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1.　はじめに

成熟した神経細胞は複雑に分岐した樹状突起および軸索を

持ち，非常にバリエーションに富んだ形態を示す．樹状突起

は他の神経細胞からの情報入力を受け，軸索は他の神経細胞

へ情報処理の結果を出力するという，重要な役割をそれぞれ

担っている．したがって，神経細胞の樹状突起や軸索突起の

形態を完全に可視化することは，神経細胞の情報処理メカニ

ズムを明らかにするために欠かせない，基礎的なデータを提

供するものと考えられる．古くは 130 年以上も昔の 1873 年

に，イタリア人の Camillo Golgi が「黒い染色」と称して発

表した鍍銀法，いまではゴルジ染色法と呼ばれている手法に

より，神経細胞は非常に発達した樹状突起を持っていること

が明らかになり，神経解剖学は大きく発展した．しかしなが

ら，ゴルジ染色法には以下に掲げるような欠点があった．

1） 軸索の染色が難しい．特に髄鞘を被った成熟した動物の

軸索は染色されない．したがって，ゴルジ染色法を用いて

行う軸索の解析は主に発達期の脳の研究になってしまう．

2） どの神経細胞が染色されるかは，まったくランダムに決

定されるため，研究対象の脳部位において少数派となる

神経細胞は，なかなか染色されず，研究の効率が極端に

落ちる．

このようなゴルジ法の欠点を克服すべく，単一神経細胞の

染色法として開発されたのが細胞内染色法で，標識物質を充

填したガラス微小電極を神経細胞に刺入し，標識物質を細胞

内に電気泳動的に注入するものである．この方法で，さまざ

まな単一神経細胞の形態学的な研究がなされてきたが，安定

して結果を得るためには脳スライスによる in vitro の系とし

て実験する必要があり，これではもちろん軸索の完全な再構

築は望めない．In vivo で細胞内染色を行う試みも多くなさ

れたが，記録と染色が不安定であり，完全に軸索を再構築で

きたと言える結果は少なかった．手技的にも高度の技量が要

求され，多くの脳部位で行われるには至っていない．

こうした状況の中で，1990 年代頃からようやく神経解剖

学にも遺伝子工学が応用され始め，ウイルストレーサーを用

いる単一神経細胞の解析が可能になった．以下では，筆者が

所属する研究室で開発された，シンドビスウイルスベクター

を用いて単一神経細胞を標識する方法について解説する．そ

して，この新しい手法を用いて実際に解析を行った例として，

ラット運動性視床核，VA-VL 核における研究を紹介したい．

VA-VL 核は，小脳および大脳基底核からの運動調節のための

情報を，大脳皮質へと伝達する中継核である．VA-VL 核にお

いて，小脳および大脳基底核からの情報はほとんどオーバー

ラップせず，それぞれ別々の領域に入力することが示唆され

てきた 1,2）．これら二つの情報がどのように大脳皮質の神経

細胞に伝達され，統合されるのか明らかにするためには，そ

れぞれの VA-VL ニューロンの皮質投射軸索を，単一細胞レ

ベルで詳細に比較する必要がある．しかしながら，これまで

の手法，in vivo の細胞内染色法では，単一視床ニューロン

由来の皮質投射軸索を完全に再構築できている保証はなかっ
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た．そこで，シンドビスウイルスベクターによる新しい単一

