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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，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。嗅覚
系は匂い情報の受容・伝達・認識を司る神経システムであり，鼻腔の嗅上皮から脳の嗅球さらに
は嗅皮質へと至る精緻な神経回路網によって，匂い分子の識別・匂いイメージの形成がなされる。
また嗅覚系はニューロンの新生，移動，軸索伸長，樹状突起形態形成，シナプス形成など，神経
回路構築の様々な発達過程を研究するのに適したモデルシステムである。
当研究チームではこのような嗅覚系に焦点を絞り，マウスおよびゼブラフィッシュを用いた発
生工学的技術を駆使して，嗅覚神経回路形成・維持・可塑的変化の分子・細胞メカニズムの解明
さらには他の神経システムに普遍的な新たな概念・基本原理の発見を目指す。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の直接的相互作用を司る細胞認識・接着分子群に着目
し，それらの構造・発現・機能を分子・細胞・神経回路および個体レベルで解析する。

1. 嗅覚系神経回路網形成・維持・可塑性の分子基盤（宮
坂，吉原（誠），稲木，川崎，三津井，藤田，佐藤，堅田＊）
嗅覚神経系は，嗅細胞および嗅球内抑制性介在ニューロ
ンの永続的な再生，少数タイプのニューロンから成る比較
的単純な神経回路，豊富な分子マーカーの存在，匂い分子
受容体の発現をもとにした嗅細胞表現型の細かな分類など
の特徴的な性質を備えており，ニューロンの発生・分化・軸
索投射・機能的神経回路網形成などの研究に適した神経シ
ステムである。当研究チームでは嗅覚系の神経回路網形成・
維持および可塑的変化過程の分子・細胞メカニズムさらに
は匂いイメージ形成に至るまでの神経機構を解明すること
を目的として研究を行っている。
（1）ゼブラフィッシュ嗅細胞軸索投射におけるガイダン
ス分子 Robo2の役割
嗅上皮から嗅球へと至る一次嗅覚神経回路の初期形成に，
軸索ガイダンス分子 Robo2が必要であることを明らかにし
た。Robo2を欠損するゼブラフィッシュ変異体 astrayでは，
一部の嗅細胞軸索が嗅球に到達せずに，脳の他の部位へと
侵入していた。またこの結果から，「発生初期の神経接続が
足場となってその後の正しい神経配線が構築される」とい
う新たなモデルを提唱した。
（2）マウス嗅覚神経系構築における転写因子 Arxの役割
ホメオボックス型転写因子 Arxが正常な嗅覚神経回路構
築に必須の遺伝子であることを見いだした。Arx欠損マウ
スにおいては嗅球の抑制性介在ニューロンの移動に障害が
生じ，野生型マウスに比して小さな嗅球となっていた。ま
た Arxは嗅細胞に発現していないにもかかわらず，Arx欠
損マウスの嗅細胞軸索投射に異常が見られ，嗅球から嗅細
胞軸索投射を誘導する未知のシグナル分子の存在が示唆さ
れた。
（3）発達期マウス嗅索における層構造の発見とその機能
的意義の解明
嗅球から嗅皮質へと至る二次嗅覚神経回路の形成機構を

解析した。様々な細胞認識分子群の発現パターンの詳細な
解析により，発達期の嗅索（LOT：嗅球の投射ニューロン
の軸索束）内に層構造（laminar organization）が存在する
ことを初めて見いだした。さらにこの層構造は，主嗅球と
副嗅球からの異なった軸索投射および主嗅球の投射ニュー
ロンの異なった発達段階を反映することを明らかにした。

