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研究成果の概要（和文）：嗅球の糸球体において、嗅神経細胞軸索から入力された匂い情報は2次神経細胞である僧帽
・房飾細胞へと受け渡される。僧帽・房飾細胞は単一の主樹状突起を単一の糸球体へと伸ばして興奮性入力を受け取る
と共に、複数の側方樹状突起を伸ばして抑制性入力を受ける。生後直後の僧帽細胞は複数の樹状突起を複数の糸球体に
接続しているが、生後1週以内に樹状突起の刈り込みによって単一の樹状突起のみを有するようになる。本研究では、
僧帽細胞樹状突起の形態を定量的に解析すると共に、樹状突起刈り込みプロセスに神経活動が重要な役割を果たすこと
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the mouse olfactory bulb, inputs from olfactory sensory neurons are relayed to 
second-order neurons, mitral and tufted cells. A mitral/tufted cell extends a single primary dendrite towa
rd a glomerulus, as well as several lateral dendrites. A mitral/tufted cell initially extends multiple den
drites to glomeruli, but they prune all but one dendrite and thereby establish a single primary dendrite d
uring the first postnatal week. In this study, we established a method for quantitative analyses of mitral
 cell dendrites. We also found that neuronal activity plays an important role in the dendrite pruning proc
ess.
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の中枢神経系は、数億から 1,000 億
個もの神経細胞が秩序だった回路形成を行
うことによって機能している。しかしながら、
これほど多くの神経細胞がその個性に応じ
てどのように特異的な神経接続を行ってい
るのかに関してはまだよく分かっていない。
申請者はこの問題を解くため、マウス嗅覚系
に着目してこれまで研究を行ってきた。 
 マウスにおいて、匂い分子は約 1,000 種類
の嗅覚受容体（OR：odorant receptor）によ
って検出されている。嗅上皮に存在する約
1,000万個の嗅神経細胞は、それぞれが1,000
種類の OR の中からたった 1 種類のみを発現
して匂い分子を検出している。また個々の嗅
神経細胞は、脳の嗅球に存在する 1,000 対の
糸球構造うち特定の1対に軸索を投射するが、
その際の投射位置は発現する OR の種類によ
って決まっている。従って、1,000 種類の OR
によって検出された匂いの情報は、嗅球にお
いては1,000個の糸球のどれが発火するかと
いう位置情報に変換される。申請者はこれま
で、嗅球上につくられる糸球地図の形成機構
に関していくつかの先駆的な研究を展開し
てきた。これらの研究によって明らかになっ
てきたのは、神経細胞の接続先が、鍵と鍵穴
のような関係で予め決まっているのではな
く、末梢神経細胞同士の相互作用によって自
己組織化した結果生じるものらしいという
ことである。こうしたストラテジーは、限ら
れた数の遺伝的プログラムを用いて膨大な
数の神経細胞の配線先を決める上で有用で
あると考えられる。 
 それではいったい、末梢の一次神経細胞が
自律的に神経地図を作った後、二次神経細胞
の接続特異性はどのようにして確立するの
であろうか？嗅球においては、出力神経細胞
である僧帽・房飾細胞は単一の主樹状突起を
伸ばし、単一の糸球からのみ直接の興奮性入
力を受け入れている。このことにより、一次
神経細胞によるマップは二次神経細胞にも
受け継がれることになる。こうした特異的な
神経接続による受容野の確立は視覚系や体
性感覚系など他の神経地図でも知られてお
り、例えば視床で網膜からの入力を受ける神
経細胞は、多くても数個の網膜神経節細胞か
らの入力のみを受けていることが知られて
いる。一次神経細胞と二次神経細胞のこうし
た特異的な神経接続は、遺伝的プログラムに
よって鍵と鍵穴的に厳密に決まっている訳
ではない。例えば、嗅覚系ではノックインマ
ウスにおいて新たにラットの OR を導入する
と、その OR に対応する新しい糸球がつくら
れ、そこに二次神経細胞が特異的に接続する
ことが知られている。一方で、特定の OR を
発現する嗅神経細胞のみで神経活動を阻害
すると、その軸索投射先である糸球は消失す
る。このように、哺乳類の中枢神経系は末梢
の機能獲得や可塑的変化に応じて中枢の回
