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研究成果の概要（和文）：海馬と新皮質の主なGABAニューロンであるパルブアルブミン(PV)陽性ニューロンが、
錐体細胞とは異なり無秩序的な構成原理に基づく分布を示している可能性を免疫組織化学により追究した。マウ
ス海馬CA1領域のPVニューロンは上昇層／白質の境界部で平面的に分布し、その分布様式の数学的解析はランダ
ムパターンを示した。歯状回PVニューロンも顆粒細胞層とhilusの境界部の平面内でランダムに分布していた。
PVニューロンの樹状突起はこれら２領域の平面内に大きく広がり、ギャップ結合により網状に連結していた。以
上の構造は記憶形成回路におけるflexibleな制御に適している。新皮質でも部位特異的な分布を示した。

研究成果の概要（英文）：Distribution pattern of parvalbumin (PV)-positive neurons that are major 
GABAergic interneurons in the hippocampus and neocortex was explored using immunohistochemical 
method and mathematical analysis. PV neurons in the CA1 region of the hippocampus were distributed 
in both the stratum pyramidale and a thin lamina at the border between the stratum oriens and 
alveus. Somata of the latter population showed a random pattern with their dendrites extending in 
the same lamina and forming gap junction-coupled plexus. PV neurons in the dentate gyrus were also 
distributed in a thin lamina between the granule cell layer and hilus, showed a random pattern, and 
formed gap junction-coupled dendritic nets in the lamina. These structures are thought to facilitate
 flexible regulation of neuronal activities involved in memory formation.

研究分野： 神経解剖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの神経科学は、脳における情報処理過程の解明において、その緻密な秩序的構成に注目して解析が行わ
れてきた。しかしながら、情報処理を担うニューロン群と並立する制御システムニューロン（GABA作動性インタ
ーニューロン）の解剖学的構造は、むしろ無秩序性に基づいた構成原理を示唆している。本研究は、このことを
マウスの海馬において明らかにし、記憶形成回路に革新的見方をもたらした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 脳の組織構造や線維連絡には非常に秩序だった構成がある。それは脳の各領域の特徴を決め

る本質的要素として、脳内のいたるところに見ることができる。しかし過去１５年間、私が追

究してきた構造を顕微鏡下に見ていると、脳内にはもうひとつの構成原理があり、ランダム性

をむしろ最大の特徴として脳の機能、特にその柔軟性を別の面から支えているものがあるにち

がいないという思いに至った。それが、抑制性介在ニューロンのみが作る、gap junction を介

して直結する樹状突起の網のような広がり、dendritic reticulum である。新皮質では興奮性

主ニューロン（錐体細胞）が縦に配列しカラムを作っているが、私は大脳皮質の代表的抑制性

介在ニューロンである parvalbumin (PV)陽性 GABA ニューロンの樹状突起が、カラムとは無関

係に各方向に広がり、かつそれが gap junction を介して横方向に電気的に直結する網を作って

いることを見いだした(Fukuda et al., J Neurosci 26:3434-3443, 2006)。しかもこのニュー

ロンの分布パターンは数学的にランダムであった。即ち情報処理の担い手である主ニューロン

は秩序的構成をとるのに対して、制御系である抑制ニューロンはカラム横断的、連続的、かつ

ランダムさを特徴としている。それは秩序に伴うステレオタイプや硬直性のアンチテーゼとし

て、脳の活動の柔軟性を支えている可能性がある。本研究では、このような秩序的構成と無秩

序的構成の並立が脳の原理的構成である可能性を追究する。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、秩序的構成と無秩序的構成が並立する構成要素として存在している可能性を、

それまで研究を進めて来た視覚野 2/3 層以外の場所で幅広く検証することを目的とした。具体

的な課題は以下の通りである。(1)記憶形成の初期過程を担う海馬において、PVニューロンが

数学的にランダムな分布パターンをとっているのか？ (2) gap junction により広く連結する

樹状突起網が確かにそこに存在するのか？横方向へいかなる網を作っているのか？ (3) 視覚

野で視床からの入力を最初に受ける４層ではギャップ結合ネットワークはどのような形態学的

特徴を持つのか？ (4) 一次体性感覚皮質バレル野４層におけるギャップ結合ネットワークの

特徴は視覚野４層と同じか？ 以上の課題を形態学的に明らかにした。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス(C57BL/6J)を深麻酔下に心臓からアルデヒド混合液で灌流固定した。海馬の CA1

