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研究成果の概要（和文）：シナプス動態を先端的なイメージング技術を活用して解明することを目的として、大
脳皮質における興奮性、抑制性シナプス形態の解析、二光子顕微鏡によるシナプス成熟過程の解析、超解像顕微
鏡によるシナプス構造の解析、精神神経疾患モデル動物のイメージング解析を行った。これらの実験により、生
後発達早期の神経回路発達過程におけるシナプス動態には回路特異的な制御機構が存在すること、シナプス動態
が生後発達過程で障害される事によって、神経回路の機能不全が生じることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This study aimed at understanding biological mechanism of synaptic dynamics 
by cutting-edge imaging technologies. To achieve this goal, we analyzed morphology and function of 
excitatory and inhibitory synapses in the neocortex, maturation steps of individual synapses imaged 
in vivo by two-photon microscopy, and defects in synaptic functions and dynamics in mouse models of 
psychiatric disorders. From these experiments, we conclude that synaptic dynamics in the developing 
neural circuits show circuit-specific regulation mechanisms. Furthermore, we showed that early 
impairments in synaptic dynamics cause dysfunction of neural circuits in later stages of 
development. 

研究分野：神経細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
神経回路の研究において、シナプスの形成・
成熟の分子機構を明らかにすることは中心
的な課題である。これまでのシナプス研究は、
海馬の錐体細胞など、特定の神経細胞間での
シナプスに集中して行われてきた。一方で特
定の脳の領域に着目して、シナプス動態の解
析とその領域内の神経回路の機能の発現を
対比して解析する試みは進んでいない。シナ
プス形成の多様性を説明するモデルとして
は Sotelo model, Miller/Peters model, 
Filopodial model が知られている。これら
３つの仮説は排他的であり、小脳の顆粒細胞
とプルキンエ細胞の間のシナプスについて
Sotelo modelが当てはまるという以外は論争
が続いている。申請者の研究室ではイメージ
ング技術を応用してシナプス形成と発達の
研究を進めており、シナプス形成が脳の領域
や神経細胞の種類によって特異的に制御さ
れている可能性を見出したことが本研究提
案のきっかけとなった。 
２．研究の目的 
本研究は多様なシナプス動態を先端的なイ
メージング技術を活用して解明することを
目標とする。シナプスの動態は領域特異的か
つ発達依存的に複雑に制御される。生後発達
早期の神経回路の機能発達過程におけるシ
ナプス動態の生理的な意義を探索し、制御機
構を明らかにする。更にシナプス動態が生後
発達過程で障害される事によって、神経回路
の機能不全が生じ、精神神経疾患の発症に関
与する可能性について検討する。 
３．研究の方法 
（１）電子顕微鏡によるシナプス解析： 従
来行われてきた透過型電子顕微鏡によるシ
ナプス微細形態の解析を超える手法として、
超薄切片自動回収装置(ATUM)を用いた3次元
立体画像再構築法を採用した。更にイオンビ
ームにより試料表面を自動切削し、連続的に
表面の走査電顕画像を取得することによっ
て 3 次元立体画像を得る手法(FIB-SEM 法)も
併用してシナプス微細構造の解析を行った。 
（２）2光子顕微鏡による in vivo imaging： 
子宮内電気穿孔法により胎児期に脳室下帯
に存在する神経前駆細胞に遺伝子を導入し、
生後適当な時期に頭蓋骨を 20 ミクロン程度
薄く削る thin skull 法を用いてイメージン
グを行った。数日間隔で同一脳領域の画像を
取得し、安定なスパインと形成・消失したス
パインを同定した。 
（３）超解像顕微鏡イメージング：構造化照
明法および一分子検出法を利用して主にス
パインの構造とスパイン内に存在する分子
の分布についての情報を得た。一分子検出法
の場合には一分子の重心位置を推定する手
法である PALM 法、STORM 法を採用して画像化
を実施した。 
４．研究成果 
（１）電子顕微鏡を用いた神経回路機能発達
過程の解析：走査型電子顕微鏡による 3次元