神経細胞標識法を用いて，VA-VL ニューロンの完全再構築を

試みた．

2. 膜移行性シグナル付き蛍光タンパクを発現するシンド

ビスウイルスベクターの開発

1996 年に中西のグループにより，神経細胞の樹状突起お

よび軸索を効率よく標識するため，膜移行性シグナルを付加

した緑色蛍光タンパク質（GFP）が開発された 3）．これは，

膜タンパク質である GAP43 タンパクの N 末 20 残基に存在

する palmitoylation site（膜移行性シグナル）を利用し，蛋白

翻訳後の GFP に長鎖脂肪酸を添加して細胞膜に向かわせる

というアイデアである．通常の GFP は水溶性タンパクであ

るため細胞質および核内において，び漫性に分布するのに対

し，膜移行性シグナルにより修飾された GFP（palGFP）は

細胞膜直下に局在するため，細胞の輪郭を縁取るように可視

化できる（図 1A–A B’）．彼らは palGFP を発現するアデノウ

イルスベクターを作製し，培養神経細胞をゴルジ染色様に標

識することに成功していた 3）．

これを受け，筆者が所属する研究室では，palGFP を発現

する非増殖性シンドビスウイルスベクターの開発を行っ

た 4）．シンドビスウイルスは，トガウイルス科アルファウイ

ルス属に分類され，（+）鎖 RNA をゲノムとして持ち，神経

細胞を含む様々な細胞種に効率よく感染する．また，内在性

の subgenomic promoter が強力なため，感染した細胞に大量

の遺伝子産物を発現させることができる．実際に palGFP を

発現するシンドビスウイルスベクターを作製し，ラット視床

に注入して感染させたところ，palGFP によりゴルジ染色様

に標識された多数の視床ニューロンが蛍光顕微鏡下で観察さ

れた（図 1C，D）．また，ここで注視すべきことは，この

palGFP シンドビスウイルスベクターが非常に感度のよい順

行性標識ツールとして機能したことである．GFP に対する

抗体を用いて酵素免疫染色法を行い，シグナルを増強するこ

とで，視床ニューロン由来の投射軸索を大脳皮質において明

瞭に可視化することができた（図 1E）．
現在では，膜移行性シグナル付き赤色蛍光タンパク（pal-

mRFP）を発現するシンドビスウイルスベクターの開発にも

成功しており，palGFP シンドビスウイルスとともに，感度

の高い順行性トレーサーとして，多数の実験系で利用されて

いる 5 ～ 10）．この過程で，もしウイルス液を十分希釈して，たっ

た一個の神経細胞に感染させることができれば，細胞内染色

のような染色像が得られるのではないかと考えついた．従来

の順行性トレーサーは，注入量に比例して標識の強さが決ま

るため，ごく少数の神経細胞だけを標識するために注入量を

減らすと，細胞体から離れるにつれ軸索の標識が弱くなり，

末端まできちんと可視化できない．これに対して，ウイルス

トレーサーは感染した細胞自身が標識タンパクを大量に合成

するため，たった一つの細胞であろうと感染しさえすれば，

軸索末端まで強く標識できる．こうして，我々は今まで技術

的に非常に困難であった，長距離投射ニューロンを単一細胞

レベルで完全再構築する実験系に着手した．

3. シンドビスウイルスベクターを用いた単一神経細胞の

完全再構築の実際

学会において単一神経細胞標識の研究成果を発表した際

に，よくされる質問が，「どのような手法により，たった一

つの神経細胞にのみ，ウイルスを感染させているのか？」と

図 1 非増殖性 palGFP シンドビスウイルスの作製とニューロンへ

の感染（A–E：Furuta et al., 20014）より改変）

A–B’：palGFP あるいは GFP 発現プラスミドをトランスフェクトし

た CHO 細胞．palGFP は細胞膜に局在して分布したのに対し，修飾

されていないGFPは細胞質・核内において，び漫性に分布した．C，D：
ラット視床に palGFP シンドビスウイルス液を注入して，視床ニュー

ロンに感染させた．palGFP により，樹状突起および細胞体がゴルジ

染色様に標識できた．E：視床にウイルスを注入した例における大脳

皮質の染色像．多くの視床皮質投射軸索が明瞭に可視化されている．
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いうものである．残念ながら現時点では，確実に単一の神経

細胞だけにシンドビスウイルスを感染させる方法を開発でき

ていない．そのため，多数のラットの脳にウイルス液を注入

し，偶然，目的の神経細胞がたった 1 個か，2 個だけ感染し

て標識され，単一神経細胞由来の軸索が完全に再構築できた

サンプルだけをデータとして使用している．したがって，目

的の神経細胞がただ一つ感染する確率が少しでも高くなるよ

う，実験条件を調節することが肝要である．参考のため，筆

者が運動性視床核ニューロンを単一細胞標識する際の実験方

法と注意点を以下に記す 11）．

（1）注入用ウイルス液を調整する．

palGFP シンドビスウイルス（3 × 105 infectious units/mL;