錐体細胞層は３次元的にはシート状に広がっている。それに平行な連続切片（接線方向切片）

を振動刃ミクロトームで作成し、PV に対する免疫組織化学染色を行った。海馬の PV ニューロ

ンは、よく知られた錐体細胞層に存在するもの(type1)に加えて、別の集団(type2)が、上昇層

と白質（海馬白板）との間に存在していることを、以前に明らかにした(Fukuda and Kosaka, 

2000)。両者とも、錐体細胞同様に二次元的な分布をしているため、その分布パターンの秩序性

を数学的に解析した。 

 そのために、共焦点レーザー顕微鏡(CLSM)によりこの２つの集団の画像を取得し、画像解析

ソフト Neurolucida を用いて、細胞体が位置する空間座標を記録した。次にそれぞれの平面内

に散在する細胞体の分布パターンを、記録した細胞体の位置座標をもとに Nearest neighbor 

distance 解析により判別した。ランダムパターンを帰無仮説として、99回のモンテカルロテ

ストを実施し、5%の有意水準で帰無仮説の棄却の有無を判定した。帰無仮説が棄却される場合

は、分布パターンは clustered, もしくは regular のどちらかになるので、empirical 

distribution plot のグラフから見分けた。 

 さらに歯状回においても同様の検討を行った。さらに PV ニューロンがギャップ結合による広



く連結する樹状突起ネットワークを形成しているか否かを、Neurolucida によるトレースによ

り検討した。標本は、PVと connexin 36 の二重蛍光免疫染色を行なったものを使用した。また

樹状突起ネットワークへの入力を明らかにするために、各種の軸索終末マーカーを用いて多重

免疫染色を行なった。 

（２）視覚野４層のギャップ結合ネットワークの３次元的形態を明らかにするために、ネコの

初期視覚野 (area 18)を PV と connexin 36 に対する抗体で二重染色し、CLSM による画像取得

後、Neurolucida を用いて解析した。  

（３）マウスの体性感覚バレル野４層において、PV, connexin 36, vesicular glutamate 

transporter 2(VGluT2; バレルの描出に利用)それぞれに対する抗体で三重蛍光免疫染色を行

い、Neurolucida を用いて解析した。 

 
４．研究成果 

（１）海馬 CA1 領域における PV 陽性 GABA ニューロンの細胞体の分布パターンを Nearest 

neighbor distance analysis によって調べた結果、錐体細胞層にある type 1 ニューロンでは

clustered パターン、上昇層/海馬白板境界層に存在する type 2 ではランダムパターンであっ

た。一方歯状回においては、PV ニューロンのほとんどが顆粒層基底部と hilus の境界面付近に

分布していたが、この境界平面における二次元的分布パターンの解析はランダム配列を示した。 

 これらの結果の意義を考えるために、各ニューロンタイプの樹状突起の形態と、ギャップ結

合による連結の形態学的特徴を検討した。ランダムパターンを示した CA1 type 2 ニューロンは、

樹状突起を上昇層/海馬白板境界層内で横方向に広く伸ばし、ギャップ結合により他の PV ニュ

ーロンの樹状突起と連結して、密な樹状突起ネットワークを形成していた。これと同様の水平

方向樹状突起ネットワークが、歯状回顆粒細胞/hilus 境界面にも存在し、ギャップ結合により

密な連結を形成していた。さらにこれら２つの樹状突起ネットワークは、受け取る主な興奮性

入力のあり方においても共通性が認められた。すなわち、CA1 type 2 PV ニューロンは錐体細

胞の軸索が通過する場所に樹状突起網を作り、顆粒細胞/hilus 境界面の PV ニューロンも顆粒

細胞の軸索が通過する場所に同様の樹状突起網を形成し、どちらの樹状突起も、VGluT1 陽性の

軸索終末を密に受けていた。特に後者では mossy fiber terminal の独特な形態を示す終末が

PV ニューロンの樹状突起をびっしりと取り囲んでいた。 

 これらの構造は、主ニューロンの軸索の反回側枝が、ギャップ結合で連結した PV ニューロン

