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研究成果の概要（和文）：高等動物が外界の情報に対して適切な行動を選択するためには、発生の過程で脳に存
在する神経回路が個体差なく正確に形成される必要がある。神経回路は、遺伝子に規定されたプログラムに加え
て、臨界期に生じる神経活動による精緻化を経て完成される。この回路構築の具体的な分子メカニズムの理解
は、動物の先天的な行動と学習によって変化する可塑的な行動原理を理解する上で重要な示唆を与える。
一般に回路の精緻化は、神経細胞間の同期的な発火活動によると多くの教科書に記載されている。しかし我々は
カルシウムイメージング及び光遺伝学による神経活動の観察、操作を通じて、新しい神経活動依存的な回路形成
メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Neural circuits emerge through the interplay of genetic programming and 
activity-dependent process. During the development of mouse olfactory map, axons segregate into 
distinct glomeruli in an olfactory receptor (OR)-dependent manner. ORs generate a combinatorial code
 of axon-sorting molecules, whose expression is regulated by neural activity. However, how neural 
activity induces OR-specific expression patterns of axon-sorting molecules remains unclear. Here we 
revealed that the temporal patterns of spontaneous neuronal spikes were not spatially-organized, but
 were correlated with the OR types. Moreover, optogenetically differentiated patterns of neuronal 
activity induced specific expression of the corresponding axon-sorting molecules and regulated 
axonal segregation. Thus, OR-dependent temporal patterns of spontaneous activity play instructive 
roles in generating the combinatorial code of axon-sorting molecules during olfactory map formation.

研究分野：神経発生学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトを含む高等動物の脳は、複雑かつ精緻な神経回路を用いて感覚入力情報に対して適切な出力行動を行う。こ
の情報処理を担う神経回路の破綻は、精神・神経疾患の原因であることから、神経回路形成のメカニズムを解明
することは基礎科学のみならず臨床の分野において重要な示唆を与えうる。
一般に高等動物の神経回路は、遺伝的プログラムに加えて臨界期に生じる神経活動に依存した回路の精緻化を経
て完成される。この活動に依存した回路の可塑的な変化は、神経細胞間の同期的な発火活動による（ヘブ則）と
多くの教科書に記載されている。しかし今回我々は、既存のヘブ則に当てはまらない新規の活動依存的な回路構
築のメカニズムを明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ヒトを含む高等動物の脳は、複雑かつ
精緻な神経回路を用いて感覚入力情報
に対して適切な出力行動を行う。この情
報処理を担う神経回路の破綻は、精神・
神経疾患の原因であることから、神経回
路形成のメカニズムを解明することは
神経科学の分野における最も重要な課
題の一つである。 
個々の神経細胞は、発生の過程で自身
が将来担う機能的役割に従って個性を
獲得し、それに従って軸索を伸長させ、
神経回路を形成する。マウス一次嗅覚系
においての神経細胞の個性は、“発現す
る嗅覚受容体(olfactory receptor: OR)
の種類として定義できること、かつその
投射先が明瞭な構造として観察される
ことから、神経回路形成を研究する上で
優れたモデル系となっている。個々の嗅
神経細胞(嗅細胞)はゲノム中に存在す
る約 1000種類の OR の中からたった 1
種類のみを選択して発現する(Buck L. 
& Axel, R. Cell, 1991)(1 神経-1 受容体
ルール)。また同種の ORを発現した嗅細胞は、発生過程においてその軸索を嗅球上の特定の領
域に収斂させ、糸球体と呼ばれる構造を形成する(Mombaerts P. et al., Cell, 1996)(1 糸球体-1
受容体ルール)(図 1)。従って、投射先である嗅球においては ORの種類に対応する糸球群から
なるデジタルマップが形成され、OR分子によって検出される匂い情報は“どの糸球が活性化し
たか”という嗅球上の位置情報に変換される。 
この匂いの情報処理を支える神経回路は、遺伝的プログラムによる大まかな軸索の位置決め
の過程を経た後、嗅細胞で生じる神経活動によって精緻化されて軸索が収斂する。この精緻化
の過程において、嗅細胞で発現する OR 分子は極めて重要な役割を果たす。OR 分子は自発的
な神経活動を介して複数の軸索選別分子の発現を転写レベルで制御することで、軸索末端に軸
索選別分子の組み合わせと量比からなる固有の分子コードを作り出し、同一 ORを発現する軸
索の収斂を制御する (Serizawa S. et al., Cell, 2006)。しかしながら、神経活動、即ち発火パタ
ーンの中に”OR の種類”という情報がどのように書き込まれ、軸索選別分子の発現量へと情報
変換しているのかについては不明であった。 
 
