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研究成果の概要（和文）：新生仔期大脳皮質体性感覚野第4層ではパッチワーク状の自発的同期活動（パッチワ
ーク活動）が認められる。本研究の目的はパッチワーク活動がどのように神経回路形成に関与するか解明するこ
とである。研究では第4層神経細胞の樹状突起形成に関わるNMDA型グルタミン酸受容体に焦点を当てた。
実験では第4層の疎らな細胞においてNMDA受容体をノックアウトし、生後6日齢マウスの生体カルシウムイメージ
ングを行った。その結果、NMDA受容体ノックアウト細胞では同期レベルが低下することを見出した。すなわち
NMDA受容体がパッチワーク活動の制御に作用することを示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the mechanisms of how the 
patchwork-like spontaneous synchronous activity observed in layer 4 of the somatosensory cortex in 
the neonatal period is involved in the formation of neural circuits. In this study, we focused on 
NMDA-type glutamate receptors involved in dendrite formation in layer 4 neurons.
We found by intravital imaging of 6-day-old mice with sparse knockout of NMDA receptors in layer 4 
that NMDA receptor knockout neurons showed decreased synchronization levels. This suggests that NMDA
 receptors play important roles in regulation of patchwork activity.

研究分野： 神経科学

キーワード： 2光子イメージング　カルシウムイメージング　大脳皮質　樹状突起ダイナミクス　同期活動　NMDA型グ
ルタミン酸受容体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの大脳が司る認知や思考等の高次脳機能は社会的な生活を営む上で重要であり、その機能不全は認知症や発
達障害といった脳疾患に代表されるように、日常生活に支障をきたす。これらの機能獲得には大脳皮質神経回路
の形成が前提となるが、新生仔の発達期における神経回路形成の詳細な機構は多くが未解明である。
大脳皮質の体性感覚野ではパッチワーク状の自発的同期活動が観測され、回路形成に関わる事が示唆されてお
り、本研究ではこのパッチワーク活動の制御にNMDA受容体が関わるという結果を導き出した。したがってNMDA受
容体が神経回路形成に与える作用、ひいては分子機序の研究が今後さらに進むと考えられる。

※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 
 ヒトを含む哺乳類に特有の構造である大脳皮質は、認知等の高次機能に重要な役割を果た

す。成体の大脳皮質神経回路は精密かつ複雑だが、新生仔では未成熟である。新生仔期の神経
活動は大脳皮質神経細胞の軸索・樹状突起形成など回路成熟の様々な過程に関与する。そのメ
カニズム解明は、効率的学習や発達障害改善等につながるため、神経科学における最も重要な
課題の一つである。近年、生体新生仔の大脳皮質に同期的自発活動が存在すること、回路形成
に関わることが報告された（Ackman et al., Nature 2012; Antón-Bolaños et al., Science, 2019 など）。
しかし生体動物における同期活動の発生に関わる分子細胞機序の多くは不明である。 
これまでの研究で、新生仔大脳皮質深部の 2 光子顕微鏡タイムラプス観察法の開発に携わっ

た（Mizuno et al., Neuron 2014; J Vis Exp 2018）。近年これを用いることで、大脳皮質において感
覚入力をはじめに受け取る第 4 層神経細胞を、単一細胞レベルでカルシウムイメージングする
ことに成功した。その結果、体性感覚野の第 4 層神経細胞がパッチワーク状の自発的同期活動
（パッチワーク活動）を示すことを見出した。この同期活動は第 4 層の神経回路が形成される
生後 1 週齢に選択的に観察されたため、回路形成への関与が強く示唆された（Mizuno et al., Cell 
Rep, 2018）。しかしながら、パッチワーク活動がどのような分子細胞メカニズムで神経回路形
成に関与するかは不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、独自に発見したパッチワーク状同期活動という知見を元にし、この活動が
どのような分子細胞メカニズムで回路形成に関わるかを調べる事によって、神経活動依存的な
回路形成のメカニズムを明らかにする事であった。具体的には、パッチワーク状同期活動の発
生に関わる分子メカニズムの同定を目指した。以前の研究で体性感覚野第 4 層神経細胞の樹状
突起形成に NMDA 型グルタミン酸受容体（NMDA 受容体）が関与することを見出しており
（Mizuno et al., Neuron 2014）、パッチワーク活動にも関わる可能性が高かった。よって NMDA
受容体阻害による活動変化に着目した。 
 
