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研究成果の概要（和文）：本研究は、嗅球シナプス神経回路の調節機構の解明を目的とし、一連の解析知見と予
備的実験に基づき、神経回路の調節に密接に関わっていると考えられる遠心性入力の、シナプス結合を含めた詳
細な微細構造解析を行なうものである。具体的には嗅球へ投射するセロトニンニューロン、アセチルコリンニュ
ーロン、ノルアドレナリンニューロンについて単一ニューロン標識と広範囲電子顕微鏡解析を組み合わせた統合
解析を行った結果、３種のニューロンは嗅球各層で異なる線維分布を示し、そのシナプス標的ニューロンもそれ
ぞれ異なっていることが分かった。精巧な嗅球シナプス回路は、他の脳領域から精緻な調節を受けていることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：This research aims to establish structural basis for centrifugal regulation 
of synaptic circuit in the olfactory bulb, from our previously consistent studies with correlated 
laser and electron microscopy. We have paid special attention to serotonergic, cholinergic and 
noradrenergic  neurons projecting to the olfactory bulb. These neurons have been examined by 
single-neuronal labeling as well as wide-filed laser/electron microscopic analyses, correlated laser
 and volume EM study. Results indicated interesting findings exhibiting layer-specific distribution 
by three kinds of centrifugal projections to the olfactory bulb. These findings have suggested more 
elaborate features of regulation of the synaptic circuit in the olfactory bulb than previously 
considered.

研究分野：神経解剖学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 嗅覚の一次中枢嗅球は、情報の入力と出力
の伝達経路が独立し、また比較的少数のニュ
ーロン種による単純明瞭な層構造に、豊富な
生理活性物質を含有するという特徴を有す
ることから、脳神経回路の基本的構造と機能
を理解するための魅力的な解析モデルと考
えられ、Cajal 以来、脳研究の対象となって
来た。 

 1990 年代初めの Axel らの解析をはじめ
とした研究によって嗅受容細胞の匂い分子
受容体遺伝子がクローニングされ、同じ遺伝
子を発現する嗅受容細胞からの軸索は嗅球
表層の糸球体に特異的に収束することがわ
かり（2004 年ノーベル医学生理学賞）特定
な匂い刺激に対し特定な糸球体が反応する
ことから糸球体は嗅覚の機能的構造単位と
考えられるようになった。 

 注目すべきは、無数の嗅受容細胞（マウス
で数百万）が少数の嗅球糸球体（マウスで約
２千個）に特異的に収束した後、より多数の
投射ニューロンにシナプス結合し、高次中枢
に匂い情報を伝えるという解剖学的な収
束・開散パターンである。このことは、無数
の化学的刺激源によってもたらされる嗅覚
情報が一旦糸球体でいわば圧縮・解凍される、
複雑な匂い情報を処理する精巧な神経回路
が嗅球に存在すると推測される。しかし嗅球
神経回路について一般的に信じられていた
従来の定説は極めて単純で、分子レベルの嗅
覚受容メカニズムを十分説明できるもので
はなかったため、申請者らは、より精度・確
度の高いニューロンの同定に基づいたシナ
プス神経回路の解明の必要性を感じ、これま
で一貫して電子顕微鏡による三次元構造解
析を行ってきた。その結果、嗅球を構成する
ニューロンは化学的性質と形態的特徴の面
で極めて多様であり、化学的・形態的に同定
された異種のニューロンはまた異なるシナ
プス結合を形成することが明らかとなった
（Toida 2008）。我々の形態学的知見は、専
門書（“Rat Nervous System” Paxinos 2004; 

“The Synaptic Organization of the 

Brain”Shepherd 2004）に引用され、また多
様なシナプス結合を形成するニューロンは
機能的にも異なる役割を神経回路内で演じ
ていることが示唆され、多様な嗅球ニューロ
ン種の個別の電気生理学的・薬理学的特性の
同定が進んだ。（Hayar J. Neurosci. 2005, 

Karnup J. Neurophyiol. 2005） 

 一連の解析の中で、未同定のニューロン種
からのシナプス結合が発見された。嗅覚情報
伝達を担う神経回路の調節に重要なシナプ
ス結合を形成する嗅球介在ニューロンには、
嗅受容細胞の他、投射ニューロン及び GABA