２．研究の目的 
マウスの一次嗅覚系は神経回路構造が明瞭であることと遺伝学的手法による介入実験の簡便
さから神経回路形成の優れたモデルとなっている。一次神経細胞と二次神経細胞が正しくシナ
プス接続されるためには、一次神経細胞の軸索が特定の箇所へ投射し収斂する必要がある。こ
れまでの我々の先行研究などを含め回路形成の遺伝的プログラムに関しては多くの知見が提供
されてきたが、神経活動による精緻化のプロセスについては具体的なメカニズムは明らかにさ
れてこなかった。そこで、本研究では嗅細胞における神経活動の記録と操作を行うことで、OR
依存的かつ神経活動依存的な回路の精緻化機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 

(i) 嗅球における軸索選別分子の大規模な発現解析 
これまでの研究から、OR は自発活動を介して複数の軸索選別分子の発現レベルを制御するこ
とで、軸索末端に軸索選別分子の組み合わせと量比からなる固有の分子コードを作り出し、こ
れらの分子の接着性もしくは反発性の相互作用を用いることで同一 ORを発現する軸索の収斂
を制御することが明らかにしてきた。そこで、嗅細胞の軸索末端における軸索選別分子の発現
パターンを調べるため、投射先である嗅球の切片の固定条件を工夫し、一度に 4つの抗体を用
いた高感度 4重免疫染色法を確立した。また、一枚の切片に多数の糸球体が載るように嗅球切
片の作製方法にも工夫を加えた。これらの手法を駆使して、ORの数に相当する約 1000個の糸
球体における軸索選別分子の発現プロファイルを調べ、軸索選別分子の発現パターンを比較し
た (Ihara N., et al., J Vis Exp., 2017)。神経活動に依存して発現する軸索選別分子(Kirrel2, 
PCDH10, Sema7A)に着目し、大規模な発現解析を行なった。 

 

図 1. マウスの嗅覚系 
個々の嗅神経は、一種類の嗅覚受容体(OR)を
発現し、発現した ORの種類に基づいて嗅球上
の特定の糸球体へと軸索を伸長させる。その
後、糸球体内において僧帽細胞とシナプスを
形成し匂い情報を嗅皮質へと伝達する。 



(ii) 嗅細胞における神経活動の記録と操作 
OR 依存的かつ神経活動依存的な回路の精緻化機構を明らかにするためには、嗅細胞の神経
活動を記録する実験と、その活動を操作し軸索選別分子の発現への影響を観察する実験が必要
である。まず、嗅細胞特異的にカルシウム指示薬である GCaMP6fを発現する遺伝子改変動物
を作製し、発達期にある嗅細胞の自発的な神経活動の記録を行なった。さらに、嗅細胞特異的
にチャネルロドプシン 2(ChR2)を発現する遺伝子改変動物を作製し青色光の照射パターンを変
化させることで様々な神経活動パターンを人為的に誘導できる系を確立し、特定の神経活動パ
ターンが軸索選別分子の発現に与える影響を調べた。 
 