 
３．研究の方法 
本研究は、各種遺伝子組換えマウスに対し、分子生物学的手法・子宮内電気穿孔法・細胞培

養法・薬理学的手法・形態学的手法・生体二光子顕微鏡イメージング法等を組み合わせて適用
することで行った。以下に本研究で用いた独自手法についてまとめる。 
 
大脳皮質第 4 層の疎らな細胞の標識と標識細胞での遺伝子ノックアウト 
 パッチワーク活動がどのような分子メカニズムで回路形成に関わるかを解析するためには、
細胞を二光子観察可能な輝度で標識し、かつ標識細胞で遺伝子阻害する必要がある。これまで
に、生体内において疎らかつ高輝度に細胞を標識し、さらに任意遺伝子の floxed マウスと組み
合わせることで標識細胞で遺伝子ノックアウトが可能なベクターシステム Supernova 法を報告
している（図 2C、Luo et al., Sci Rep 2016）。これを用い、新生仔の第 4 層細胞において NMDA
受容体をノックアウトした。 
 
新生仔マウスの生体脳カルシウムイメージング 
生後 6 日齢のマウスに脳内観察用窓を作成した。また、2 光子イメージング中のマウス固定

のため、カスタムメイドの小型金属器具をマウス頭部に付けた。新生仔脳の神経活動は麻酔に
より低下するため、カルシウムイメージングの解析にはイソフルランガス麻酔停止 10 分以降の
データを使用した。 
 
 
４．研究成果 
大脳皮質第 4 層の疎らな細胞における NMDA 受容体ノックアウトは視床皮質軸索終末のバレ
ル様の配置の形成に影響を与えない 
大脳皮質特異的 NMDA 受容体ノックアウトマウス（Emx1-Cre;Grin1 floxed マウス）ではバレ

ル構造と視床皮質軸索終末構造の形成が阻害される（Iwasato et al., Nature 2000）。パッチワーク
活動はバレルの配置に対応する活動であり、パッチワーク活動と NMDA 受容体の関連を調べ
るためには、バレル構造が保たれた状態で NMDA 受容体の機能を阻害する必要がある。この
目的を達成するため、大脳皮質体性感覚野第 4 層の一部の細胞で NMDA 受容体をノックアウ
トした。第 4 層の一部で NMDA 受容体をノックアウトしたマウスとコントロール（NMDA 受
容体ヘテロ）マウスの視床皮質軸索終末構造を比較したところ、視床皮質軸索終末の配置およ
び個々の終末の幅と長さに差は確認されなかった。以上の結果は、大脳皮質第 4 層の疎らな細



胞における NMDA 受容体ノックアウトは視床皮質軸索終末のバレル様の配置の形成に影響を
与えないことを示す。 
 
NMDA 受容体ノックアウト細胞における自発的同期活動の同期レベルの低下 
 大脳皮質体性感覚野第 4 層の疎らな細胞で NMDA 受容体をノックアウトした生後 6 日齢に
おいてマウスの生体カルシウムイメージングを行った（図）。同一バレルに属する細胞ペアの
GCaMP6s蛍光変化の同期レベルを解析したところ、NMDA受容体ノックアウト細胞ペアでは、
コントロール（NMDA 受容体ヘテロ）細胞ペアと比べ同期レベルが低かった。以上の結果は
NMDA 受容体がパッチワーク活動の同期レベルの強化に関わることを示している。 
 
 

 
 
図、NMDA 型グルタミン酸受容体をノックアウトした細胞ペアでは自発的同期活動の同期レベ
ルが低下する。 
A、体性感覚野第 4 層の疎らな興奮性細胞にカルシウムインディケータ GCaMP6s を発現させた
（高輝度シグナル）。体性感覚野内のバレルの配置は視床皮質軸索で RFP を発現するマウスを
用い可視化した（低輝度シグナル）。C1、C2、C3 は対応するヒゲからの情報を処理する領域（バ
レル）を示す。 
B、個々の細胞における GCaMP6s 蛍光変化の例。野生型細胞では同じバレルに配置する細胞は
同期的な蛍光変化（パッチワーク活動）を示す。 
C、コントロール細胞（NMDA 受容体ヘテロ細胞）ペアと比較し、NMDA 受容体ノックアウト
細胞ペアでは同期レベルが低下する（p=0.004）。 
 
 
研究の位置づけと今後の展望 
 発達期における同期的神経活動は大脳皮質神経回路形成に関わると考えられるが、同期活動
を制御する分子メカニズムはいまだに多くが不明である。今回体性感覚野に存在するパッチワ
ーク活動の制御に NMDA 受容体が関わることを新しく見出したことは、分子メカニズム解明
の一助となる点で意義深い。 
今後の展望としては NMDA 受容体依存的なパッチワーク活動が体性感覚野神経回路形成に

どのように関わるかを解明することが考えられる。 
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