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研究成果の概要（和文）：皮質-運動ニューロン直接結合の結合頻度と結合強度の継時変化をまとめると、生後
１Wまでに形成された直接結合は、２Wでプラトーに達しシナプス除去が始まり、３W以降には消失する事がわか
り、この結果を英文誌に投稿した（Neuroscience, 2021)。
このシナプス除去過程は、paired pulse ratioが変化した事からpreに変化が生じているが、miniture EPSCの振
幅には変化が見られずpostの関与は見られなかった。また、GluN2Bを運動ニューロンから選択的にノックアウト
すると、シナプス除去が部分的に阻害され、本シナプス除去過程にはGluN2Bが関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The developmental time course of the positive ratio and the synaptic 
strength of cortico-motoneuronal direct connections showed that the direct connections were formed 
by 1W after birth, reached a plateau at 2W, and then the elimination began  and disappeared after 
3W. The results were submitted to an English journal (Neuroscience, 2021).
This process of synapse removal was accompanied by the change in the pre-synaptic state due to a 
change in the paired pulse ratio, but there was no change in the amplitude of the miniture EPSCs, 
indicating that the post-synaptic state was not involved in the process. Selective knockout of 
GluN2B from motoneurons partially inhibited synaptic removal, suggesting that GluN2B is involved in 
this synaptic removal process.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
組織の低酸素化を最大限遅らせ、迅速に脊髄を取り出す独自の手法にて頸髄急性スライスを作成することで、世
界的にも困難とされてきた生後３週以降の脊髄運動ニューロンからのホールセル記録を可能にしたことは、運動
ニューロンの研究に大きく貢献できるものと考える。また、皮質脊髄路シナプス除去過程ではpresynapseに変化
が生じているもpostの関与は明らかでなく、NMDA受容体サブユニットの１つであるGluN2Bを運動ニューロンから
選択的にノックアウトすると、シナプス除去が部分的に阻害された事から、本過程にはGluN2Bが関与しており、
遺伝的要因に加え、活動依存的な影響も受けていることが示唆された。

