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研究成果の概要（和文）：中枢神経系発生過程でニューロン樹状突起が多様な分岐パターンを獲得するダイナミ
クスと細胞・分子機構の解析を行った。ライブ観察と画像定量解析、分子発現解析、数理解析を用いた多階層的
アプローチにより、アクチン編成に関わる分子が樹状突起微細形態に影響しその蓄積により分岐パターンを決定
する機構を明らかにした。また樹状突起発達過程でミトコンドリア生合成・分裂・運搬が協調的に作動し、ミト
コンドリア数と樹状突起分布を増やして突起伸長に必要なATP局所産生を保証していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This study aims to clarify the cellular and molecular bases of branch 
dynamics governing dendritic pattern formation in central nervous system neurons. Using live-cell 
observation, quantitative image analyses and computer-aided simulation, we found that a slight 
change in actin filament organization affects shape of fine protrusions in emerging dendrites and 
thereby alters branch patterns of characteristic space-filling dendrites of Purkinje cells. We also 
demonstrated that local ATP synthesis by dendritic mitochondria is critical for development and 
maintenance of the intricate dendritic branches. We demonstrated that the molecules and signals 
responsible for biogenesis, fission and transport of mitochondria are necessary for normal 
development and maintenance of dendritic arbors in Purkinje cells.

研究分野： 神経科学

キーワード： 発生・発達・再生神経科学　樹状突起　ライブイメージング　数理モデル　細胞分化
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１．研究開始当初の背景
中枢神経系ニューロン
ーンは、
る重要なファクターで
に多様な
パターンは入力線維との結合特性により大
別され、分枝が重複なく受容野全体の隙間を
埋めるように分布する空間充填型、分岐を一
定方向に配向し、一群の軸索から有効な入力
を弁別するサンプリング型、ごく少数の入力
を選択的に受容する選択型に分類される。樹
状突起パターン形成において、その基本設計
（分岐数、突起長など）は細胞種固有の遺伝
的プログラム（内因性機構）により決定され、
分枝の伸長方向などは脳組織内のガイダン
スシグナル（外因性機構）に制御される
えられる
成に関与する遺伝子が複数明
いたが、特異性と再現性の高い複雑な分岐パ
ターンの理解には遠く及ばなかった。
 
２．研究の目的
本研究は中枢神経系ニューロン樹状突起の
分岐パターン形成原理を明らかにすること
を目的と
子機構解析と数理モデルによる検証を組み
合わせたアプローチにより、樹状突起極性決
定および空間分布制御の分子・細胞機構を解
明し、多様な樹状突起パターンを生み出すメ
カニズムに迫ることを目指した。具体的には
以下３つのテーマを掲げた。

①空間充填型樹状突起の重複回避機構の同
定：ハエなどの無脊椎動物の空間充填型樹状
突起では、突起間相互作用により伸長が抑制
される
突起交叉を防ぐことがわかっているが、哺乳
類ニューロンで詳細なメカニズムは明らか
でなかった。代表者らの研究で、プルキンエ
細胞の伸長中の樹状突起同士が接触すると、
PKD
誘導される結果、重複のない空間充填分布が
完成することが明らかになっ
で self
し、樹状突起空間分布における意義を明らか
にする。

②サンプリング樹状突起の極性配向制御機
構の解析
細胞体の頂点から一本の先端樹状突起を、対
極から軸索の周りを囲んで複数本の基底樹
状突起を伸展させ、それぞれが反対側へ展開
して異なる入力線維と結合する。先端樹状突
起と基底樹状突起の分化機構および逆方向
への投射を誘導するガイダンス機構につい
ては殆ど明らかでない。本研究では、錐体ニ
ューロンの尖端・基底樹状突起の極性を決定
するガイダンス分子機構を解明する。

③複雑な樹状突起維持機構の解明
は絶えずイオンポンプ
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１）。 

②サンプリング樹状突起の極性配向制御機
構の解析：錐体ニューロンは涙滴形の細胞体
の頂点から一本の尖端樹状突起を、対極から
複数本の基底樹状突起を伸展させ、それぞれ
が反対側へ展開して異なる入力線維と結合
する。海馬ニューロンを初代培養し、長期ラ
イブ観察系を用いて GFP ラベルした錐体ニ
ューロンの樹状突起分化過程のダイナミク
スを解析する系を立ち上げた。継時観察の結
果、尖端樹状突起は最初から決定されている
のではなく、未分化な樹状突起間の競合を経
て選択され、残りの突起が基底樹状突起に分
化する現象を見出した。この間最も長い一次
樹状突起基部にゴルジ体と中心体が局在す
る傾向があり、ゴルジ体と中心体の移動と樹
状突起極性の変化が相関すること、最終的に
ゴルジ体が局在する突起が尖端樹状突起に
分化することが明らかになった。また、培養
下における海馬錐体ニューロンと歯状回顆
粒細胞の樹状突起形成ダイナミクスの違い
を明らかにした (Wu et al., PLoS ONE 2015)。 