2. ニューロン間相互作用を司る細胞認識・接着分子群
（松野，川崎，三津井，藤田）
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，PCAMという 5種の新規細胞接着分子を
発見してきた。これら 5分子はすべて免疫グロブリンスー
パーファミリーに属する。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考えられている。本年度はこれら
のうち特に発現・機能がユニークな TLCNに焦点を絞り，
その樹状突起選択的局在メカニズムを解析した。
ニューロンは軸索（axon）と樹状突起（dendrite）とい
う構造および機能の全く異なった 2種類の神経突起を有す
る。一般にニューロンの軸索の一部がシナプス前終末部を
形成し，樹状突起あるいは細胞体がシナプス後部を形成す
る。すなわち軸索と樹状突起は神経伝達の方向性を決定し
ており，その接点であるシナプスを介して複雑であるが秩
序だった神経ネットワークが構築され，脳が機能する。我々
は，（1）ニューロンの極性，シナプス機能分子のトラフィッ
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キング機構研究のための in vivoシステムの開発，（2）終脳
特異的細胞接着分子 TLCNの樹状突起選択的ソーティング
シグナルの同定を目的として研究を行った。まずマウス L7

プロモーターを用いて小脳プルキンエ細胞に TLCN を異
所性発現させたトランスジェニックマウスを作製したとこ
ろ，終脳ニューロンと同様に TLCNタンパク質の樹状突起
選択的局在が観察され，in vivoニューロン内トラフィック
機構解析システムの確立に成功した。次に TLCNの細胞内
領域（約 60アミノ酸）に着目し，3種類の欠失変異体，2

種類の点変異体をプルキンエ細胞に発現するトランスジェ
ニックマウスを作製した。その結果，樹状突起選択的局在
には TLCNの C末端領域 12アミノ酸（特にその中の Phe

残基）が必須であることを見いだし，これまでに知られて
いる Tyrモチーフ，Di-Leuモチーフとは異なった新たな樹
状突起ソーティングモチーフの存在を発見した。

＊ 研修生

Information transfer between neurons takes place at the
synapse. Wiring patterns among various types of neurons
via specific synaptic connections is the basis of functional
logic employed by the brain for information coding and
processing. Thus, detailed knowledge on neuronal net-
works is essential for understanding the wide range of brain
functions. With special reference to the mouse and ze-
brafish olfactory system, we aim to elucidate the molecular
and cellular mechanisms underlying the formation, main-
tenance, and plasticity of functional neural circuits.

1. Development and functional architecture of
the olfactory system

The olfactory system is a good model for studying neu-
rogenesis, cell migration, neural differentiaion, axon guid-
ance, dendritic morphogenesis, synaptogenesis, and func-
tional neural circuit formation. We attempt to elucidate
the molecular and cellular mechanisms underlying devel-
opment and functional architecture of the olfactory neu-
ral circuits in mouse and zebrafish with multi-disciplinary
strategies.

(1) Robo2 mediates the formation of an initial axon
scaffold essential for establishment of a precise glomerular
map in the zebrafish olfactory system

Olfactory sensory neurons (OSNs) expressing a given
odorant receptor project their axons to specific glomeruli,
creating a topographic odor map in the olfactory bulb
(OB). The mechanisms underlying axonal pathfinding of
OSNs to their precise targets are not fully understood.
Here, we demonstrate that Robo2/Slit signaling functions
to guide nascent olfactory axons to the OB primordium
in zebrafish. robo2 is transiently expressed in the olfac-
tory placode during the initial phase of olfactory axon
pathfinding. In the robo2 mutant, astray (ast), early grow-
ing olfactory axons misroute ventromedially or posteriorly,
and often penetrate into the diencephalon without reach-
ing the OB primordium. Four zebrafish slit homologs are
expressed in regions adjacent to the olfactory axon tra-
jectory, consistent with their role as repulsive ligands for
Robo2. Masking of endogenous Slit gradients by ubiqui-
tous misexpression of Slit2 in transgenic fish causes pos-
terior pathfinding errors that resemble the ast phenotype.
We also found that spatial arrangement of glomeruli in OB
is perturbed in ast adults, suggesting an essential role for

the initial olfactory axon scaffold in determining a topo-
graphic glomerular map. These data provide functional
evidence for Robo2/Slit signaling in the establishment of
olfactory neural circuitry in zebrafish.

