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研究成果の概要（和文）：目的とする軸索ガイダンスシグナルのConditional KOマウス系統を作製した。全身や終脳特
異的にCreリコンビナーゼを発現するマウスと交配して得たマウス胚では、単純な遺伝子破壊マウスと同様の異常が嗅
覚中枢神経回路に生じたが、嗅球の投射神経細胞特異的にCreリコンビナーゼを発現するマウス系統と交配して得たマ
ウス胚では、嗅覚中枢神経回路に大きな異常が生じないことが明らかとなった。Creリコンビナーゼの活性を高めるた
めに、テトラサイクリンを介した遺伝子発現誘導システムを導入したが、これらのシステムも嗅球の投射神経細胞では
上手く機能しないことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Conditional KO mice for target axon guidance signaling were made. With proper 
activity of the Cre recombinase, these mice showed abnormal phenotype in the axon guidance. However, two 
mice lines which express Cre recombinase in the olfactory bulb could not show enough activity to induce 
abnormal network formation in the central olfactory system. The tTA/tetO system also did not work well in 
the central olfactory projection.

研究分野：神経発生

キーワード： 神経回路形成
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１．研究開始当初の背景 
（１）匂いの情報は、終脳先端に位置する「嗅
球」に集められた後、嗅球の投射神経細胞で
ある「僧帽細胞」と「房飾細胞」の軸索を介
して、複数の嗅覚中枢領域へと伝達される。
僧帽細胞と房飾細胞は匂い情報に対して異
なるタイプの応答を示すことが知られてお
り、僧帽細胞が嗅覚中枢全般を広くターゲッ
トとするのに対して、房飾細胞は「嗅結節」
などの一部の嗅覚中枢領域を主要なターゲ
ットにしていることなどが明らかにされて
いる（図 1；参考文献①〜③）。このような解
剖学的理解が進む一方で、嗅球と個々の嗅覚
中枢をつなぐ神経回路については、その発生
過程や機能局在についての理解が不足して
いる。特に、それぞれの嗅覚中枢領域への軸
索投射を制御する分子メカニズムや、個々の
嗅覚中枢領域が担う生理的な役割について
は不明な点が多い。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 嗅覚中枢神経回路の模式図：僧帽細胞
の軸索（薄い矢印）が多くの中枢領域へ投射
するのに対して、房飾細胞の軸索（濃い矢印）
は嗅結節（OT）などの少数の中枢領域を主要
なターゲットにする。 
 
（２）さまざまな軸索ガイダンス分子を欠失
させたマウス胚を用いたこれまでの研究か
ら、Netrin-1/DCC シグナルを含む幾つかの
軸索ガイダンスシグナルを欠失したマウス
胚では、嗅覚中枢領域への軸索投射にさまざ
まな異常が生じることを予備的に見いだし
てきた（参考文献④, ⑤）。これらのマウス胚
の中には、嗅覚中枢領域への軸索投射が部分
的に異常なものもある。これらの表現型異常
を、これまでに報告されてきた解剖学的な知
見と照らし合わせると、Netrin-1/DCC シグ
ナルを含む幾つかの軸索ガイダンスシグナ
ルを欠失したマウス胚では、僧帽細胞と房飾
細胞の軸索投射に、それぞれ異なるタイプの
異常が生じていることが示唆された。もしそ
うであるならば、僧帽細胞と房飾細胞の軸索
投射は、これらの軸索ガイダンスシグナルに
対して、異なる応答性や依存性を示す可能性
が高い。 
（３）Netrin-1/DCC を含む軸索ガイダンス
分子シグナルの多くは、マウスの全身で遺伝
子破壊してしまうと、胚胎生致を引き起こし
たり、生後すぐに死亡したりしてしまう。そ
のため成体マウスを用いた表現型解析がで
きず、神経回路の異常が引き起こす行動異常

から、その神経回路の機能を探るといったよ
うな研究アプローチが困難であった。 
 
２．研究の目的 
Netrin-1/DCC シグナルを含む幾つかの軸索
ガイダンスシグナルに対する応答性や依存
性の違いを利用することで、嗅覚中枢神経回
路を僧帽細胞と房飾細胞の軸索投射経路と
して遺伝学的に分解し、解析することを計画
した。特に、僧帽細胞と房飾細胞で軸索投射
のパターンの違いが顕著な嗅結節への軸索
投射に注目し、これらの神経回路の形成を制
御する分子機構を明らかにするとともに、神
経回路が担う生理的な機能についても手掛
かりを得ることを目指した。 

