
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 6 月 5 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

大脳皮質の非錐体細胞上の抑制性シナプスと興奮性シナプスの密度を測定した。抑制性終末は、
樹状突起や細胞体のどこにおいても、異なるサブタイプ間でも、シナプス入力密度に差は認め
なかった。興奮性神経終末は、非錐体細胞のサブタイプ間で入力密度に有意に差があった。ま
た、parvalbumin 陽性神経細胞にどのような興奮性入力が分布しているかを計測した。その結果、
視床—皮質終末は、樹状突起にはほとんどシナプスを形成しない一方、皮質由来の終末は頻度高
くコンタクトしている事がわかった。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Understanding the brain’s circuit architecture is critical to elucidating its function. Recently, the 

inhibitory components of cortical circuits have received increased attention.  We have found no 

significant difference of the GABA positive synapse density among different subtype of cortical 

nonpyramidal cells, although excitatory synapse inputs are found to distribute in different density 

among cortical nonpyramidal cell subtypes.   We also found that excitatory thalamo-cortical 

afferent fibers are rarely innervated cortical parvalbumin positive cell dendrites and intra-cortical 

afferent fibers are richly innervated them. 
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１．研究開始当初の背景 

大脳新皮質には、基本的な単位である局所神
経回路が存在し、それらが一団となって動作
する事で高次脳機能が表現される事がこれ

までの研究で明らかとなった。例えば、２種
類のバスケット細胞（palvalbumin 陽性の FS

バスケット細胞と CCK 陽性の大型バスケッ
ト細胞）の機能的な違いをあきらかにした一
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連の研究等（Nature Neurosci, 8: 1319 (2005), 

Nature Neurosci, 9: 807 (2006), Nature Neurosci, 

10: 1128 (2007) ）、有用な研究が近年多く報告
されている。とは言え、その回路がどのよう
な配線構造をとるのか、どのような動作原理
で機能するのか、未だ理解されるには至って
いない。大脳皮質を構成する神経細胞の種類
は 20〜30 種類以上とかなり多く、他の領域
との入出力も豊富である事から、非常に複雑
な神経回路が構築されており、その複雑さ故
に、局所回路の動作原理が解明されるには、
まだ数多くの課題が残されている。それを明
らかにする為の非常に有効な戦略として、信
頼できる実験的な詳細データと単なる数値
計算でない基礎理論の共同戦線が考えられ
る。今後、大脳皮質の局所神経回路の機能的
な構築を明らかにする上での最優先すべき
課題として、大脳皮質を構成する神経細胞の
種類を特定した上で、それらで構成される局
所回路の構築を解剖学的に詳細に研究する
事が考えられる。本研究で得られるこの信頼
できる詳細データが基本となり、回路の機能
構築に関する生理学実験等で得られる実験
データや、理論でのシミュレーション研究を
加えて、近い将来、皮質の局所神経回路の動
作原理を理解する日が来る事は間違いない。
申請者は、これまで 20 年近くの間、皮質の
局所神経回路の分野に多くの寄与をなし、論
文も数多く報告して来た（Cerebral Cortex 

1997, 7: 476, J. Neurosci 2007, 27: 1139-1150

他）。引き続き、皮質の局所回路解明の為に
研究を積み重ね、この分野に貢献をして行き
たい。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、その解析の一貫として、錐体細
胞と非錐体細胞への興奮性シナプス入力と
抑制性シナプス入力の密度分布を、細胞体及
び樹状突起上で解析する。単一神経細胞をス
ライス標本電気生理実験の手法を使って染
色し、Neurolucida で樹状突起の３次元的な広
がりを記録解析した後、電子顕微鏡の連続切
片３次元再構築法を用いて、樹状突起や細胞
体を再構築し、シナプス密度解析を行う。樹
状突起に関しては、細胞体からの距離やその
太さ別に解析する事がこの手法では可能で
ある。また、興奮性のシナプス入力に関して
は、２つの大きなソースである皮質錐体細胞
由来の終末と視床—皮質神経終末に区分し
て解析できれば大変面白い結果が得られる。
シナプス小包グルタメートトランスポータ
ーの２つのサブタイプ（VGLUT1、VGLUT2）
が、それぞれ皮質錐体細胞由来の終末と視床
—皮質神経終末に別々に使われている性質
を利用して、免疫電子顕微鏡染色法を駆使し
て解析可能であると考えている。また、抑制

性神経終末に関しては、時間が許せば、非錐
体細胞のどのサブタイプ由来のものが、どの
皮質細胞のどこにシナプス接着しているの
かを解析して行く予定である。 

 