立体画像再構築法を用いて、大脳皮質の生後
発達過程におけるシナプス構造とグリアに
よる接触の程度を定量的に解析した。また自
閉症のモデルマウスであるヒト 15 番染色体
重複を模倣したモデルマウス(patDp/+マウ
ス)を用いて、シナプス密度やグリアによる
接触様式の定量化を行った。自閉症モデルマ
ウスにおいては興奮性シナプスと抑制性シ
ナプスのバランスに異常が観察され、このバ
ランスを制御することで自閉症の臨床症状
の緩和につながる可能性が示唆された
（Nakai et al. Science Advances in press）。 

図 1 電子顕微鏡 3 次元立体再構築により得
られた興奮性シナプスの立体画像 
 
（２）二光子顕微鏡 in vivo imaging を用い
たシナプス発達過程とその障害の解析 
自閉スペクトラム症における神経回路の変
化の特徴を明らかにするため、複数の自閉症
モデルマウスについて二光子顕微鏡による
シナプスイメージングを行い、異なった遺伝
的背景を持つ動物モデルで共通にみられる
シナプスレベルでの表現型を特定すること
を試みた。 

図 2 二光子顕微鏡画像から立体再構築され
た樹状突起形態（赤:DsRed）とシナプス後部
構造(緑:PSD95-GFP) 
 
モデルマウスとしては前述した patDp/+マウ
ス、シナプスの接着分子である neuroligin3
の点突然変異マウス、マウス系統として社会



性の障害を示す BTBR マウスの 3 系統を用い
た。これら 3種類のマウスは行動レベルで社
会性の障害を示すが、脳のマクロ形態やシナ
プスの密度については著明な変化がないこ
とが報告されている。これらの 3種類の自閉
症モデルマウスに対して生後3か月の大脳皮
質でシナプスイメージングを行い、シナプス
の形成・消失率を測定したところ、全てのモ
デル動物でシナプスの形成・消失率が 50－
100％上昇していることが明らかになった。
この変化は大脳皮質内部を連絡する皮質内
の興奮性軸索が形成するシナプスに特異的
であり、視床から大脳皮質に投射する軸索が
形成するシナプスについては自閉症モデル
マウスでも特に障害は見られなかった。この
結果は自閉症特異的に大脳皮質内の線維連
絡が障害を受けることを示している。また複
数の全く異なる遺伝子背景を持つ動物でも
同じ回路レベルでの表現型を示すことから、
神経回路における共通表現型という意味を
持つと考えられる。(Isshiki et al. Nature 
Communications, 2014) 
 
（３）超解像顕微鏡を用いたシナプスイメー
ジング 
PALM 法を用いたシナプス分子の分布解析に
より、シナプス可塑性誘導後に複数のシナプ
ス足場蛋白質の分布を観察すると、分子種特
異的な分布の変化を示すことを明らにした。
また構造化照明法(SIM)により取得したシナ
プスの構造データを元にして、その表面積や
体積等を比較的正確に計算できる手法を開
発し、複数の遺伝子改変動物においてそのシ
ナプス形態の変化を定量的に解析した。（以
上は未発表データ） 
 
（４）シナプス動態を検出するためのマーカ
ーの開発と応用 
シナプス伝達における最も重要な分子であ
るグルタミン酸受容体に着目し、AMPA 型グル
タミン酸受容体の機能とその分子動態に関
する研究を行った。モデル動物としてのホヤ
の幼生における AMPA 型受容体の役割を機能
抑制実験等により明らかにし、シナプス伝達
以外にも組織発生の過程に関与することを
示した(Hirai et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 2017)。AMPA 受容体の細胞内への取り込
みと細胞内輸送をモニターするためのプロ
ー ブ を 開 発 し た (Hayashi et al., 
Neuropharmacology, 2016). この手法により、
AMPA受容体の膜表面からのendocytosisによ
る取り込みがスパイン局所でも活発である
ことが示された。 
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