③複雑な樹状突起維持機構の解明：小脳ニュ
ーロンの初代培養系において、プルキンエ細
胞樹状突起発達中のミトコンドリアの挙動
を観察した。その結果、発達中の樹状突起に
は活発にミトコンドリアが運搬され、ミトコ
ンドリア輸送を阻害すると樹状突起発達が
抑制された。この時突起遠位で顕著に低下す
る ATP を補充すると伸長が回復した。さらに
プルキンエ細胞樹状突起形成において解糖
系の寄与は限定的で、樹状突起に局在するミ
トコンドリアの局所 ATP 産生とクレアチン
キナーゼによる運搬が重要であることを明
らかにした。局所で産生された ATP は突起伸
長を駆動するアクチン代謝の維持に必要で
あり、ミトコンドリア不在下ではコフィリン
活性制御の停滞でアクチン重合が阻害され、
突起伸長による ATP の枯渇を防ぐホメオス
タシス機構が存在することが明らかになっ
た（図２）（Fukumitsu et al., J. Neurosci.2015）。 

 発達した樹状突起分枝を展開する小脳プ
ルキンエ細胞の初代培養において、細胞体か
ら小型のミトコンドリアが伸長中の樹状突
起へ運搬される様子がライブ観察されたこ
とから、ミトコンドリアは細胞体で分裂して
増殖し、樹状突起へ運搬されると示唆された。
そこでミトコンドリア分裂制御因子の Drp1
の機能阻害変異体を強制発現させたところ、
樹状突起へのミトコンドリア輸送が著しく
減少し、樹状突起が矮小化した。子宮内穿孔
法を用いて生体内で Drp1 機能阻害変異体を
強制発現させた場合においても同様に樹状
突起の矮小化が観察されたことから、樹状突
起伸長にミトコンドリア分裂の制御が不可
欠であることが分かった。Drp1 遺伝子の欠損
は活性酸素を増大し、ニューロンの細胞死を
誘発するという報告があるが、抗酸化剤投与
で樹状突起の矮小化は回復しなかった。一方、
培養液中にクレアチンを投与し、クレアチン
リン酸化酵素を活性化して ATP 産生を誘導
すると樹状突起伸長が有意に回復したこと
から、Drp1 によるミトコンドリア分裂が樹状
突起への運搬と局所 ATP 産生を促進するこ
とが樹状突起の成長に必要であることが分
かった（Fukumitsu et al., Mol. Cell. Neurosci. 
2016）。 
 ニューロン分化においてはミトコンドリ
ア分裂のみならず、生合成も活性化している
と考えられる。実際に発生中の小脳および初
代培養下のプルキンエ細胞においてミトコ
ンドリア生合成のマスター制御因子である
PGC1αの発現が樹状突起形成期に上昇する
ことが分かった。そこで PGC1αのノックダ
ウンを行うと、分化過程でのミトコンドリア
数の上昇が抑えられ、個々のミトコンドリア
の活性を示す電子伝達系酵素の発現も低下
するのに加え、樹状突起の伸長が顕著に抑制
された。筋細胞において PGC1αの発現は甲
状腺ホルモン(T3)の制御下にあり、甲状腺機
能低下症でプルキンエ細胞の分化異常が伴
うことが知られている。ニューロンにおける
PGC1α発現制御が T3 によるものかを調べる
ため、無血清培養下で T3 を添加した影響を
観察したところ、PGC1αの発現が上昇し樹状
突起伸長が促進された。逆に T3 を除去する
と PGC1αの活性、樹状突起伸長とも抑制さ
れたことから、小脳発生において T3 分泌が
PGC1αを誘導し、樹状突起形成に必要なミト
コンドリア生合成を活性化させることが明
らかになった（Hatsukano et al., Front. Cell. 
Neurosci.2017）。 
 以上の結果より、ニューロンの樹状突起発
達過程でミトコンドリア生合成、分裂が協調
的に作動し、ミトコンドリア数と樹状突起分
布を増やして突起伸長に必要な ATP 産生を
保証していることが明らかになった。 
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図 2 (A) 小脳プルキンエ細胞の生後 14 日目の像 
(Green)。Magenta は周囲のプルキンエ細胞を示す。
(B,C) 樹状突起ミトコンドリアの局在減少およびク
レアチンキナーゼの発現抑制により樹状突起が矮小
化する。(D) モデル図。樹状突起ミトコンドリアとク
レアチンシャトルが共作用的にアクチン代謝を制御
する。 
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