 

３．研究の方法 

皮質の代表的な３種類の非錐体細胞（FS 

basket cell, Martinotti (MA) cell, double bouquet 

(DB) cell, large basket cell）と錐体細胞が、局
所神経回路の配線にどう関わっているか、そ
の詳細を形態的に明らかにし、それらのシナ
プス結合の機能的な意義を検討する。ラット
の大脳皮質の切片を使って、それぞれのサブ
タ イ プ を 免 疫 組 織 化 学 法 で 染 色 し 、
Neurolucida で、細胞体から伸展する樹状突起
を３次元的に計測する。そして、電子顕微鏡
観 察 用 に 連 続 超 薄 切 片 を 作 成 し 、
Postembedding GABA 免疫組織化学法により
その樹状突起や細胞体に入力する GABA 陽
性神経終末と GABA 陰性神経終末を同定し、
３次元再構築し詳細な形態特性を見る。 

実験A）Postembedding GABA 免疫組織化学法
によるシナプス入力の解析 

⑴ 成熟した rat を実験動物に用いた。麻酔の
後、glutalaldehyde、paraformaldehyde 混合固定
液で還流固定し、脳を取り出し、スライサー
で前頭皮質の切片を作成した。 

⑵細胞の同定には、免疫組織化学法で下記の
ようにサブタイプを選択的に染色した。すな
わち、FS basket 細胞や chandelier 細胞のサブ
タイプは parvalbumin 陽性細胞、Martinotti 細
胞は somatostatin もしくは substance P receptor

陽性細胞、double bouquet 細胞や small basket

細胞は calretinin もしくは VIP 陽性細胞、large 

basket 細胞は CCK 陽性細胞であると考えて
も良い。以上の神経細胞のサブタイプを
Nickel – DAB 染色法を用いて、あまり反応が
強くならない程度の薄めに反応する。この調
整により、樹状突起や細胞体の電子密度が上
がらないため、PSD 構造が DAB 反応に隠れ
るという弊害が無いというメリットがある。 

⑶ 染色した各種神経細胞を Neurolucida を使
って、３次元的に再構築した。この作業によ
り、樹状突起の長さや空間的な広がりを測定
する事ができ、電子顕微鏡で観察する部位が、
その細胞のどの部分に相当するのかを知る
事ができる。 

⑷ Neurolucidaを使って３次元的に再構築し
た各種神経細胞を電子顕微鏡下で観察する。
その際、postembedding免疫染色法を使って、
GABA 陽性神経終末とGABA陰性神経終末に
区別して、樹状突起及び細胞体上へのシナプ
ス入力密度を解析する。おそらく、神経細胞
のサブタイプにより、抑制性入力の空間分布
が異なると予想される。例えば、海馬では抑
制細胞からの入力が多いとされている



 

 

calretinin陽性細胞であるが、皮質でも同様な
結果が得られるであろう。細胞体や近位樹状
突起、遠位樹状突起に区別して解析し、各サ
ブタイプ毎の特性を同定したい。また、各種
シナプスの間隔を測定する事で、GABA神経
終末支配がどれくらいの間隔をおいて形成さ
れているのか等の未知の情報を手に入れる事
ができる。 

実験B）レーザーコンフォーカル顕微鏡による
解析 

皮質の興奮性の神経終末に関しては、
intra-cortical afferents と  thalamocortical 

afferentsの２種類が主であると考えられる事
から、どちらの入力をより強く受けているの
かを知る事は、回路構築を明らかにする上で、
非常に大切な事である。これらをVGLUT1, 

VGLUT2 (vesicular glutamate transporter 1, 2) 

の４重蛍光免疫染色法を使ってレーザーコン
フォーカル顕微鏡観察により解析する。
intra-cortical afferents は選択的にVGLUT1を
発現している事、thalamocortical afferentsは選
択的にVGLUT2を発現している事が知られて
いるので、それぞれの興奮性神経終末のマー
カーとして用いる。これに加えて、GABA作
動性神経終末の同定にVGAT抗体を使う。 

⑴ 成熟したratを実験動物に用いる。麻酔の後、
glutalaldehyde、paraformaldehyde混合固定液で
還流固定し、脳を取り出し、スライサーで前
頭皮質の切片を作成する。 

⑵細胞を染めるには、fixed tissue injection法を
用いた。この方法を使えば、棘突起まできれ
いに染め出す事が可能である。これに加えて、
VGLUT1, VGLUT2の合計2種類の抗体を選択
し、ターゲットの樹状突起の染色と合わせて3