(2) Arx homeobox gene is essential for development of
the mouse olfactory system

We identified an Arx homeobox gene as a crucial
molecule for development of the mouse olfactory system.
The Arx protein is expressed strongly in the interneurons
and weakly in the radial glia of OB, but neither in the
OSNs nor OB projection neurons. Arx -deficient mice show
severe anatomical abnormalities in the developing olfac-
tory system : (a) size reduction of OB, (b) reduced pro-
liferation and impaired migration of interneuron progeni-
tors, (c) loss of tyrosine hydroxylase-positive periglomeru-
lar cells, (d) disorganization of layer structure of OB, and
(e) abnormal axonal termination of OSNs in an unusual
axon-tangled structure, the fibrocellular mass. Thus, Arx
is required for not only the proper migration and differ-
entiation of Arx -expressing interneurons, but also the es-
tablishment of functional olfactory neural circuitry by af-
fecting Arx-non-expressing OSNs and projection neurons.
These findings suggest a likely role of Arx in regulating the
expression of putative instructive signals produced in the
OB for the proper innervation of olfactory sensory axons.

(3) Laminar organization of the developing lateral ol-
factory tract revealed by differential expression of cell
recognition molecules

The OB projection neurons (mitral and tufted cells)
send axons through the lateral olfactory tract (LOT) onto
several structures of the olfactory cortex. However, little is
known on the molecular and cellular mechanisms underly-
ing establishment of functional connectivity from the bulb
to the cortex. We investigated the developmental process
of LOT formation by observing expression patterns of cell
recognition molecules in embryonic mice. We immunohis-
tochemically identified a dozen molecules expressed in the
developing LOT and some of them are localized to a sub-
set of mitral cell axons. Combinatorial immunostaining for
these molecules revealed that the developing LOT consists
of three laminas : superficial, middle, and deep. Detailed
immunohistochemical, in situ hybridization, and BrdU la-
beling analyses suggested that the laminar organization
reflects : (a) the segregated pathways from the accessory
and main OBs and (b) the different maturity of mitral cell
axons. Mitral cell axons of the accessory OB were local-
ized to the deep lamina, segregated from those of the main
OB. In the main olfactory pathway, axons of mature mi-
tral cells, whose somata is located in the apical sublayer of
the mitral cell layer, were localized to the middle lamina
within LOT, while those of immature mitral cells that lo-
cated in the basal sublayer were complementarily localized
to the superficial lamina. The results suggest that newly
generated immature axons are added to the most superfi-
cial lamina of LOT successively, leading to the formation
of piled laminas with different maturational stages of the
mitral cell axons.

2. Cell recognition/adhesion molecules in neural
development

The synapse is a specialized site of cell-cell interac-
tions between neurons. We have been investigating struc-
ture, expression, and functions of cell recognition/adhesion
molecules at the molecular, cellular, and system levels.
Among the five cell receognition/adhesion molecules (te-
lencephalin [TLCN], BIG-1, BIG-2, OCAM, PCAM), we
particularly focus on TLCN, a unique member of the im-
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munoglobulin superfamily, which is expressed only on den-
drites of spiny neurons in the most rostral brain segment,
telencephalon.

Neurons sort out a variety of functional molecules to
appropriate subcellular destinations. TLCN (intercellular
adhesion molecule-5 ; ICAM-5) is a cell adhesion molecule
specifically localized to somatodendritic membranes in the
telencephalic neurons. We established a new in vivo strat-
egy to analyze neuronal sorting mechanisms by ectopic ex-
pression of molecules of interest in the cerebellar Purk-
inje cells of transgenic mice. By using this system, we
identified a novel dendritic targeting determinant in the
cytoplasmic tail region of TLCN. A full-length TLCN ec-
topically expressed in the Purkinje cells is localized exclu-
sively to dendrites, but not to axons. In contrast, dele-
tion of the cytoplasmic carboxyl-terminal 12 amino acids
(residues 901-912) or a point mutation of Phe905 to Ala
abrogate the dendrite-specific targeting with appearance
of the truncated and point-mutated TLCN in both axons
and dendrites. Furthermore, an addition of the carboxyl-
terminal 17 amino acids (residues 896-912) of TLCN to
an unrelated molecule (CD8) is sufficient for its specific
targeting to dendrites in several types of neurons. Since
the carboxyl-terminal region of TLCN does not contain
any canonical dendritic targeting sequences such as the
tyrosine-based motif or the dileucine motif, this study sug-
gests a novel mechanism of protein trafficking to the den-
dritic compartment of neurons.
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