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研究成果の概要（和文）： 

 in vitro 皮質脊髄投射系に GluN2B(ε2)及び 2A(ε1)ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽ(grin2b-/-,2a-/-)を導入し、

発生初期に見られる脊髄腹側からのシナプス除去過程が、2B 特異的でかつ脊髄側の 2B に依

存している事を明らかにし得た。その後シナプス除去の分子メカニズムを明らかにするために

進めている薬理学的スクリーニング(阻害実験)で、上記過程が 2B の下流にあると考えられる

CaMKII 依存性であることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：  

 By using both GluN2B(ε2)and 2A(ε1) knockout mice for the in vitro corticospinal 

projection system, we concluded that that GluN2B in the spinal cord is selectively 

involved in the CS synapse elimination. We also found that this elimination process is 

CaMKII-dependent by pharmacological screening  
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遠心路であるため、多くの神経疾患や外傷の

座となり重篤な運動障害をもたらし得る。

我々の研究室ではこの系の重要性を考え、新

生ラットの感覚運動皮質と脊髄のスライス

を共培養して皮質脊髄路シナプスをin vitro

で再構築することを試み、世界で初めて成功

した（Takuma et al. 2002）。 

 この系を用いて、皮質脊髄路シナプスの発

生初期に脊髄腹側からのシナプス除去があ

り、それが NMDA 受容体依存性であること 

(Ohno et al. 2004)、また培養 6-11 日目に

臨界期が存在することを明らかにしたが

(Ohno and Sakurai. 2005)、in vivo におい

ても同様のシナプス除去過程が確認されて

いる(Kamiyama et al 2006)。さらに、薬物

実験及び膜電位感受性色素を用いた光学的

記録によるシナプス空間分布(Maeda et al 

2007)の結果、この系におけるシナプス除去

が NMDA 受容体サブタイプである NR2B 依存性

である可能性が示唆されたことから、マウス

による共培養を導入し、これを実現した上で、

NR2B KO マウスを用いて研究を続けている。 

 NMDA受容体はNR1と NR2の２つのサブユニ

ットによって構成されており、NR2 の主要な

サブユニットに NR2A と 2B とがある。脊髄で

は NR1-NR2B 型は発達初期に多く、カルシウ

ムの流入量が NR1-NR2A 型に比べ多い事から

発達期の可塑性に関与していることが示唆

されているが、近年 2A と 2B ではカルシウム

の流入量の違いだけでなく、それに続くシグ

ナリングメカニズムに違いがあることが明

らかになってきた。また NMDA 受容体サブユ

ニットと発達期シナプス可塑性に関する研

究では、NR2B とシナプス可塑性との関連を主

張する論文 (Barth and Malenka. 2001; Ge et 

al. 2007)がある一方で、NR2A との関係を主

張する論文 (Philpot et al. 2007)や、両者

との関連を否定する論文 (Lu et al. 2001)

など様々な研究結果が発表され、世界的な論

争の的となっており、本研究はこれらの論争

に一石を投じることが出来ると考えた。 

 

２．研究の目的 

 今までに、in vitro 皮質脊髄投射系を用い

て、発生初期に見られる皮質脊髄路シナプス

の腹側からのシナプス除去過程について研

究してきた。その中で、本過程が NMDA 受容

体依存性で、臨界期 critical period を有す

ることが示され、更に NMDA 受容体サブユニ

ット GluRε2 (NR2B)依存性であることが薬物

実験より示唆された。本研究では、NR2B 及び

2A ノックアウトマウス(KO)を導入すること

で、発達期におけるシナプス可塑性 (シナプ

ス除去)に対するNR2Bの特異的関与 (2Aでな

く 2B)を確認し、その責任部位が皮質側なの

か脊髄側なのか両方なのかを明らかにして

いく。また、シナプス除去にかかわる分子メ

カニズムの解明に向けて、薬理学的スクリー

ニング(阻害実験)を行う。 

 

３．研究の方法 

(1) まず初めに、発達早期のシナプス除去過

程が NR2B 依存性であることを確認し、その

責任部位が皮質側なのか脊髄側なのか両方

なのかを明らかにするため、NR2B KO と野生

型マウス由来の組織を用いて共培養を行い、

電気生理学的手法、光学的手法、組織学的手

法、および蛍光標識した軸索のライブ観察を

用いて評価する (後述の手法 1-4 参照)。次

に、NR2A にも依存しているのか否かを明らか

にするため、NR2A KO 由来のスライス実験を

NR2B KO と同様の方法で行う。 

 

手法 1)皮質深層を電気刺激し脊髄灰白質よ

りフィールドシナプス後電位 

(field EPSP)を記録し、その空間分

布を確認する。 

手法 2)膜電位感受性色素を用いた光学的記

録にてシナプス電位の変化をとらえ、

シナプスの空間分布を確認する。 



手法 3)バイオサイチンを用いて皮質脊髄投

射繊維を順行性標識し、軸索終末の分

布を確認する。 

手法 4)Exo utero electroporation にて作製

した皮質ニューロンが蛍光を発するマ

ウス由来の皮質スライスを用いること

により、皮質脊髄投射線維の軸索終末

の動向を生きたままで追跡する。 

 

(2) 次に、シナプス除去に関わる signaling 

cascade 下流の分子を明らかにする。 

① 手はじめに、以下の阻害剤を用いて、シ

ナプス除去に対する阻害効果を、手法１の

field EPSP にてスクリーニングを行う。 

Protein kinase A 阻害剤 (H-89, KT-5720), 

Pratein kinase C 阻害剤 (chelerythrine),  

MAP kinase 阻害剤 (U-0120, PD-98059),  

CaM kinase II 阻害剤 (KT-62),  

Calcineurin 阻害剤 (FK-507),  

Phospholipase C 阻害剤 (U-73122),  

NO synthase 阻害剤 (L-NAME) 

 

② 阻害効果のあった阻害剤について、手法

２にてシナプスの空間分布を調べる。 

 

 

４．研究成果 

 発生初期に見られる脊髄腹側からのシナ

プス除去過程が、2B 特異的でかつ脊髄側の

2B に依存している事を明らかにし、論文化

した。また、上記過程が 2B の下流にあると

考えられる CaMKII 依存性であることが示唆

され、kinase としての機能のみ失った CaMKII

αKI を、山肩葉子先生(生理学研究所)より分

与いただき、共同研究を進める計画が決定し

た。 
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