重染色をする。第２抗体は、Molecular Probes 

社のAlexa 350, 488, 594, 633を使った。これを、
レーザーコンフォーカル顕微鏡で観察し、各
サブタイプの神経細胞上のどの部分にどの種
類の神経終末が多くついているか、計測した。
神経細胞は樹状突起を含めて立体的に撮影し、
Neurolucidaのコンフォーカルユニットを使い、
３次元的に再構築すれば、神経細胞上での各
種シナプスの空間分布を押さえた上で解析す
る事ができる。 

⑶レーザーコンフォーカル顕微鏡では、コン
タクトを確認できるだけで、それがシナプス
接着かどうかを反映している訳ではない。一
部の試料を使い、各種神経細胞と各種神経終
末から１種類ずつを選択し、それぞれ
Nickel-DAB 反応とコロイダルゴールドの銀
増感反応法を使って二重染色し、電子顕微鏡
で観察し、本当にシナプス接着があるかどう
かを一部の神経細胞で確認した。 

 
 
４．研究成果 
皮質の代表的な非錐体細胞（FS basket cell, 

Martinotti (MA) cell, double bouquet (DB) cell, 

large basket cell）等の樹状突起や細胞体上に
認められる GABA 陽性シナプスと GABA 陰
性シナプスの密度を測定した。ラットの大脳
皮質の切片を使って、それぞれのサブタイプ
を、免疫組織化学法(FS 細胞：parvalbumin、
MA 細胞：somatostatin、DB 細胞：calretinin、
それ以外のサブタイプ：substance P receptor) 

で染色し、Neurolucida で、細胞体から伸展す
る樹状突起を３次元的に再構築し、細胞体か
らの距離等を計測した。そして、電子顕微鏡
観 察 用 に 連 続 超 薄 切 片 を 作 成 し 、
Postembedding GABA 免疫組織化学法により
その樹状突起や細胞体に入力する GABA 陽
性神経終末と GABA 陰性神経終末を同定し、
それぞれのサブタイプの樹状突起を３次元
的に再構築し、２種類のシナプスの入力密度
を測定した。結果、面白い事に、GABA 陽性
神経終末は、非錐体細胞の樹状突起や細胞体
のどこにおいても、また、異なるサブタイプ
間でも、シナプス入力密度に差は認めなかっ
た。その一方で、GABA 陰性（おそらくその
ほとんどが興奮性と考えられる）の神経終末
は、非錐体細胞のサブタイプ間で入力密度に
有意に差があり、parvalbumin 陽性細胞、
substance P receptor 陽性細胞、somatostatin 陽
性細胞、calretinin陽性細胞の順に大きかった。
これは、大脳皮質の非錐体細胞のサブタイプ
が機能的に異なる事を示唆する所見と考え
る。 

 皮質の興奮性の神経終末は、 intra cortical 

afferents と thalamocortical afferents の２種類
が主であると考えられる事から、皮質細胞の
各サブタイプがどちらの入力をより強く受
けているのかを知る事は、回路構築を明らか
にする上で非常に大切な事である。非錐体細
胞のサブタイプの一つである parvalbumin 陽
性神経細胞にどのような興奮性入力が分布
しているかをレーザーコンフォーカル顕微
鏡 を 使 っ て 計 測 し た 。 そ の 結 果 、
thalamo-cortical afferent は、parvalbumin 陽性
神経細胞の樹状突起にはほとんどコンタク
トを形成しない事がわかった。その一方で、
intra-cortical afferent は、parvalbumin 陽性神経
細胞の樹状突起に頻度高くコンタクトして
いる事がわかった。さらに、一部の試料を使
って、レーザーコンフォーカル顕微鏡で観察
したシナプス結合と思われるコンタクトが、
実際に、シナプス接着しているかどうかを、
電子顕微鏡を使って確認したが、その約８割
が、parvalbumin 陽性神経細胞にシナプスを作
っている事が確認できた。したがって、レー
ザーコンフォーカル顕微鏡に基づく本研究
で得られた観察結果は、シナプス入力を反映
していると考えている。 
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能的意義、第 31 回日本神経科学大会シンポジ

ウム「大脳皮質と線条体の局所神経回路と神経

細胞」東京国際フォーラム（東京都）2008 年 7
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〔図書〕（計 1 件） 

1) 窪田芳之 皮質局所神経回路の興奮性抑制性

入力特性 “ブレインサイエンス・レビュー 

2008” p45-72, 2008（伊藤正男・川合述史編

集）クバプロ、東京 
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ホームページ等 
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