路を組み換える能力を備えていると言える。

この分子発生生物学的基盤を知ることは、
我々高等動物の知性を支えるメカニズムの
一端を知るということに他ならず、神経科学
における重要なテーマである。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、僧帽・房飾細胞がどの
ようにして特定の糸球体に樹状突起を接続
しているのか理解することを目的とし、 
(1) 僧帽細胞の樹状突起の形態を包括的か
つ定量的に理解するとともに、 
(2) 僧帽細胞の樹状突起が単一の糸球体に
接続する機構の理解を目指した。これらを通
して、特定の糸球体に対応して僧帽・房飾細
胞の接続が決まり、嗅球内回路が作られる基
本原理を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) まず、僧帽・房飾細胞の樹状突起の形態
を3次元的に包括的・定量的に評価するため、
新しい組織透明化試薬の開発を行った。これ
を用いて共焦点・2光子イメージングを行い、
嗅球の神経回路の理解を目指した。 
(2) 僧帽細胞樹状突起の形態形成に関わる
分子機構を解明するため、子宮内エレクトロ
ポレーションやノックアウトマウス、トラン
スジェニックマウスといった分子遺伝学の
手法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 組織透明化法を用いた僧帽・房飾細胞の
定量解析 
近年、GFP を初めとする蛍光タンパク質の
普及に伴い、遺伝学的に神経回路を標識する
ことが可能になったが、光散乱のため、数 10 
μm、2光子励起顕微鏡を用いても数 100 μm
の深さまでしか高解像度の画像を得ること
ができない。このため、数 mm 以上に亘って
突起を伸ばす神経細胞の形態を明らかにす
ることは困難であった。近年、光散乱を減ら
す方法として、様々な組織透明化法が報告さ
れているが、蛍光タンパク質の褪色や組織の
変形といった問題があり、神経細胞の形態や
回路の定量的な解析には向かなかった。そこ
で本研究では蛍光色素や組織の形態を保持
したまま組織を透明化する方法の開発を行
った。 
 我々は、水溶性で生体組織を変性させにく
い高屈折率の液体に着目して検討を行い、そ
の結果、高濃度のフルクトースが短時間で効
率よく組織を透明化出来ることを見出した。
更に還元剤の作用で自家蛍光を抑えられる
ことを見出し、水とフルクトースとチオグリ
セロールからなる組織透明化試薬 SeeDB（See 
Deep Brain）を開発した。これまでの方法で
は組織が透明化の過程で膨潤・収縮するとい
う問題があったが、SeeDB 法では組織の大き
さや細胞の微細な形態が保持されていた。ま
た、変性剤や界面活性剤を含まないため、蛍
光タンパク質はもちろん、DiI などの脂溶性



の色素も蛍光が保持されていた。SeeDB 法を
用いると共焦点顕微鏡を用いて1mm以上の深
さまで成体マウス脳の蛍光画像を取得出来
た。さらに、2 光子励起顕微鏡と専用の対物
レンズを組み合わせることで、成体マウス脳
を背側から腹側まで可視化できることが判
明した。電動ステージを組み合わせることで、
数 mm スケールの 3 次元画像を容易に取得出
来ることが明らかになった。また、この方法
を用いることにより、マウス嗅球の特定の糸
球体に接続している僧帽細胞の樹状突起の
形態のほぼ全容を明らかにする事が出来た。 
 我々はこの方法を用いて単一の糸球体に
接続する僧帽・房飾細胞の定量解析を行った。
単一の糸球体に色素を注入して接続してい
る僧帽細胞を染め出した後、SeeDB による透
明化を行い、嗅球の共焦点イメージングを行
った。3 次元データの解析の結果、特定の糸
球体に接続する僧帽細胞の細胞体は広く散
らばっており、別の糸球体に属する僧帽細胞
と互いに混じり合っていることが判明した。
また、単一の糸球体には約 15 個の僧帽細胞
が接続しているが、これらの側方樹状突起の
パターンはまちまちであることから、これら
が独立に情報処理を行っていることが示唆
された（Ke et al., Nat Neurosci, 2013）。 
(2) 僧帽細胞樹状突起の刈り込みのメカニ
ズム 
 遺伝学的な解析の結果、僧帽細胞における
神経活動が樹状突起刈り込みに必須である
ことが判明した。僧帽細胞に Kir2.1 を強制
発現して神経活動を抑制すると、主樹状突起
の刈り込みが阻害されるとともに、側方樹状
突起の伸長が損なわれた。次に、この神経活
動がシナプス入力によるのか、純粋に細胞自
律的な自発活動によるのかを検討するため
に、NMDAR の single-cell ノックアウトを行
ったところ、樹状突起刈り込みに若干の異常
が認められた。さらに GABAA 受容体を介した
興奮性入力が重要な役割を果たしているこ
とが判明した。NMDAR ノックアウトと、GABAA
受容体の興奮性応答の阻害を組み合わせる
とより明瞭な異常が認められた。テタヌスト
キシントランスジェニックマウスの解析か
ら、嗅神経細胞由来のシナプス入力が重要で
あることが判明した。 
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