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研究成果の概要： 
下オリーブ核から小脳への投射様式や平行線維の発達過程を蛍光トレーサーや免疫組織化学法

を用いて調べた結果、P5〜P7 の生後 1週の小脳において LTD が発現する場所には苔状線維から

入力を受けた平行線維と下オリーブ核の両方から入力を受けているプルキンエ細胞が存在し、

機能的神経回路を作り始めていることが分かった。また、呼吸性活動をトリガーとして光学的

測定法を行なった結果より、同じ呼吸相の活動が登上線維からと平行線維から小脳へ向かって

いることが示唆された。これは、呼吸性活動が小脳神経回路の発達・形成に関与する可能性を

示唆する。呼吸性活動は、発達初期に、小脳神経回路の活動依存的シナプス形成に深く関わっ

ていると考えられた。 
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１． 研究開始当初の背景 
 小脳の運動制御に関する研究は、in vivo
実験によりネットワークレベルでの解析が
行われている。また、シナプスの可塑性
（Long-term depression： LTD）について
は、スライス標本、培養細胞の研究により大
きく進んでいる。しかし、発達期の小脳にお
いて、どのように機能が発現してくるのか、
それを評価するような実験系はまだない。申
請者は、発達期において小脳機能をつかさど

るネットワークが、どのように構築され、機
能発現するのかという問題は、摘出小脳－橋
－延髄標本を用いることによって解明でき
ると考えている。成熟した小脳はどこも同じ
構造をしているが、発達期においては、すべ
ての部分において一様な構造をしているの
かどうかは疑問である。比較的早い時期に機
能を獲得しなくてはならない部分が早く発
達すると考えられる。この摘出小脳－橋－延
髄標本は、解析方法も電気生理学的手法と光
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学的測定法の両方からのアプローチが可能
であるため、機能的神経回路がいかに構築さ
れるかを細胞レベルから時間的・空間的なネ
ットワークレベルへとつなぐことができる。
本研究は、小脳の機能分化、発達という分野
に大きく貢献できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 小脳のネットワークの発達において、脳全
体を捉えながら、なおかつ下オリーブ核から
の投射が発達過程において、どのように小脳
の各部分に入力しているのかを観察した研
究はない。一方、自律機能の１つである呼吸
のネットワークは生前から準備され、生後は
外環境に慣れすぐに安定した呼吸リズムを
作り出している。呼吸の onset にトリガーを
かけて光学的測定法を用いて 30－50 回平均
加算することにより、脳全体の呼吸性ニュー
ロンの分布を特定することができる(Fujii, 
Umezawa,  Arata, Eur.  J.  Neurosci., 
2006)。この方法を用いて下オリーブ核のニ
ューロンが発達初期において、小脳にどのよ
うに分布しているのかどうか明らかにし、小
脳神経回路形成にどのような関与があるの
か探る。 
 
３．研究の方法 
 発達初期の小脳神経回路の成り立ちを解
析するために、小脳だけでなく橋や延髄も含
んだ摘出小脳－橋－延髄標本を開発した。こ
の標本を作製し電位感受性色素に浸潤させ、
その後取り出して記録用チェンバーに移し、
呼吸の onsetにトリガーをかけて光学的測定
法を用いて 30－50 回平均加算することによ
り、脳全体の呼吸性ニューロンの分布が時
間・空間的に見ることができる。この方法を
用いて小脳における呼吸性活動を観察する。 
 また、蛍光色素トレーサーを登上線維の起
始核である下オリーブ核や迷走神経根に注
入し、小脳に見える呼吸性活動が下オリーブ
核を経由した登上線維から来ているものか、
苔状線維－平行線維から来ているものか、そ
れら両方から受けているものなのかを区別
し、発達の変化と呼吸性活動の出現部位の変
化の相関関係を調べる。 
 
４．研究成果 
 小脳-橋-延髄標本(小脳ブロック標本：図
１)に電位感受性色素を浸潤させて光学的測
定法を行った。 
 比較的発達が早いとされる片葉・傍片葉に
ついて検討した。片葉・傍片葉へ投射する下
オリーブと、それに交わる平行線維の組み合
わせ刺激では、両方の刺激が重なり合ってい
るところの小脳の側端部では、光学反応が長
時間抑圧(LTD)され、両方の刺激が重なり合
っていないところでは、反応は抑制されない 

      図 1 摘出脳ブロック標本 

 
ことも確認できた。さらに下オリーブ核から
小脳へ投射様式や平行線維の発達過程を蛍
光トレーサーや免疫組織化学法を用いて調
べた。その結果、片葉・傍片葉部では、下オ
リーブ核から小脳への投射は P5-P7において
多重支配から単一支配へ移行している状態
であった。平行線維に関しては、P5 でプルキ
ンエ細胞とシナプスを作り始め、顆粒細胞は
内顆粒層へ移動し始めていた。P7-P8 では、
プルキンエ細胞の樹状突起が伸びて平行線
維と多くのシナプスを作っており、顆粒細胞
は苔状線維とシナプスを形成し始めている
ことが分かった。P5-P7 の生後 1週の小脳に
おいて LTDが発現する場所には苔状線維から
入力を受けた平行線維と下オリーブ核の両
方から入力を受けているプルキンエ細胞が
存在し、機能的神経回路の存在を示唆する。 
 

  図２ 片葉・傍片葉における平行線維の発達 

 
 一方、小脳の機能発達において、自律神経
系の 1つである呼吸に注目した。発達初期か
らリズムを作り、規則的に発火相を作る呼吸
性活動は、発達過程において、小脳神経回路
形成に関わるのではないかと考えたからで
ある。小脳ブロック標本で呼吸性活動をモニ
ターしながら光学的サイクルトリガーヒス
トグラム法により 30－50回加算平均すると、
呼吸性ニューロンの光学シグナルによるニ
ューロンマッピングが出来る。すなわち、呼
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吸性活動が時間的・空間的に見えてくるので
ある。そうすると、延髄の呼吸関連の場所だ
けでなく、小脳の外側部や虫部にシグナルが
捕らえられた。それも、発達初期においては、
登上線維の走行の仕方に良く似たコンパー
トメント状に呼吸性ニューロン活動が観察
された。 
 

  図３ 光学的測定法による呼吸性活動の分布 
 
 また、その呼吸性活動は下オリーブ核、傍
結合腕核（Nucleus Parabrachialis）に存在
し、パッチクランプ法を用いた結果より、
Post-Inspiratory neuron が記録された。そ
れと同様の Post-Inspiratory 活動が小脳に
も観察された。これらの結果より、同相の活
動が登上線維からと平行線維から小脳へ向
かっていることになる。これは、呼吸性活動
が小脳神経回路の発達・形成に関与する可能
性を示唆する。呼吸性活動は、発達初期に、
小脳神経回路の活動依存的シナプス形成に
深く関わっていると考えられた。 
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