ニューロンの樹状突起から様々なパターン
で入力を受けるが、この他に、豊富な球形小
胞と少数の有芯性小胞を含む軸索様構造か
ら様々な程度の非対称性シナプス結合を受
けるのがしばしば観察され、その数、シナプ

ス構造、シナプスの分布から、介在ニューロ
ンの調節に重要な役割を担うと推測されて
いたが、研究開始当初の段階では、これらの
シナプスを形成するニューロンは未同定で
あった。当時推測されたのは、古典的に嗅球
にその存在が示された高次中枢からの遠心
性入力、即ち、セロトニン（縫線核より）、
アセチルコリン（対角束核より）、ノルアド
レナリン（青斑核より）のニューロン群であ
る。これら遠心性成分の嗅球内の線維分布と
受容体の存在は報告されているが数少なく、
それぞれどのタイプの嗅球ニューロンとど
のようなシナプス結合を形成しているのか
は解析されておらず、その機能的意義も推測
の域に留まっていた。（Toida 2008） 

 そこで、これら遠心性入力が、前述のよう
に我々の解析で未同定だった入力成分に相
当するのではないか？と着想した。それは、
研究開始時に着手していた予備的形態解析、
及び海外研究協力者らによる電気生理学的
解析による裏付けがあったからである。 

 

２．研究の目的 

 以上の背景から、本研究は、嗅球シナプス
神経回路の調節機構の解明を目的とし、一連
の解析知見と予備的実験に基づき、神経回路
の調節に密接に関わっていると考えられる
遠心性入力の、シナプス結合を含めた詳細な
微細構造解析を行なうものである。複雑な匂
い情報を処理する嗅球シナプス神経回路を
より正確に深く理解する為に、一連の研究を
発展的に展開し、微細構造レベルでの確かな
形態学的基礎を構築することが本研究の目
的である。 

 この目的を達成するため、嗅球シナプス神
経回路へ遠心性入力するニューロンのうち、
予備実験データをもつアセチルコリンニュ
ーロンに注目して焦点を絞り、三次元構造と
そのシナプス結合の定量解析を行ない、遠心
性調節の機能的意義を明らかにする。また、
その解析知見を基盤にして、期間後半より、
他の遠心性入力成分の検討も計画した。 

 近年脚光を浴びる嗅覚系研究領域で、申請
者らは比較的早く研究を始め、国際的にも遂
行する者がない電子顕微鏡連続切片再構築
法により、分子レベルの解析前に提唱された
神経回路の定説を大幅に修正している。当該
研究は、独自のこの解析法を更に発展的に遂
行する点で、これまで同様に確かな微細構造
的指針を嗅覚研究に提示すると考えられ、遂
行する意義は極めて大きい。 

 加えて、抑鬱などの精神症状との関係で注
目されるセロトニン、アセチルコリンによる
嗅覚系の中枢性制御機構の解明は、辺縁系、
前頭皮質系、間脳・脳幹系などによる情動や
生体リズムが化学的感覚といかなる関係か
を明らかにし、他の脳領域の神経回路メカニ
ズムの解明に寄与すると考える。 

 嗅覚から他の脳機能に対し基礎的知見が
提供できることに本研究の独自性がある。 



 

３．研究の方法 

【実験動物】動物は C57BL6 系、Serotonin

（5-HT）-Cre、Choline Acetyltransferase 

（ChAT；アセチルコリン Ach 合成酵素） 

-Cre、Dopamine-β-hydoroxylase（DBH；ノ
ルアドレナリン  NA 合成酵素） -Cre、
Tyrosine Hydroxylase（TH；L-DOPA 合成
酵素、ドーパミン合成律速酵素）–GFP の各
種 transgenic mouse を用いた。これらは、
川崎医科大学動物実験委員会、同組み換え
DNA 委員会の審査と承認を受け動物を導入
し、同動物委員会指針に基づき、川崎医科大
学中央研究センターにより実施した。 

【動物実験】動物飼育・系統維持、麻酔、ウ
イルスによる遺伝子導入定位脳手術、灌流固
定、ビブラトーム切片作製、フリーフロート
染色などは、研究代表者らの従来の方法によ
る。 

