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研究成果の概要（和文）：　神経細胞は神経伝達物質の連絡により情報を伝える。神経回路の機能を理解するた
めには、神経細胞の接続部位における伝達物質と受容体を同定することが重要である。
　本研究では、細胞特異的な遺伝子、細胞機能の操作が簡便に行えるショウジョウバエをモデルに、脳構造の高
次の構築原理を明らかにするため、神経伝達物質およびその受容体の脳内分布に注目した。CRISPR/Cas9法を用
いて標的遺伝子の発現レポーター系統を作成し、各種神経伝達物質の放出及び受容細胞を標識する遺伝学的リソ
ースを構築した。これらの系統を用いて、各種神経細胞種の形態を高解像度で視覚化し、神経伝達物質マップの
作成に向けた基礎を築いた。

研究成果の概要（英文）：Comprehensive connectivity maps of nervous systems and connectomics are 
providing detailed designs of neuronal circuits. Although these connectivity maps are powerful in 
predicting hypothetical circuit functions and guiding new experiments thereon, the information of 
neurotransmitters and receptors is critical in interpreting how a given circuit functions. This 
project research aims at comprehensive mapping of neurotransmitters in the Drosophila brain. Using 
the CRISPR/Cas9 system, we generated a transgenic library of GAL4 knock-in that recapitulate the 
expression of genes for neurotransmitter biosynthesis and their receptors. By visualizing their 
expression patterns in the brain, we quantitatively compare the distribution of 
neurotransmitter-releasing and receiving cells. This study provided the basis of neurotransmitter 
map in the fly brain.

研究分野： 神経行動学

キーワード： 脳機能モデル動物　遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
記憶や思考などを司る脳は、無数の細胞が

適切な回路を形成し機能する。この回路を構
成する素子は神経細胞であり、その機能は神
経伝達物質による細胞間の連絡により発現
される。ショウジョウバエは多彩で精緻な行
動を発揮するが、脳の細胞数は約 10 万個と
ヒトの脳に比べ数の上で 100 万分の 1 と
いうシンプルな構成である。さらに、遺伝学
的手法を用いて細胞特異的な遺伝子、細胞機
能の操作が容易であることから、神経回路研
究の優れたモデルである。 
近年では、脳構造間の神経接続や（ Ito et 

al., Curr. Biol.2013 など）、電子顕微鏡の
連続切片の再構築によるコネクトーム解析
（Takemura et al.,Nature 2013 など）も精
力的に行われてきた。これらの解剖学的マッ
プから神経回路の機能を理解するためには、
接続部位における神経伝達物質と受容体を
同定することが重要である。従来の神経伝達
物質の研究では、 微視的な細胞単位での機
能解析が盛んである反面、脳全体を視野に入
れたより巨視的なアプローチは非常に少な
い。これは既存の解析の大部分が、伝達物質
を合成する酵素等に対する抗体染色を用い
たもので、抗体の力価に依存するため知識が
断片的で、抗原の多くは細胞内局在があり細
胞の全体像が得にくい、などの問題点があっ
た。このため、脳領野間の伝達物質および受
容体の構成を網羅的に比較分析することは
できなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、全ての神経伝達物質に関連す

る遺伝子についてマーカー遺伝子のノック
イン・ショウジョウバエ系統を作成し、網羅
的に各伝達物質を放出・受容する細胞の形態
学的解析を試みた。これにより脳全体に渡る
高解像度の「神経伝達物質マップ」を構築す
るための基礎を築くことを目指した。 
 

(1) 全ての神経伝達物質の放出及び受容細
胞を標識するトランスジェニックライブラ
リーの樹立 
CRISPR/Cas9 を用いた相同組換えにより、 

多数の特定遺伝子座に GAL4 などの遺伝子
をノックインし、内在性遺伝子と同じパター
ンでトランスジーンを発現する系統ライブ
ラリーを作成する。 
 

(2) ショウジョウバエ脳の神経伝達物質マ
ップ用画像データの撮像 
作成した GAL4 系統で GFP などのマーカ

ー遺伝子を発現させ、各遺伝子を発現する細
胞を特異的に標識する。これら各神経伝達物
質網羅的の画像データを網羅的に取得する。 
 
３．研究の方法 
(1) Cas9 はタンパク質サブユニットと RNA 
サブユニット（gRNA）からなる配列特異的ヌ

クレアーゼで、gRNA の配列を変更することに
より、任意の DNA 配列を切断するようにプ
ログラムすることができる。近年、我々は 
Cas9 を用いたゲノム改変技術をショウジョ
ウバエに適用し、高効率で部位特異的変異体
を得るシステムを開発した（Kondo and Ueda, 
Genetics 2013）。この技術を更に発展させ、
gRNA とノックイン・ベクターの同時注入に
より、切断部位にベクターを挿入するシステ
ムの開発を進めた。さらに本研究では、ノッ
クイン後に任意の遺伝子との入れ替えが可
能な「交換可能カセット」の構築を試みた。 
 

  
図 Cas9 を用いた外来遺伝子のノックイン
システムの原理。 Cas9 切断部位に隣接する 
DNA 領域に相同な配列を持った外来遺伝子
ベクターを gRNA と同時注入する。灰色：コ
ード領域；白：非翻訳領域。 
 
(2) ここで新たに作成した GAL4 系統で細
胞内局在するマーカー遺伝子を発現させ、脳
内における各神経伝達物質を分泌・受容する
細胞の分布と投射、入・出力部位を組織的に
特定するため、共焦点レーザー顕微鏡により
脳画像データを取得する。 
 

４．研究成果 
(1) CRISPR/Cas9 ヌクレアーゼを応用する
ことで、ゲノム上の標的配列に高効率でトラ
ンスジーンを挿入するシステムを確立した。
さらに今回開発したノックイン・カセットは
ゲノム挿入後にトランスジーンの交換でき
るようにデザインしているため、標的の内在
性タンパクにエピトープタグやGFPなどのマ
ーカータンパク質を付加するなどのゲノム
上での改変が可能である。そのため、本研究
を超えた用途にも応用可能な汎用性の高い
GAL4 挿入系統リソースである。 
 また、ショウジョウバエでは 2000 年にゲ
ノムが解読されており、神経伝達物質の合成
に関わる酵素、トランスポーター、受容体な
どの遺伝子構造が明らかになっている。本研
究では、これらの関連遺伝子座にマーカー遺
伝子をノックインし、網羅的な遺伝学的リソ
ースを作成した。ここで作出した系統は、近
日ナショナルバイオリソースプロジェク
ト・ショウジョウバエストックセンターに寄



託し、研究者コミュニティに対して広く提供
する。 
 
(2) 挿入されたGAL4が内在性遺伝子の発現
パターンを再現すること、その再現性が従来
の（ノックインではない）GAL4 系統と比較し
て向上したことを、複数の遺伝子産物に対す
る抗体染色で確認した。さらに、この GAL4
挿入ライブラリーを用い、細胞膜や核など特
定の細胞内区画に局在するタンパクを発現
させることで、各種神経伝達物質を放出・受
容する細胞の形態を視覚化した。ショウジョ
ウバエの脳における高解像度の神経伝達物
質地図の作成に向けて、各種神経細胞種の画
像データを網羅的に収集した。 
今後はここで得られた画像をもとに、神経

伝達物質マップの構築を完遂し、形態学的解
析を行う。さらに、同一伝達物質に対し複数
存在する受容体サブタイプの間の発現の類
似性・相違を解析することで、神経回路の構
成原理を明らかにする。 
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