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研究成果の概要（和文）：生後発達初期の神経回路には成熟動物には見られない過剰なシナプス結合が存在して
いる。生後発達の過程において、必要なシナプスの安定化と不必要なシナプスの除去のプロセスを経ることによ
り、機能的な神経回路が形成されると考えられている。本研究では、小脳登上線維－プルキンエ細胞シナプスを
モデル実験系として用い、このプロセスに関わるメカニズムの研究を行った。その結果、ミクログリアの関与を
明らかにした。また、幼若期の自律的および感覚入力依存的な神経活動の発生に関わる分子的・神経回路的な基
盤を明らかにすることを得た。

研究成果の概要（英文）：Neural circuits in neonatal animals involve redundant synapses that are not 
observed in the adult brain. During the postnatal period, less important synapses are eliminated 
while functionally important ones are strengthened. This process is thought to be prerequisite for 
construction of functional neuronal circuits. In the present study, I examined mechanisms that 
regulate the postnatal circuit refinement using cerebellar climbing fiber to Purkinje cells synapses
 as a model system.

研究分野： 神経生理学

キーワード： シナプス刈り込み　登上線維　プルキンエ細胞　下オリーブ核

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生まれた後の生育期における正常な神経回路の成熟には、遺伝子による制御とともに適切な生育環境に暴露され
ることが必要である。正常な神経回路成熟の阻害は、発達障害等の発症の要因となるとされている。本研究は、
幼若期の神経回路が正常に成熟するために働くメカニズムの一端を明らかにするとともに、将来的に発達障害発
症機序の解明や治療法の開発などにも貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生まれたばかりの動物の感覚器能や運動機能は未成熟であり、生後発達の過程で徐々に獲得

されていくことが知られている。このプロセスと並行して、神経回路において大規模な神経回路
の再編成が起こる。生後発達初期の神経回路には成熟動物には見られない過剰なシナプス結合
が存在している。生後発達期において、必要なシナプスの安定化と不必要なシナプスの除去のプ
ロセスを経ることにより、機能的な神経回路が形成されると考えられている。 
神経回路の成熟過程に「神経活動」が必須であることは多くの実験系で示されている。多くの

場合、神経活動の重要性として議論されるのはシナプス前終末と後細胞の同期がシナプス可塑
性を誘導し、最終的に神経回路の強化・弱化につながるという仮説である。しかし、現在におい
てもこの説は仮説の域を出ず、神経活動が具体的に神経回路再編成のなにを制御しているかに
ついてはあまりよく分かっていない。またもう一つ考慮すべき点は、神経活動パターンは生後の
発達プロセスで徐々に変化するであろうということである。シナプス前終末を作る起始細胞周
辺の神経回路においても新たなシナプスの形成や自発活動の変化などが起こり、活動パターン
が変化するはずである。もし神経活動が神経回路の再編成を制御しているのであれば、その制御
の機序も発達に伴い変化する可能性も考えられる。これらの問題点は、神経回路の生後発達期神
経回路の再編成の神経活動依存性を理解するためには、ある local なシナプス部位だけに注目し
ているだけでは不十分で、そのシナプスの起始細胞を含めた神経回路とそこで生ずる神経活動
パターンの生後発達変化を全体的に解析する必要がある。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、下オリーブ核から登上線維を介して小脳プルキンエ細胞に入力する興奮性シナ

プスの生後発達過程をモデル実験系とし、幼弱期下オリーブ核で発生する自発的および感覚由
来の神経活動が登上線維シナプスの成熟に与える影響を明らかにすることを目的として実験を
行った。シナプス成熟動物の小脳プルキンエ細胞は 1 本の登上線維により単一支配されている
が、生後すぐでは複数の登上線維により多重支配を受けている。マウスでは生後 3 週の間に過剰
な登上線維が刈り込まれ、単一支配に移行することが知られている。この過程における神経活動
の意義を明らかにするため、以下の点に注目して解析を行った。 
（1）刈り込みに関わる分子・細胞レベルの機序の解明 
（2）下オリーブ核ニューロンの自発活動発生機序の解明 
（3）感覚入力由来の下オリーブ核ニューロン神経活動の発生機序の解明 