BHK 細胞において測定），pal-mRFP シンドビスウイルス

（3 × 105 infectious units/mL），および 0.5％牛血清アルブミン

（BSA）を含むリン酸緩衝生理食塩水（PBS）を注入用ウイ

ルス液とする．

ラット運動性視床核に上記のウイルス液を 0.3 μL 注入す

ると，最も効率よく単一の神経細胞が感染したサンプルが得

られるが，あくまでこの条件は運動性視床核において最適化

されたものである．他の脳領域でも同じ条件が最適とは限ら

ないため，ウイルスの力価，注入量の条件検討を行い，目的

の領域において最適化する必要がある．

単一の神経細胞だけが標識されたサンプルを得る確率を向

上させるため，二種類のシンドビスウイルスを混合して使用

している．もし，一方の蛍光タンパクに標識された神経細胞

がゼロ，もしくは多すぎて単一神経細胞トレースに使えない

場合でも，もう一方の蛍光タンパクにより，単一の神経細胞

が標識されていれば，サンプルとして使用することが可能で

ある．また，希釈液に BSA を混ぜるのは，ウイルス粒子が

チューブやガラス針の壁に吸着され力価が低下するのを防

ぐ，保護作用を期待するためである．

注入するウイルス液は用時調整とする．時間が経つにつれ

力価が減少するため，使い切らずに余った注入用ウイルス液

を保存しておいて後日，再使用することは避けるほうがよい．

また，ウイルス原液は −80°Cの冷凍庫で長期保存可能である．

しかし，凍結・溶解により，ウイルス粒子が壊れ，力価が低

下してしまうので，なるべく凍結・溶解を繰り返さないよう

気をつける．筆者が所属する研究室では，ウイルスの原液

（2 × 1010 infectious units/mL）を 10 μL ずつチューブに分注し，

使用直前まで −80°C で保存している．少量ずつ分注して保

存することで，凍結・解凍の回数を少なくできる．

（2）ガラス針に注入用ウイルス液を 0.3 μL 充填する．

脳実質を大きく傷つけたり出血したりすると炎症が生じ，

ウイルスに感染する細胞が激減する．そのため，なるべく細

いガラス針を使用し，脳へのダメージを少なくすることが大

事である．筆者は，針先端の外径が 10 ～ 20 μm，内径が

8 ～ 15 μm でシャンクが長いガラス針を使用している．また，

ガラス針にウイルス液を 0.3 μL 充填する際には，ハミルト

ンシリンジ（容量 1 μL; 7001KH）の先端を，細長いディスポー

ザブルのチップ（Eppendorf microloader. 5242 956. 003）に差

し込んで使用している．こうすると，ハミルトンシリンジ自

体がウイルス液に触れないので，条件検討などで濃度や種類

の異なるウイルス液を注入する場合に，ハミルトンシリンジ

を洗浄する必要がなく，スムーズに実験を行うことができる．

（3）目的の脳領域にウイルス液を注入する．

脳定位固定装置に麻酔をかけたラットを固定し，目的とす

る脳領域の直上の頭蓋骨を歯科用ドリルで削り，脳表面を露

出する．硬膜を傷つけると浮腫や炎症を生じるため，傷つけ

ないよう慎重に行う．ウイルス液を充填したガラス針を運動

性視床核に刺入し，0.3 μL のウイルス液を，ゆっくり時間を

かけて注入する．

筆者の所属する研究室では，ウイルス液の注入に Picosp-

ritzer（General Valve）という装置を使用している．これは，

圧縮窒素ガスボンベに接続した電磁弁バルブの制御により，

任意の持続時間の空気圧パルスを発生することができる装置

である．この装置にガラス針を接続し，空気圧によりガラス

針中の液を脳内に注入する．筆者は，装置に供給する窒素ガ

スの圧力を 40 psi（pound per square inch）に固定し，持続時

間を 30 msec に調節した空気圧パルスを約 500 回発生させる

ことにより，0.3 μLのウイルス液を約3分かけて注入している．

ごく少量ずつ（約 1 nL），何回にも分けて液を注入すること

により，注入部位に大きな圧力がかからずに済む．同じ設定

の空気圧パルスでも，針の形状によって注入される液量は変

化するため，各自でパルスの持続時間を調節する必要がある．

（4）ウイルス液の注入から 51 時間経過した時点でラットを

固定する．

シンドビスウイルスはタンパクの発現量が多いため，感染

した細胞への毒性が強く，72 時間を過ぎる頃には多くの神

経細胞が変性し始める 4）．かといって，早い段階で固定して

しまうと軸索末端まできちんと標識されない．上記の 51 時

間というのは，ラットの運動性視床核ニューロンが変性せず，

かつ軸索を末端まで完全に標識できる条件である．目的の神

経細胞に合わせて，ウイルス注入から固定までの時間を調節

する必要がある．

筆者は，固定液として 4％ホルマリン，75％飽和ピクリン

酸を含む 0.1 M リン酸緩衝液を使用し，同じ固定液を用いて

4°C，一晩にて，後固定を行っている．

（5）ラットの脳を厚さ 40 μm の連続浮遊切片とする．

30％スクロースを含む PBS によりクライオプロテクショ

ンを行った後，フリージングミクロトームを用いて薄切する．

（6）ウイルスに感染し，標識された神経細胞の細胞体を含む

切片をピックアップする．

目的の脳領域を含む切片をすべて蛍光顕微鏡下で観察す

る．シンドビスウイルスの高いタンパク発現能力のおかげで，

免疫染色によりシグナルを増強せずとも，palGFP または

pal-mRFP そのものが発する蛍光により，細胞体と樹状突起

を確認できる．

（7）標識された神経細胞が目的のものかどうか，同定する．
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標識された細胞体を含む切片について，Propidium iodide

