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シナプス，それはニューロンからニューロンへと情報の
伝達が行われる場であり，特異的シナプス結合を介しての
ニューロン間の配線パターンが脳の情報処理機構の基本原
理となっている。従って脳を理解するためには，選択的か
つ機能的神経回路網の詳細な知識を得ることが不可欠であ
る。我々は，古くから用いられている神経解剖学的トレー
シング技術と，最新の発生工学的技術を融合させて，経シ
ナプス的に特異的神経回路網を可視化する新手法を開発し
た。今後この手法をより詳細な機能的神経回路の解析へと
発展させ，脳の神経回路網形成・維持・可塑的変化の分子
メカニズムの解明さらには新たな概念・法則の発見をめざ
し，特に嗅覚神経系に焦点を絞って研究を行う。
また，発達期および成体期のシナプスにおけるニューロ

ン間相互作用を司る細胞認識分子群に注目し，それらの構
造・発現・機能の解析を分子・細胞・神経回路および個体
レベルで行う。さらには嗅覚神経系における新規シナプス
機能分子の体系的な探索も行う。

1. WGAトランスジーン技術による機能的神経回路形
成・維持・可塑性の分子機構の解明（宮坂，川崎，斉

藤，木下，半野，Hartman，三津井，佐藤，松野＊1，吉原）
古くから神経解剖学においてニューロン間の連絡様式を

研究する目的で，様々な植物レクチンが経シナプス性トレー
サーとして利用されてきた。特に小麦胚芽レクチン（WGA:

wheat germ agglutinin）は最も効率良く一次ニューロンか
ら二次ニューロンへとシナプスを介して輸送され，神経系
のあらゆるシステムにおいてその力を発揮してきた。私た
ちはWGA cDNAをトランスジーンとし，発生工学的手法
を用いて特異的プロモーターの制御下にニューロンの限局
したサブセットに WGA タンパク質を発現させるという，
新たな手法を開発した。この方法により，特異的プロモー
ターが機能してWGAを発現する一次ニューロン，および
経シナプス性にWGAを取り込む二次ニューロン，さらに
その終末部をラベルすることができ，選択的かつ機能的神
経回路網を可視化できた。またこの方法で発現するWGA

タンパク質はその動物にとって内在性物質として認識され
るため，免疫反応を起こすことがなかった。さらに各種プ
ロモーターの支配下にWGAを発現するトランスジェニッ
クマウスラインを作製するために，これまでのWGAタン
パク質注入実験で問題となっていた個体間のばらつきなど
の問題点も克服することができた。
現在までにWGAトランスジーンを用いることによって

小脳遠心性経路（小脳プルキンエ細胞特異的 L7プロモー
ターを利用），嗅覚経路（嗅細胞特異的 OMPプロモーター
を利用），視覚経路（網膜双極細胞特異的プロモーターを利
用）の可視化に成功し，各神経回路を選択的にラベルされた

トランスジェニックマウスを作製してきた。また，WGA発
現アデノウイルスベクターの開発にも成功し，簡便なWGA

トランスジーンの発現誘導が可能となり，さらにはトラン
スジェニック技術が確立されていない動物種にもWGAト
ランスジーンを応用することができるようになった。また
本年度については Cre/loxPシステムによってコンディショ
ナルにWGAトランスジーンの発現を誘導できるマウスの
作製に成功した。
以上のようなWGAトランスジーンの技術を駆使するこ

とによって，機能的神経回路形成・維持・可塑性の分子メ
カニズムの解析を行っている。例えば標的遺伝子導入法に
よって，ある特定の匂い分子受容体遺伝子座へWGAトラ
ンスジーンをノックインしたマウスを作製し，嗅覚神経系
の機能的神経回路の可視化への応用を試みた。このWGA

ノックインマウスにおいて，特定の匂い分子受容体が発現
する嗅細胞でのみWGAを発現させることができ，嗅上皮
から嗅球までの軸索集束を観察することができた。しかし
ながら発現レベルの低さのために嗅球二次ニューロンまで
のWGAの移行を検出することができず，現在新たな戦略
に取り組んでいる。

2. 細胞間相互作用を司るシナプス機能分子に関する研究
（久保田，西依，林，川崎，半野，船木，宮崎，三津井，藤
田，佐藤，吉原）
神経回路網は個々のニューロンがその標的細胞を正確に

認識し，シナプス結合をつくることによって形成される。
このような標的認識/シナプス形成過程はニューロン間の
直接的な相互作用によって制御されている。本研究テーマ
では神経回路形成における細胞間相互作用に関わるシナプ
ス機能分子群（細胞認識・接着分子，シグナル伝達分子な
ど）に焦点をあて，その構造・発現・機能の解析を行ってい
る。これまでに我々はテレンセファリン（TLCN），BIG-1，
BIG-2，OCAMという 4種の新規細胞接着分子を発見して
きた。これら 4分子はすべて免疫グロブリン超分子群に属
する。また，それらの発現は脳の領域特異的，細胞タイプ
特異的および発達ステージ特異的に厳密に制御されており，
特異的神経回路の形成・維持・可塑性に重要な役割を果た
すと推定されている。

TLCNは大脳皮質，海馬，嗅球，扁桃体，線条体などを
含む終脳セグメントのニューロンの細胞体および樹状突起
膜のみに限局して発現する分子であり，他の細胞に対して
終脳セグメントであるという空間的情報を与えるアドレス
分子であると予想される。本年度においては小脳プルキン
エ細胞をモデルニューロンとして，TLCNの樹状突起特異
的ソーティング機構を解析した。L7プロモーターを用いて
TLCNをプルキンエ細胞に発現するトランスジェニックマ
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ウスを作製したところ，終脳ニューロンと同様に TLCNタ
ンパク質は選択的にプルキンエ細胞の樹状突起にソーティ
ングされた。一方，細胞内ドメイン約 50アミノ酸を欠失し
た TLCNを発現させた場合には，樹状突起とともに軸索お
よび神経終末にも TLCNタンパク質が検出された。これら
のことから TLCNタンパク質の樹状突起特異的ソーティン
グシグナルが細胞内ドメインの約 50アミノ酸中に存在する
ことが明らかとなった。

OCAMは嗅覚神経系のゾーン構造に対応した発現パター
ンを示す分子であり，その構造は免疫グロブリン超分子群
の中でも特に脊椎動物の NCAM，アメフラシの apCAMお
よびショウジョウバエのファシクリン IIに類似している。
これら 3分子は特異的神経回路の形成，神経活動に伴うシ
ナプスの可塑的形態変化などで重要な役割を果たすことが
報告されている。ゼブラフィッシュにおいて OCAMホモロ
グ分子の探索を行ったところ，NCAM，OCAMに加えて新
規分子 PCAMを発見した。本年度においてはこれら 3 分
子の発現パターンを詳細に解析し，各々の分子が神経系発
達の早い時期から成体に至るまで領域特異的・時期特異的・
細胞タイプ特異的に特徴的な局在を示すことを見いだした。

3. ゼブラフィッシュ嗅覚神経系への遺伝学的・分子生物
学的アプローチ（宮坂，船木，吉原）

ゼブラフィッシュを用いて嗅覚神経系の Forward Genetics

を行う準備として，嗅細胞特異的に発現する遺伝子の探索
を行い，2種の候補遺伝子を得ることができた。本年度に
ついてはこれら遺伝子の嗅覚神経系発達に伴う発現パター
ンを詳細に解析し，嗅細胞特異的発現を確認するとともに，
ゲノム DNAのクローニング・構造解析を行った。
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3. Forward Genetics and Molecular Biological Approach
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