 
 
３．研究の方法 
（1）急性スライスの電気生理学的解析： マイクロスライサーを用いて、マウスの小脳及び延
髄から急性スライスを作製する。スライス上のプルキンエ細胞や下オリーブ核ニューロンから
ガラス電極を用いてホールセル記録を行う。登上線維の電気刺激により誘発されるシナプス応
答を解析することにより、入力線維の本数や、性質の生後発達変化を知ることができる。これに
より、登上線維の刈り込みに関わるメカニズムの解明を行った。また、下オリーブ核ははっきり
したサイン波状の閾値下膜電位オシレーションを示すことが知られており、自発活動の発生に
関与する可能性があるため発生機序の解析を行った。 
 
（2）In vivo のユニット記録： 幼若動物にイソフルランでガス麻酔を施し、脳定位固定装置に
固定する。脳を露出させ、マニピュレーターを用いて記録用電極を微動操作し、神経細胞からガ
ラス電極を用いて細胞外ユニット記録を行う。幼弱期下オリーブ核ニューロンの神経活動の発
生要因の一つである体性感覚由来の信号が伝達される経路を同定する解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（1）小脳神経回路の再編成におけるミクログリアの機能的意義 
脳内ミクログリアは貪食能を持つため、登上線維の貪食により過剰なシナプスの刈り込みに

関与する可能性が考えられる。登上線維の刈り込み過程におけるミクログリアの機能的意義に
ついて解析するため、ミクログリアを薬理学的に欠損させる実験を行った。貪食能を持つ細胞を
除去するクロドロン酸を投与し、局所的にミクログリアを欠損させたところ、登上線維の刈り込
みが障害されることが分かった。また、遺伝子工学的手法により、よりミクログリア特異的な実
験操作を行った。ミクログリアが脳内に分布するために必須とされる Csf1r の floxed マウスを、
ミクログリアで Cre を発現する Iba1-Cre マウスと掛け合わせてミクログリア特異的に Csf1r が欠
損したマウスを作成した。このマウスにおいては、生後 3 週目までの小脳内ミクログリア密度が
大幅に低下しており、生後 10 日以降に起こる登上線維の刈り込みも障害されていた。これらの



解析から、生後 10 日以降に起こる登上線
維の刈り込みにミクログリアが必須であ
ることが分かった。 
次に、ミクログリア依存的な登上線維

刈り込みの機序について解析した。ミク
ログリアの貪食の関与について解析する
ため、登上線維とミクログリアを共染色
する実験を行った。もし登上線維がミク
ログリアに貪食されていれば、ミクログ
リア内に登上線維の断片が観察されるは
ずであるが、発達期小脳では登上線維の
貪食を示唆する所見はほとんど見られな
かった。一方、Csf1r-cKO マウスでは機能的な抑制性シナプスの形成が低下していた。抑制性シ
ナプスの機能不全は登上線維の刈り込みを障害することが報告されているため、GABAA 受容体
を活性化するジアゼパムを投与して抑制性シナプス伝達を補償したところ、登上線維の刈り込
みが改善することが分かった。これらの結果は、ミクログリアが抑制性シナプスの形成を促進す
ることを通じて登上線維の刈り込みに影響を与えることを示唆する（図 1）。 
これらの成果を Nature Communications（2018, 9:2830. doi: 10.1038/s41467-018-05100-z.）に論文