【基本手法】 

(1) ニューロンの全貌： 

① 単一ニューロン標識法： C57BL6 系およ
び TH–GFP マウスには、 sindbis virus に
よ る palmitoylation signal （ pal-GFP, 

pal-mRFP ）を組み込んだ recombinant 

sindbis virus を用い縫合線核 in vivo 

injection による脳定位標識を行い、単一ニュ
ーロンの完全再構築を試みた。各種-Cre マウ
スに対しては、アデノ随伴ウイルス AAV を
用い、5-HT-、ChAT-、DBH-Cre により、5HT、
Ach、NA ニューロンを標識した。 

② 免疫組織化学法：5-HT ニューロンには抗
5-HT、ACh ニューロンには抗  Vesicular 

ACh transporter（VAchT）、そして NA ニュ
ーロンには抗 Norepinephrine Transporter

（NET）抗体を用い、ニューロンの脳内線維
分布と嗅球への分布の度合いを検証した。更
に嗅球各層内の線維群の三次元構造を、
neurolucida により三次元的に複数切片の切
片越え再構築し解析した。これら各種抗体と
共に、calbindin （CB）、calretinin （CR）、
parvalbumin （PV）、tyrosine hydroxylase 

（TH）、GABA、GAD65 & 67、TH-GFP マ
ウスなど標識を用い多重蛍光標識を行った。
確定的なマーカーのない投射ニューロンに
ついては BDA 及び pal-GFP or pal-mRFP 

sindbis virus 脳定位 in vivo injection（前述）
による標識を行い、上記抗体と併せて多重蛍
光染色した。多重免疫標本をレーザー顕微鏡
で連続光学断面解析と三次元再構築を行い、
ACh ニューロンが接するニューロンについ
て voxel レベルの三次元定量解析による検証
をおこなった。 

(2) ナプスの解析：具体的には、電子顕微鏡
ランダム／連続切片観察によりシナプスを
同定した。各種抗体を用いた包埋前免疫染色
（DAB 発色）と抗 GABA 抗体を用いた包埋
後免疫染色（金粒子）の電子顕微鏡多重染色
法を用いる。具体的方法は既報に準じる
（Toida 1998, Suzuki 2015）。更に、各種ニ

ューロンの線維連絡について解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 5-HT ニューロン（Suzuki et al 2015） 

 5-HT ニューロンは、当研究開始時にはシ
ナプスの先行解析が進んでおり（鈴木ら；川
崎医学会誌 40（2）：89－102，2014 doi：
10.11482/KMJ-J40（2）89）、本研究では単
一ニューロン標識による投射経路の全貌と、
嗅球内の線維分布の定量、シナプス結合の同
定を行い、論文発表を行った。単一ニューロ
ントレースにて、起始核の縫線核  DRN: 

dorsal raphe nucleus から、red nucleus、
hypothalamus、  medial preoptic area、 

accumbens nucleus 、 そ し て anterior 

olfactory cortex を経て嗅球 OB: olfactory 

bulb に遠心性に投射した。嗅球内では糸球体
層、内網状層、顆粒細胞層に線維分布密度が
高く、ほぼ全ての介在ニューロンや投射ニュ
ーロンとシナプス結合をしていた。シナプス
は非典型なⅠ型・非対称性シナプスであった。 

(2) Ach ニューロン（Hamamoto et al 2017） 

 Ach ニューロンは、本研究では ChAT-Cre

マウスと AAV の組み合わせによる単一ニュ
ーロン標識による投射経路の全貌と、嗅球内
の線維分布の定量、シナプス結合の同定を行
い、論文発表を行った。単一ニューロントレ
ースにて、起始核のブローカの対角帯水平脚 

HDB から  olfactory tubercle、  ventral 

tenia tecta を経て、嗅球 OB: olfactory bulb

に遠心性に投射した。嗅球内では 5-HT より
密ではないものの、糸球体層、内網状層に線
維分布密度が高く、そこでほぼ全ての介在ニ
ューロン（特に TH ニューロン）とシナプス
結合をしていた。シナプスは非典型なⅠ型・
非対称性シナプスであった。 

(3) ノルアドレナリンニューロン（Horie et 

al J. Comp. Neurol. 2018 投稿準備中） 

 NA ニューロンは、本研究の Ach ニューロ
ンの解析が順調に進んだために、更に発展し
て行ったものであり、既に多くの研究データ
を得られて学会発表し（日本解剖学会 2018