※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 

大脳皮質運動野から脊髄運動ニューロンへの直接結合は高等霊長類にのみ存在すると考えら

れ、上肢の巧緻運動に関与していると示唆されてきた。近年、我々の研究室が、従来直接結合

は無いと考えられていた齧歯類にもその幼若期には皮質脊髄路軸索と前腕筋支配の運動ニュー

ロンとの間に直接結合が存在することを証明したのをかわきりに 1)2)、その直接結合は発達に伴

い消失する等の報告が相次ぎ、注目を集めている 3)。 
 脊髄運動ニューロンは筋肉の運動を制御している細胞群であり、比較的古くからその特徴的

な形により同定されているが、低酸素状態に弱い上に大型で樹状突起が長いためにスライス作

成時に傷害を受けやすく、生後２週以降のホールセル記録による電気生理学的研究は世界的に

見てもほとんどなされていない。そのような実験上の難しさから、上記直接結合の存在する正

確な期間を決定するには至っておらず、また直接結合に関与する分子メカニズムなど未だ解明

すべき不明な点が多く残されている。一方、中枢神経系の様々な系における発達過程のシナプ

ス除去メカニズムとして、活動依存的因子と遺伝学的に規定された原因分子の両者が注目され

るようになり、それらの分子探索が世界的に進められている。本系においても、大脳皮質感覚

運動野と頸髄のスライスを共培養する独自の in vitro 皮質脊髄投射モデルを用いた当研究室の研

究により、皮質脊髄路シナプスの少なくとも一部はシナプス後細胞の GluN2B (NMDA 受容体

サブタイプ)依存的なシナプス除去を示すという結果を得ていることや 4)5)6)、一過性皮質脊髄直

接結合のシナプス除去に対する Sema6D-PlexA1 の関与が形態学的に示されていることから 3)、

シナプス除去過程における活動依存的または遺伝的分子メカニズムの関与の検討も重要な課題

である。この度我々は、組織の低酸素化を最大限遅らせ、迅速に脊髄を取り出す独自の手法に

て頸髄急性スライスを作成することで、生後３週以降の脊髄運動ニューロンからのホールセル

記録を可能にしたことにより、大脳皮質錐体細胞と頸髄運動ニューロン間の直接結合の有無を

シナプス形成時から継時的に確認できるのみならず、シナプスが一旦形成され除去にいたる過

程のシナプス活動の変化を詳細に観察することが可能になった。 
 
２．研究の目的 
我々の研究室では、齧歯類にもその幼若期には大脳皮質と運動ニューロンとの間に直接結合

が存在することを電気生理学的に示したが 1)、その直接結合が発達に伴いどの時期に消失する

のか、またどのようなメカニズムに基づいてシナプス除去が生じるのかなど未だ解明すべき不

明な点が多く残されている。 

 この度我々は今まで困難とされてきた成体マウスでの脊髄運動ニューロンからのホールセル

記録に成功し、直接結合が消失する過程に生じるシナプスの機能変化を詳細に評価することが

可能になった。これによりシナプス除去の継時的変化のみならず、シナプス除去への関与が示

唆される GluN2B を運動ニューロン選択的にノックアウトした際の除去過程への影響も解析が

可能になった。また、遺伝的分子メカニズムを念頭に Sema6D をノックアウトした場合の影響

も観察可能であり、皮質運動ニューロン直接結合の除去メカニズムの詳細を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
まず始めに、幼若期に見られる皮質-運動ニューロン直接結合に関して、前腕筋支配運動ニュー

ロン以外の運動ニューロンにも皮質からの直接結合があるのか、その場合直接結合を受ける脊

髄運動ニューロンの間で支配筋により入力頻度に差があるのかどうかを確認する。そのため、



 

 

前腕筋(遠位筋)以外の手内筋、上腕筋(近位筋)、胸筋、傍脊柱筋(体幹筋)各々に CTB-Alexa488

を筋注し、CTB(+)細胞より皮質-運動ニューロン EPSC を記録して、その結合頻度を比較した。 

その上で、前腕筋支配運動ニューロンに注目し、野生型マウスの前腕筋支配運動ニューロン

より皮質脊髄路軸索-運動ニューロン EPSC

を継時的に記録することで、大脳皮質から

運動ニューロンへの直接結合が生後何日齢

から出現し何日齢で消失するのかを決定し

た。刺激は光遺伝学的刺激と電気刺激の両

者で行い、光刺激の場合、生後 0日齢(P0)

の左大脳皮質に AAV-ChR2-EYFP を、P7 の

右前腕筋に CTB-Alexa488 を注入し、P14 以

降の頸髄スライスで CTB(+)細胞より EPSC

を、電気刺激の場合は、筋注をおこなった

48 時間以降に CTB(+)細胞より EPSC を記録した。 

次に、本シナプス除去過程に活動依存的あるいは遺伝的分子メカニズムが関与している可能

性を考え、まずは Grin2B-flox マウス（崎村建司教授 (新潟大学)より分与）の前腕筋に AAV-

CRE-RFP を筋注し前腕筋支配運動ニューロンに CRE を発現させる事で RFP(+)運動ニューロン

選択的に２B をノックアウトし、シナプス除去にどう影響するのかを観察した。また、Sema6D

ノックアウトマウス（熊ノ郷淳教授 (大阪大学)より分与）を用いて同様にシナプス除去に対す

る影響を観察した。そして最後に、paired pulse 刺激実験とストロンチウムを用いた quantal 

study を組み合わせて観察することにより、本系におけるシナプス除去過程に対する pre と

postsynaptic site の関与を確認した。 
 
４．研究成果 
本研究では、独自の急性スライス作製

法にて、生後７週の脊髄スライスでも運

動ニューロンからのホールセル記録を可

能にし、シナプス反応（右図左）と、自

発的な活動電位（右図右）を記録し得た。 

成体マウスでの脊髄ホールセル記録トライ

アル中に、前腕筋支配運動ニューロン以外の

運動ニューロンへの皮質からの直接結合の有

無を観察した結果、手内筋、上腕筋、胸筋支

配の運動ニューロンにも皮質からの直接結合

が存在することを確認した。また、それらの

結合頻度及び結合強度には、遠位筋優位のグ

ラデーションがあり、これは、高等霊長類で

見られるとされているグラデーションと類似

するものであった。 



 

 

電気刺激及び光遺伝学的刺激による皮質-運動ニューロン直接結合の結合頻度（陽性率）と、

電気刺激による結合強度（振幅）の継時変化をグラフにまとめたところ、生後１週齢にかけて

形成された直接結合は、生後２週齢にかけてプラトーに達し、以降シナプス除去が始まり、生

後３週齢以降には消失することがわかり、英文誌に投稿した（Neuroscience 478: 89-99, 2021)。 

このシナプス除去過程をpaired pulse 刺激実験とストロンチウムを用いたquantal studyを組み

合わせて観察したところ、paired pulse 刺激による二発目の振幅の一発目の振幅に対する減少率

が変化していったことからpresynapseに変化が生じていることが示唆されたが、miniture EPSCの

振幅には変化が見られずpostの関与はとらえられなかった。 

また、 NMDA受容体サブユニットの１

つであるGluN2Bを運動ニューロンから選

択的にノックアウトすると、皮質脊髄路-

運動ニューロン直接結合のシナプス除去

が部分的に阻害されたことから、本シナ

プス除去過程にはGluN2Bが関与してお

り、遺伝的要因に加え、活動依存的な影

響も受けていることが示唆された。 
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