討し、現在よりも高感度かつ特異的な
可視化法を確立する。（３）経シナプストレ
ーサータンパクの改変：エンドソーム中に
局在する TTC を細胞質に移行する方法の開
発（endosomal	
 escape）、および WGA に代わ

る経シナプス順向性トレーサータンパクの
開発も同時に進める。 
	
 
４．研究成果	
 

	
 中枢神経系の作動原理を理解するために

は、その構造的基盤である局所神経回路の

知識が必要不可欠である。本研究課題は、

形態学的解析に遺伝子工学技術を積極的に

取り入れ、神経解剖学の新たな方法論の確

立を目指すものである。具体的には、次の

二つの課題に取り組んだ。(A)	
 単一神経細

胞への入力特性：Cre 存在下で経シナプス

逆行性トレーサータンパクを発現するウイ

ルスベクター（Lentivirus,	
 AAV2）を、Cre

発現遺伝子改変動物に注入し、単一神経細

胞への入力特性を定量的に解析する方法論

の開発。（Ｂ）単一神経細胞からの出力特

性：経シナプス順行性トレーサータンパク

を発現するウイルスベクター、及び Cre 発

現遺伝子改変動物を用い、単一神経	
 

細胞の出力特性を定量的解析する方法論の

開発。本研究課題を通じ、神経解剖学の新

たな方向性・可能性を提示したいと考えて

いる。	
 

	
 H24 年度は、前年度に開発したウイルス

ベクター（flox 型）では下流遺伝子のリー

ク発現が認められたため、flex タイプを中

心に研究開発を進めた。(A)	
 経シナプス逆

行性トレーサータンパクがシナプスを越え

て運ばれた像を確認することは出来たが、

高感度な免疫染色を用いてもシグナルは弱

く、定量的解析は困難であった。今後はウ

イルスベクターの改良や（さらに高発現）、

さらに高感度な染色法を検討する必要があ

るであろう。(B)	
 線条体において検討を行

った。抗体を自作するなど、経シナプス順

行性トレーサータンパクがシナプスを越え

て運ばれた像は確認できなかった。既に報



 

 

告・実績のある嗅覚系や小脳で検証実験を

続ける予定である。	
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