４．研究成果 

(i) 神経活動依存的な軸索選別分子の発現制御 

嗅細胞において軸索収斂に関わることが遺伝的に示されている軸索選別分子 (Kirrel2, 
PCDH10, Sema7A)に関して網羅的な発現パターン解析を行った。その結果、①発現する OR
の種類ごとに軸索選別分子の発現量は多様であること、②Sema7A と PCDH10 は類似した発
現パターンを示すものの、Kirrel2との発現パターンの相関は観察されなかったことを明らかに
した。またこれらの発現データに関して多変量解析を実施して、嗅細胞の神経活動の主要なジ
ェネレーターである cyclic nucleotide-gated (CNG) channel由来の活動がこれらの多様な発現パタ
ーンを作り出していることを明らかにした (Ihara N., et al., Eur J Neurosci, 2016)。 

(ii−1) 嗅細胞における神経活動パターンの記録 
まず、発達期にある嗅細胞の自発的な神経活動の記録を行なったところ、嗅細胞の自発的な
神経活動は非同期的であり、かつ細胞ごとに多様なパターンを示した。さらに、特定の ORを
発現する嗅細胞に着目し神経活動のパターンを解析したところ、異なる ORを発現する嗅細胞
は異なる神経活動のパターンを示すことを突き止めた。 
また、軸索選別分子の発現レベルの違いに着目して神経活動パターンを比較したところ、

Kirrel2の高い嗅細胞では短いバースト状の神経活動を示す一過的なカルシウム濃度レベルの
上昇が見られた。一方、Sema7Aおよび PCDH10の高い嗅細胞では異なる神経活動パターン
（長期的バースト発火）が観察されたことから、神経活動パターンと各軸索選別分子の発現パタ
ーンには対応関係があることが示唆された。 

(ii−2) 光遺伝学による神経活動パターン操作 
上記の実験で見られた特徴的な神経活動パターン
と軸索選別分子の発現の因果関係を検証するため、
嗅細胞特異的に ChR2を発現する遺伝子改変動物を
作製し、青色光の照射パターンを変化させることで
様々な神経活動パターンを人為的に誘導できる系を
確立した。 
この遺伝子改変マウスを用い、一過的なカルシウム
濃度上昇を引き起こす様々な発火パターンが軸索選
別分子の発現へ与える影響を調べた結果、 

①. 数秒単位の繰り返しの短期バースト状発火は
Kirrel2の発現のみを特異的に誘導すること 

②. 数十秒から数分単位の長期バースト状発火は
Sema7A、PCDH10の発現を特異的に上昇させること 

を明らかにした。Sema7Aと PCDH10が同じ発火
パターンで制御されていること、また Kirrel2と
Sema7A/PCDH10の発現が別の発火パターンで独
立に制御されていることは、修士課程時の解析で得
られた発現プロファイルのデータと整合性があるこ
とから、この神経活動操作によって得られた知見は
生理学的な条件を模倣していることが示唆される。 

以上の結果を踏まえると、発現する ORの種類という
情報は経時的な神経活動パターンとして変換され、OR の種類に固有な量比からなる軸索選別分子
の分子コードを作り出すものと考えられる（図 2）。これは、神経細胞間の同期的活動を前提とす
る既存のヘブ則とは全く異なるものであり、本研究は新規の神経活動依存的な回路構築モデル
としての論文を投稿した (Nakashima A., et al., Science., in press)。近年、Sema7Aシグナル
は嗅球におけるシナプス形成に寄与することが報告されている (Inoue N., et al., Nat Commun., 

 

図 2. 神経活動依存的な嗅覚回路構築 

嗅覚受容体(OR)は、自発的な活動の
パターンを介して軸索選別分子の発現
量を調節する。このOR の種類に固有
な分子発現によって嗅覚回路が形成さ
れる。 



2018)。このことからも、今回得られた軸索選別分子の神経活動依存的な発現制御メカニズムは、
嗅球における一次神経細胞と二次神経細胞のシナプス形成特異性に迫る重要な知見である。 
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