もしくは NeuroTrace 500/525 green fluorescent Nissl stain（N-

21480；Molecular Probes 社）を用いて蛍光ニッスル様染色

を行う（図 2A，B）．
（8）免疫組織化学染色法により軸索を可視化する．

シンドビスウイルスはタンパク発現能力が高いとはいえ，

何もせずに，そのまま蛍光顕微鏡で観察できるのは細胞体と

樹状突起，および細胞体近傍の軸索くらいで（図 1C，D，

2D），投射先の軸索を完全に可視化するためにはシグナルを

増強する必要がある．GFP または mRFP に対する抗体 10,12）

を使用して，すべての連続切片を酵素免疫染色法により可視

化する（図 2D’–H）．筆者は，軸索末端まで完全に軸索を可

視化するため，ABC-DAB 染色法に，さらに biotinylated

tyramine (BT)-glucose oxidase (GO) amplification（BT-GOシグ

図 2　単一の運動性視床核が palGFP シンドビスウイルスに感染した例（A–H：Kuramoto et al., 2009 11）より改変）

ラット運動性視床核，VA-VL 核（A）の中でも，大脳基底核の出力核からの抑制性終末を主に受ける領域 inhibitory input-dominant zone（IZ; C）
において，単一の神経細胞が感染している（A–D；矢頭）．自家蛍光では細胞体と樹状突起しか観察されない（D）が，GFP に対する抗体を用

いて免疫染色すると，細胞体，樹状突起だけでなく，大脳皮質において視床皮質投射軸索が明瞭に観察され（D’–H），終末様構造も確認できる

（F，H；矢頭）．EZ, excitatory subcortical input-dominant zone（小脳核からの興奮性入力を主に受ける領域）；GAD67, glutamic acid decarboxirase
67（抑制性，GABA 作動性のマーカー）．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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ナル増幅法）を組み合わせている 11）．染色手順および

BT-GO シグナル増幅法の詳細については，図 3 を参照して

いただきたい．

（9）単一神経細胞の完全再構築を行い，形態解析する．

染色の終了した，すべての連続切片を順番通りスライドガ

ラスに貼り付け，封入した後，描画装置を取り付けた明視野

顕微鏡下で一枚一枚，切片を観察しながら軸索を再構築し，

軸索長や，ブトン密度の計測など，形態解析を行う（図 4）．
以上が，シンドビスウイルスベクターを用いた単一細胞標

識法の実際である．難しい特殊な実験技術は必要とされない

が，すべてのステップを丁寧に，失敗なく実施することが要

求される．例えば，脳を薄切して連続切片を作成する段階で，

標識された軸索が分布する切片を一枚でも失うと，軸索の完

全再構築が不可能になる．毎回，精度の高い手術を行うよう

図 3 軸索を末端まで完全に可視化するための免疫染色法，および BT-GO シグナル増幅法の原理と，biotinylated tyramine の作製方法

右下の写真において，BT-GO シグナル増幅を行わなかった切片（A）に比べて，増幅を行った切片（B）では，視床皮質投射軸索が明瞭に観察

される．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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図 4　単一視床投射ニューロンの軸索投射の再構築像（A–G：Kuramoto et al., 200911）より改変）

A–C：EZ ニューロンは線条体に軸索側枝を出すことなく，大脳皮質の運動関連領野において広範に軸索を分布させる．軸索は皮質第 1 層に

はほとんど分布せず，第 2 ～ 5 層に終始する．D–G：一方，IZ ニューロンは，EZ ニューロンと異なり，線条体に軸索側枝を分布させた．ま

た，大脳皮質では軸索の 50％以上が皮質第 1 層に投射している点も EZ ニューロンと大きく異なる．運動関連領野を中心にして，広範に軸索

を分布させる点は IZ ニューロンも EZ ニューロンと同じである．FL, forelimb region of primary somatosensori-motor area; HL, hindlimb region of 
primary somatosensori-motor area; M1, primary motor area; M2, secondary motor area; S1, primary somatosensory area.