発表した。 
 
（2）下オリーブ核－登上線維シナプスへの感覚入力の伝達経路の解明 
幼若期の神経活動は、自発活動によるものと体性感覚な

どからのシナプス入力に依存するものが想定される。下オ
リーブ核ニューロンを賦活化する感覚入力の伝達経路の
同定と、感覚入力の成熟過程を解析することは、幼若期の
感覚依存的な神経活動の実態を明らかにするために不可
欠である。感覚入力の伝達経路を明らかにするため、マウ
ス口辺ヒゲ領域から下オリーブ核－プルキンエ細胞に至
る信号伝達経路の解析を行った。伝達経路の候補となる神
経核にGABAA受容体のアゴニストであるmuscimol を局所
投与し、ヒゲ領域の刺激により誘発される complex spike（登
上線維－プルキンエ細胞シナプスの活動を反映する）が阻
害されるかどうかを確認する実験を行った。その結果、顔
面の触覚信号は area parafascicularis prerubralis（PfPr）と名
づけられている、視床から中脳領域にわたる比較的広い領
域で中継され、最終的に下オリーブ核を経てプルキンエ細
胞に伝達されることが分かった（図 2）。神経軸索を染色す
る実験から、口辺の感覚信号が最初に入力する三叉神経から PfPr に直接の投射があることも確
認された。 
一方、感覚情報は大脳皮質に伝達されるため、大脳皮質も信号伝達を中継する部位である可能

性が考えられたが、ArchT を用いたオプトジェネティクスと muscimol による局所脳領域抑制実
験から、直接の信号伝達経路には含まれないことが分かった。 
これらの結果は、口辺ヒゲ領域→三叉神経核→PfPr→下オリーブ核→プルキンエ細胞に至る感

覚情報の信号伝達経路が存在することを示唆する。本研究では下オリーブ核（登上線維）→プル
キンエ細胞の刈り込みを研究対象としているが、上記信号伝達経路全体で生後発達期神経回路
の再編成が起こる可能性があり、現在は口辺ヒゲ領域からの信号伝達経路の生後発達変化を解
析中である。 
これらの成果を Journal of Physiology（2018, 596, 3775-3791. doi: 10.1113/JP275836.）に論文発表

した。 
 
（3）下オリーブ核ニューロンの閾値下膜電位オシレーシ
ョンに関わる分子メカニズムの解明 
下オリーブ核ニューロンは非常にはっきりしたサイン

波状の閾値下膜電位オシレーションを示すことで知られ
ている。閾値下膜電位オシレーションによる下オリーブ
核の自発活動がシナプス刈り込みに与える影響を解析す
るためには、閾値下膜電位オシレーションを遺伝子工学
的な手法を用いて制御するための実験系を確立する必要
がある。このため、まず閾値下膜電位オシレーションの発
生に関わる分子メカニズムの解析を行った。Kv11 チャネ
ルのうち下オリーブ核に発現が認められる Kv11.1 および
Kv11.3 を HEK293 細胞に強制発現させ、膜電位オシレーションとその発生基盤となる resonance
特性を解析した。正常な HEK293 細胞では resonance 特性と周期的な膜電位振動はまったく観察

図 1 

図 2 

図 3 



されなかったが、Kv11 チャネルのサブタイプの一つを発現させるだけで、HEK293 細胞に周期
的な膜電位オシレーションと resonance 特性が誘導されることがわかった。また、Kv11 チャネル
のサブタイプ依存的に異なる周期で振動することが分かった。具体的には、Kv11.1 の全長を発
現させたHEK293細胞の周波数は最も遅く（0.8Hz）、Kv11.3を発現させた細胞では最も早い（3Hz）
振動が観察された。最後に Kv11 チャネルが下オリーブ核ニューロン内でも働いていることを確
認するため、下オリーブ核ニューロンに発現する Kv11.3 のノックアウトマウスを解析した。そ
の結果、静止膜電位周辺において resonance 特性の消失と自律的な閾値下膜電位オシレーション
が低下していることを見出した（図 3）。これらの結果は、Kv11 チャネルが、神経細胞内におい
て resonance 特性と閾値下膜電位オシレーションの発現に関わることを示唆する。さらにこの結
果は、Kv11.3 ノックアウトマウスを閾値下膜電位オシレーションが障害されたモデルマウスと
して使用可能であることを示唆しており、今後登上線維の刈り込みに与える影響を解析する予
定である。 
これらの成果を、Journal of Physiology（2020、599:547-569. doi: 10.1113/JP280342.）に論文発表

した。 
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