 
３．研究の方法 
（１）Netrin-1/DCC シグナルを全身で欠失
したマウスは、何らかの理由で生後数日以内
に死亡してしまうことから、これまでは成体
マウスを用いた表現型解析や行動解析がで
きなかった。そこで、DCCを conditionalに
ノックアウトするために、DCC遺伝子を flox
したマウス[DCC (loxP) マウス]を作製する。
その後、このマウスを嗅球の投射神経細胞で
特異的にCreリコンビナーゼを発現するマウ
スと掛け合わせることで、嗅球の投射神経細
胞特異的にNetrin-1/DCCシグナルが欠失し
たマウスを作製する。Creリコンビナーゼを
嗅球の投射神経細胞で発現するマウスには、
すでに報告されている Pcdh21-Cre マウス
（文献⑥）と AP-2ε-Creマウス（文献⑦）の
2系統のマウスを使用する。 
（２）嗅球の投射神経細胞で特異的に
Netrin-1/DCC シグナルを欠失させたマウス
を得たら、これらのマウスに対して、抗体染
色や軸索トレーサーを用いたラベルなどの
手法を用いて、嗅覚中枢神経回路の表現型異
常について解剖学的に解析する。全身でDCC
を欠失させたマウス胚の表現型と比較する
とともに、これまでは解析できなかった成体
マウスにおける表現型異常について詳しく
解析する。 
（３）嗅球の投射神経細胞で特異的に
Netrin-1/DCC シグナルを欠失させたマウス
胚では、全身で Netrin-1/DCCシグナルを欠
失させたマウス胚と同様に、嗅覚中枢領域へ
の軸索投射に異常が生じることを確認する。
その後、それら軸索投射異常の生じたマウス
を成体まで飼育し、嗅覚に関わる行動を解析
して、投射異常が生じた神経回路の本来の
生理的な機能について明らかにすることに
挑戦する。 
 
４．研究成果 
（１）作製した遺伝子改変マウスの評価：
DCCを conditionalにノックアウトするため
に、DCC遺伝子を floxした DCC (loxP) マ
ウス系統を作製した。次に、DCC (loxP)マウ
スを Creリコンビナーゼを全身（ROSA-Cre



マウス）や、終脳特異的（Emx1-Creマウス）
に発現するマウスと交配し、得られたマウス
胚の表現型を解析した。その結果、これらの
マウス胚では、DCC が全身で欠失したマウ
ス胚とほぼ同様の軸索投射異常が嗅覚中枢
神経回路に生じていることが確認できた。掛
け合わせたCreリコンビナーゼ発現マウス系
統ごとに、新皮質や小脳皮質における異常の
有無、目的遺伝子の発現パターンの変化など
を大まかに解析し、作製した Conditional ノ
ックアウトマウスがデザインした通りに Cre
リコンビナーゼ活性依存的に遺伝子が破壊
されていることを確認した。 
（２）嗅球特異的な遺伝子破壊：作製した
DCC (loxP) マウス系統を、嗅球の投射神経
細胞特異的にCreリコンビナーゼを発現する
2 系統のマウス（Pcdh21-Cre マウスと
AP-2ε-Creマウス）と交配し、それぞれ得ら
れたマウス胚の表現型を解析した。その結果、
これらのマウス胚では全身で DCC を欠失さ
せたマウス胚と比較して、嗅覚中枢神経回路
に生じる異常がマイルドな胚が多く含まれ
ることを確認した。これらの結果は、
Pcdh21-Creマウスや AP-2ε-Creマウスでは、
マウス胚の嗅球投射神経細胞におけるCreリ
コンビナーゼの活性が十分ではない可能性
を示唆している。レポーターマウスを用いて
Creリコンビナーゼ活性をモニターした解析
も、その可能性を支持する結果を示した。そ
こで計画を変更し、嗅球投射神経細胞におけ
るCreリコンビナーゼの活性を増強するため
に、テトラサイクリンを介した遺伝子発現誘
導システム（Pcad21-tTA マウスおよび
Tg-tetO-Creマウスの併用）の導入を試みた。
この発現誘導システムは、嗅球の投射神経細
胞特異的に発現した tTA が、tetO プロモー
ターに作用してCreリコンビナーゼの発現を
引き起こす。しかしながら、このシステムも
上手く機能しなかった。Pcad21-tTA マウス
が嗅球の投射神経細胞で十分な量の tTA を
発現することについては確認できたが、tTA
を受けた Tg-tet-Cre マウスが何らかの理由
で嗅球の投射神経細胞で十分なCreリコンビ
ナーゼ活性を発揮できないことが明らかと
なった。活性が不十分な原因を探ったところ、
Tg-tetO-Cre マウスにおけるテトラサイクリ
ン応答配列（tetO）が、嗅球の投射神経細胞
の多くでエピジェネティックに抑制されて
いることを強く示唆する結果を得た。一方、
これらのエピジェネティックな抑制は、興味
深いことに一部の嗅球投射神経細胞では起
きないことから、そのことを逆に利用するこ
とで、嗅球の投射神経細胞のサブグループに
ついて解析することが可能であることが明
らかとなった。 
（３）嗅覚中枢神経回路以外での解析：上述
したように、嗅球の投射神経細胞で特異的に
遺伝子破壊することが困難となってしまっ
たため、研究の計画を変更する必要があった。
幸いにも、DCC を含む幾つかの軸索ガイダ

ンス分子を Conditionalにノックアウトする
ために作製を進めて来たマウス系統は、デザ
インした通りにCreリコンビナーゼ活性依存
的に遺伝子を破壊することができる。そこで
計画を変更して、Creリコンビナーゼの活性
が確実なEmx1-Creマウスとの交配を行って、
これらの軸索ガイダンス分子を欠失したマ
ウスの終脳皮質における表現型異常を解析
した。その結果、終脳皮質の層構造形成を制
御する新しい分子メカニズムについて明ら
かにすることができた。 
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