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研究成果の概要（和文）：生後早期のマウスのプルキンエ細胞では樹状突起の全域に渡って平行線維シナプスが形成さ
れるが、生後15-20日の間にて樹状突起の近位部から平行線維シナプスが除去されることで成体でみられるようなシナ
プス分布が完成する。具体的には、近位部に局在する登上線維シナプステリトリーと遠位部に局在する平行線維シナプ
ステリトリーとに、シナプス分布が分離することである。また、この平行線維シナプスの除去作用には、プルキンエ細
胞に発現する代謝型グルタミン酸受容体mGluR1-PKCgamma系が重要な役割を果たしていることが判明した。

研究成果の概要（英文）：In the Purkinje cells (PCs) of the cerebellum, a single “winner” climbing fiber 
(CF) monopolizes proximal dendrites, while hundreds of thousands of parallel fibers (PFs) innervate 
distal dendrites, and both inputs innervate a narrow intermediate domain. Through reconstruction of 
dendritic innervation by serial electron microcopy, we show that from postnatal day 9 to 15 in mice, both 
territories vigorously expand because of an enlargement of the region of overlapping innervation. From 
postnatal day 15 onwards, segregation of these input territories occurs by robust shortening of the 
overlapping proximal region. Thus, innervation territories by heterologous inputs are refined during the 
early postnatal period. Intriguingly, this phase transition is arrested in mutant mice lacking the type 1 
metabotropic glutamate receptor (mGluR1) or protein kinase Cg(PKCg), resulting in the persistence of an 
abnormally expanded overlapping region.

研究分野：神経解剖
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１．研究開始当初の背景 
脳が果たしている様々な神経機能は、その
情報処理に特化した特異なシナプス回路を
基盤として生み出す。その神経機能に特化し
た神経回路の構築は、まず胎児期において遺
伝的プログラムに従ってその土台が作られ
るが、この段階のシナプス回路は過剰で重複
が多く、接続性も不正確で、未熟な状態にあ
る。その後、生後発達過程で受容する刺激や
経験が神経活動となって脳に伝わり、それに
応じた強化と除去を基盤とするシナプス回
路の刈込みが起こり、それぞれの個体史を反
映し生活環境に適応できる機能的なシナプ
ス回路へと改築される。 
本研究を含む一連の研究プロジェクトでは、
精緻で円滑な運動機能や運動学習の中心的
ニューロンである小脳プルキンエ細胞の神
経回路を調査対象として取り上げた。小脳プ
ルキンエ細胞は、樹状突起にて２種の興奮性
入力（平行線維、登上線維）と抑制性入力（星
状細胞、籠細胞）を受け、細胞体では籠細胞
から抑制性入力のみを受ける。(Ramon Cajal, 
1911)。加えて、①一個のプルキンエ細胞に
は一本の登上線維のみが入力する (Palay 
and Chan-Palay, 1974)。また②平行線維シ
ナプスは樹状突起の細胞体から遠位部に、登
上線維は近位部にと、興奮性シナプスは分節
化して分布する、このような様式のシナプス
構築（配置）は、適切な出力を産生するため
の必要な条件となっており、これが崩れると
運動失調などが起きる。 
特に、興奮性神経回路の特徴である、上記
の①登上線維の単一支配、②登上線維と平行
線維による分節化したテリトリー支配、の２
点の形成過程を我々の研究グル－プでは調
べてきた。 
①については、生後発達過程において複数
の登上線維が支配する多重支配期を経て単
一支配へと移行する、ことが判明した。具体
的には、生後第一週において細胞体とシナプ
スを形成していた登上線維（下オリーブ小脳
路線維）が、生後第二週より樹状突起に伴行
するように translocate し、細胞体シナプス
を減少させつつ樹状突起シナプスを増加さ
せ、樹状突起近位部に対して独占的なシナプ
ス支配を形成する(Altman et al, 1985)。一方、
細胞生物学的機構、及び細胞内カルシウムイ
オン濃度調節に関わるカルシウムイオンチ
ャネル Cav2.1 や代謝型グルタミン酸受容体
mGluR1、平行線維シナプスの接着に関わる
グルタミン酸受容体 GluD2 が、その過程に
おいて不可欠な分子機構であることを明ら
かにしてきた。しかし、②がどのようにして
形成されるのかについては、その過程や分子
機構も含め全く不明であった。 
登上線維を欠落させても樹状突起の伸長に
大きな変化はみられない(Sotelo et al, 1972)。
このことは、登上線維シナプスはプルキンエ
細胞の樹状突起の伸長にほとんど関与しな

いことを示している。一方、樹状突起近位部
にほとんど存在しない平行線維シナプスの
形成を阻害させると、プルキンエ細胞の樹状
突起の発育が著しく障害され、平行線維シナ
プスの量の低下量と樹状突起の発育の低さ
は相関する。そのことは平行線維シナプスが
プルキンエ細胞の樹状突起の発育とも深く
関わっていることを示唆していた。 
 