年、日本顕微鏡学会 2018 年）、現在論文発表
準備中である。現時点で報告出来る内容とし
ては、以下の通りである。NA ニューロンで
はDBH-CreマウスとAAVの組み合わせによ
る単一ニューロン標識による投射経路の全
貌と、嗅球内の線維分布の定量、シナプス結
合の同定を行った。単一ニューロントレース
に て 、 起 始 核 の 青 斑 核 LC か ら 

mesencephalic reticular formation 、
nigrostriatal tract、medial hypothalamus、
medial forebrain bundle、rhinal fissure を
経て、嗅球 OB: olfactory bulb に遠心性に投
射した。嗅球内では 5-HT、Ach より密では
ないものの、外網状層（深層）、そして内網
状層に著しく線維分布密度が高く、糸球体層
では他の２種のニューロンと異なり、傍糸球
体領域に線維が分布している。現在、シナプ
ス結合について対象のニューロン種とシナ



プスタイプの同定を進めている。 

(4) その他： 

 当研究の遂行中に、単一ニューロン及び同
種ニューロンを特定標識した後に、レーザー
顕微鏡、ニューロルシダで解析し、更に解析
した標本そのものを電子顕微鏡で解析する
という Correlated Laser and Volume EM 

study 法を確立した。その手法により嗅球か
らの投射ニューロン（mitral cells, tufted 

cells）、介在ニューロン（TH ニューロン）に
ついて、デジタル電子顕微鏡広範囲モンター
ジュ・連続切片三次元再構築を行い、シナプ
ス結合の定量と空間分布を行った。 

① 投射ニューロン（Matsuno et al 2017） 

 C57BL6J 系マウスに sindbis ウイルスを
定位脳注入し、遺伝子導入により単一の投射
ニューロン（mitral/tufted cells）を標識した。
ニューロルシダでデジタルトレースした後、
電顕標本として 600 枚超の連続切片、広範囲
モンタージュ法によりトレースしたニュー
ロンをほぼ全て電顕再構築を行った。その結
果、mitral cells の二次樹状突起が外網状層
深層に、tufted cells が外網状層浅層により分
布すること、PV ニューロンとのシナプスは
mitral cells の二次樹状突起の近位により多
く分布していることがわかった。 

② 介在ニューロン（Kiyokage et al 2017） 

 当研究において TH-GFP マウスを用いた
が、このニューロンのシナプス結合の立体的
定量解析を行った。電子顕微鏡モンタージュ
は一超薄切片あたり 25x25 のモンタージュ
を行い、600 枚超の連続切片から再構築を行
った。その結果、TH ニューロンのシナプス
分布には２種類あり、嗅覚系一次ニューロン
である嗅受容細胞からのⅠ型シナプスを遠位
に受けるものと、嗅受容細胞以外のニューロ
ンからⅠ型シナプスを近位に受けるものの２
種類が同定された。これらのシナプスの形態
学的解析結果と以前の我々の電気生理学的
解析結果の比較検討を行っている。 

(5) 今後の解析： 

① GABA ニューロンによる遠心性調節 

 Ach ニューロンの解析の過程で、起始核の
HDB には嗅球へ並行投射する GABA（PV）
ニューロンの存在が明らかとなった。PV ニ
ュ ー ロ ン の 存 在 位 置 と 数 は 、
StereoInvestigator で解析が進み、現在、
HDB から嗅球への PV ニューロンの投射の
全貌と、嗅球内での線維分布、シナプス結合
について解析を進めている。 

② ステロイドホルモンの神経回路調節 

 性行動と嗅覚は一般的にも生理的にも関
連性の指摘があるが、詳細は明らかになって
いないためエストラジオールを投与した影
響について、TH ニューロンを始めとする嗅
球ニューロンの化学的性質、形態的特徴、遺
伝学的背景、シナプス結合の変化について、
詳細な解析を進めている。そして TH ニュー
ロンに対する影響について解析知見を学会
に発表（日本解剖学会 2018 年、日本顕微鏡

学会 2018 年）、論文にまとめている
（Kiyokage et al J. Comp. Neurol.2018投稿
準備中）。 
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