注意し，ウイルス液の力価，および注入する液量のバラツキ

をできる限り少なくすることが大切である．また，ウイルス

液注入の結果，何個の神経細胞が感染したのかを毎回チェッ

クし，フィードバックをかけて，ウイルスの希釈倍率，注入

液量を微調節することも，実験効率の向上のために大事であ

る．

注意しなければならない問題として，シンドビスウイルス

ベクターによる単一細胞標識法は，ゴルジ染色法と同様，目

的とする神経細胞がその領域で少数派であった場合には，極

端に標識される効率が悪くなるという欠点がある．シンドビ

スウイルスはランダムに，ほとんどの細胞に感染する．つま

り，グリアでも神経細胞でも，種類を選ばず感染する 4）．こ

のため，多数を占める細胞種ほど標識される確率が高く，少

数派の細胞種は標識される確率が低くなる．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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4. 運動性視床核ニューロンの単一細胞レベルでの形態解

析の結果

筆者の所属する研究室では，シンドビスウイルスベクター

を使用し，さまざまな脳領域において単一神経細胞の完全再

構築を試みる研究を行っており，成果が得られつつあ

る 11,13,14）．ここでは一例として，ラット運動性視床核，

VA-VL 核の研究成果について解説する 11）．

先に述べた方法で，シンドビスウイルスベクターをラット

VA-VL 核に注入し，一個の神経細胞だけを標識し（図 2A–A
D），免疫染色を行うことで，その視床ニューロンの細胞体

と樹状突起だけでなく軸索投射の全体像を可視化できた

（図 2D’–H）．この研究により，以下のことが新たに判明し

た（図 4）．
1） VA-VL 核は，小脳核からの興奮性入力を主に受ける領域

excitatory subcortical input-dominant zone（EZ） と， 大

脳基底核の出力核からの抑制性終末を主に受ける領域

inhibitory input-dominant zone（IZ）に二分されるが 2），

EZ ニューロンの樹状突起の分岐の数は，IZ ニューロン

の分岐の数より多い．

2） 大脳皮質において，EZ ニューロンも IZ ニューロンも運

動関連領野を中心として軸索投射していたが，その投射

範囲は従来考えられていたものよりもはるかに広範であ

り，感覚系の視床皮質投射にみられるようなカラム様構

造は認められなかった（図 4A–AA G）．この事実は大脳皮

質の情報処理単位として従来考えられてきたカラム状の

モジュール構造が，少なくとも運動関連皮質への入力に

関しては存在していないことを示唆する．

3） EZ ニューロンの軸索は皮質第 3 層を中心に中間層に分

布し（図 4B；黄色の線），IZ ニューロンの軸索はその

50％以上が皮質第 1 層に分布していた（図 4E，F；赤

色の線）．したがって，EZ ニューロンの主なターゲット

は錐体ニューロンの基底樹状突起であり，IZ ニューロ

ンのそれは尖端樹状突起であると考えられる．すなわち，

VA-VL 核の視床皮質投射はカラム構造ではなく，層構造

に基づいて組織化されていることが判明した．

4） EZ ニューロンは線条体を通過するものの，いっさい軸

索側枝を出さなかったのに対し，すべての IZ ニューロ

ンは線条体に多量の軸索側枝を出していた（図 4A，D）．

まとめると，EZ ニューロンを介した小脳からの情報と IZ

ニューロンを介した大脳基底核からの情報は，それぞれ大脳

皮質の異なる層に入力する．そして，これら二つの情報は皮

質ニューロンの神経回路網において統合され，協調的に働く

ことで，最終的に皮質脊髄投射ニューロンが適切な運動命令

を出力できることが示唆された．このように，1 個のニュー

ロンを可視化することによって得られる情報には，ほかの手

法によっては得られなかったことが豊富に存在する．

5.　おわりに

以上のように，筆者の所属する研究室で最近開発された新

しい順行性トレーサー，遺伝子改変シンドビスウイルスによ

り，今までの手法では非常に困難であった，「長距離投射す

る単一ニューロンの軸索の完全可視化」が可能となった．し

かしながら，目的とする神経細胞に，しかも単一の神経細胞

だけに，シンドビスウイルスを感染させる方法は確立できて

おらず，サンプルが得られる効率はあまりよくない．そのた

め，この手法による単一神経細胞レベルでの形態解析には，

かなりの実験量を必要とするが，最終的には，それに見合っ

た興味深い結果を得ることができる．
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