２．研究の目的 
我々は、樹状突起の近位部のシナプスにつ
いても Switching現象が起こり、既存のシナ
プスの前成分が平行線維から登上線維へと
置き換わり、入力線維に応じた受容体の発現
の変化が起きるとの、仮説をたてた。という
のも、平行線維シナプスの形成がプルキンエ
細胞の樹状突起の伸長に大きな影響を及ぼ
すことから、発生初期には平行線維シナプス
が樹状突起遠位部だけでなく近位部にシナ
プスを形成していた可能性が示唆される。か
らである。本研究では、その仮説を証明する
とともに、シナプス競合現象も視野に入れて、
Switching 機構について細胞生物学的点から
及び分子機構の点からもそれらの機構の詳
細をも明らかにすることを目的とした。分子
としては、活動が生後 15－17 日に阻害され
ると登上線維の単一支配が阻害される代謝
性グルタミン酸受容体 1 型(mGluR1)とその
下流の系に着目した。 
 
３．研究の方法 
1)小脳の登上線維を生後5日、7日、9日、12
日、17日、27日に下オリーブ核に標識物質
BDAを注入することで標識し、その後約２～
３日後（生後7日、9日、12日、15日、20日、
30日）の齢にて灌流、固定し、切片を作成す
る。免疫染色法を用い、抗Calbindin抗体によ
りプルキンエ細胞を、VGluT1（小胞性グルタ
ミン酸トランスポーター１型）により平行線
維端末を発色させた。 
2)BDAにより登上線維をDABで、小胞抑制性
グルタミン酸トランスポーター１型(VGLT1)
抗体をもちいて平行線維を金コロイドで標識
することで、登上線維と平行線維をそれぞれ
異なった発色剤で標識した。 
3) 一個のプルキンエ細胞の細胞体から樹状
突起までの100nm厚の超薄切片を約1,200枚
作成し超微形態像を観察し、そのシナプスの
分布などを詳細に解析する。また、３次元再
構築を行った。 
 
4) テリトリー形成における mGluR1の機能
的役割を追求するために、この遺伝子を欠損
する mGluR1 ノックアウトマウスを同様の
方法で解析して形成障害の表現型を確認す
る実験や、ウイスルベクターを用いて
mGluR1 ノックアウトマウスに mGluR1 を
導入してその表現型が解消することを確認
するレスキュー実験を行った。 



 

 

 
４．研究成果 
 
登上線維テリトリーと遠位部の平行線維
テリトリーとが分離は、生後１５日から２０
日の間の平行線維シナプス除去によりなさ
れることがわかった。具体的には、生後７日
から１５日までの野生型マウスでは、平行線
維シナプス（下図の青い線維と水色の膨ら
み）は樹状突起の全域に渡って分布していた。
その間、１本の優勢な登上線維が細胞体から
樹状突起に向かって伸長し（赤い線維と黄色
の膨らみ）、劣勢な登上線維（ピンクの線維）
は細胞体から除去され、登上線維による単一
支配を確立した。その後、生後２０日になる
と、平行線維シナプスが樹状突起の近位部か
ら突然消失した。 
 
次に、平行線維シナプス除去にも mGluR1
が関わっているのではないかと考えた。とい
うのも、過去の研究から、生後１５日から１
６日におけるmGluR1の活性化は登上線維シ
ナプスの除去を駆動することがわかってい
たため、ほぼ同時期に起こる平行線維シナプ
ス除去にも関与するのではないかと考えた
からである。 

mGluR1欠損マウスを解析すると、平行線
維シナプス除去が障害されており、生後３０
日になっても平行線維シナプスが樹状突起
の全域に広がり、テリトリーの分離が起こら
ないままになっていた。同様の表現型は、
mGluR1の下流で活性化するタンパク質リン
酸化酵素 PKC欠損マウスでも観察された。                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：野生型マウスにおける平行線維と登上
線維支配の発達変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ウイスルベクターを用いて生後２０日の
mGluR1欠損マウスにmGluR1を導入するレ
スキュー実験を行い、生後４０日にシナプス
回路を精査したところ、樹状突起近位部から
平行線維シナプスが除去されテリトリーの
分離が起こることがわかった。 
以上の結果から、mGluR1 から PKCに至
るシグナル伝達系の活性化は、劣勢な登上線
維の除去に加え、樹状突起近位部から平行線
維シナプスの除去に関わることが明らかと
なった。従って、プルキンエ細胞の２つの回
路特性（登上線維の単一支配と分離分節化し
た支配テリトリー）は、このシグナル伝達系
の活性化を通して発達し構築されることが
明らかとなった。 
 
 
図２：mGluR1伝達系によるシナプス回路発
達 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

発達過程における異種入力線維による支配
テリトリーの分離は、プルキンエ細胞におけ
る神経情報の処理や統合機能を向上させ、登
上線維と平行線維の異種シナプス活動に基
づくシナプス可塑性の誘発特性にも影響を
与え、運動機能制御の基盤となる小脳神経回
路の構造・機能の成熟に貢献すると考えられ
る。 
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