の樹状突起網に driving input を提供する回路構成を意味する。そしてこの樹状突起網により

連結した細胞体が、ランダムな分布をしているというきわめて特徴的な構成が明らかとなった。

歯状回と海馬 CA1 領域のどちらも、入力側の嗅内野や CA3 領域のニューロン活動を単純に再現

しているわけではなく、それぞれの中で新たな時間的空間的パターンからなる活動電位の集合

を生み出して次の領域にそれを送ると考えられる。この、それぞれの場で新たな神経活動が生

み出される過程には、その出力で駆動される反回抑制制御機構が組み込まれていることになり、

そこでは秩序にしばられない構成原理が新たな活動の発生に寄与していると考えることができ

る。 

 一方 CA1 錐体細胞に存在する type 1 PV ニューロンの樹状突起は、方線層と上昇層において

錐体細胞層に垂直な方向に伸びており、CA3 からの feedforward 入力に相当する VGluT1 陽性の

軸索終末を密に受けていた。またギャップ結合による連結の横方向への連結は、樹状突起の３

次元形態から必然的に限定的なものであり、新皮質のカラムと同様の小集団内部での連結を示

唆する構成であった。しかも細胞体が clustered パターンの分布をとっていたことから、CA3



領域から受ける feedforward 入力による制御過程に関わる CA1 type 1 PV ニューロンは、秩序

的構成をとるという特徴が明らかとなった。 

 本研究を通じて、feedforward 制御を担う介在ニューロンは cluster を形成する秩序的構成

をとり、一方 feedback 制御を担う介在ニューロンは無秩序的構成をとるという原理が見出され

た。これは海馬における記憶形成過程に、全く新しい洞察を加えるものである。以上の内容を

日本解剖学会シンポジウムで発表し、現在は論文出版の準備をしている。 

（２）視覚野４層の PV ニューロンは、ギャップ結合による密な連結からなる樹状突起網を３次

元的に形成していた。連結する相手の空間的位置は、水平方向よりも縦方向のものが有意に多

く、カラム内での連結が優勢であることを示唆した。しかし横方向への連結に目を転じると、

連結相手の細胞体と cluster を作っているわけではなく、近距離のものと遠距離のもののどち

ちらとも自由に連結している様子が認められた。feedforward 入力と考えられる VGluT2 陽性の

視床軸索終末が、細胞体や近位樹状突起に密に存在しており、かつ終末のサイズは大型であり、

４層 PVニューロンは強力な feedforward 制御回路に組み込まれていることが示唆された。一方

樹状突起上には密な VGluT1 陽性終末が分布していたので、feedback 回路の構成要素でもある

と考えられる。この二面性は、樹状突起網の３次元形態における縦方向の強い連結と横方向へ

の幅広い連結にも現れていると考えられる。以上の内容を国際雑誌に発表した(Fukuda, 2017)。 

（３）バレル野４層の PVニューロンを、個々のバレルに対する細胞体の位置（バレルの中か外

か）と樹状突起の広がり（バレル境界を貫くか否か）により４タイプに分類することができた。

その中でバレル内に存在する細胞体から伸びる樹状突起がバレル内に限局するものを type 1

と名付けた。この type 1 ニューロンは、１本の洞毛からの情報を受け取るきわめて限定的な入

力構成をとっていると考えられ、実際細胞体や近位樹状突起上に VGluT2 陽性の視床軸索終末が

密に存在していた。しかし驚くべきことに、type 1 どうしは決してギャップ結合を作らず、相

手は必ず別のタイプであった。すなわちバレル野４層は、個々のバレルが１本の洞毛からの情

報を個別に受け取る非常に秩序だった構成を示していると一般的に考えらえているが、秩序的

構成にもっとも忠実であると想定されるtype 1ニューロンが相互のギャップ結合連結を回避し

ているという構造が見出された。このことは、バレルが洞毛からの情報を単純に中継するので

はなく、バレル野４層内部で、すでに新たな神経活動が生み出されることを意味している。以

上の内容を国際雑誌に発表した(Shigematsu et al., 2019)。 
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