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研究成果の概要（和文）：本研究では、シナプスの選択的強化・除去（シナプス刈り込み）の神経活動依存性と
その分子基盤の解明を目指し、モデル系として、小脳の登上線維-プルキンエ細胞シナプスの生後発達の機構を
解明することを目指した。申請者は小脳のシナプス刈り込みにおいて神経活動依存性とその下流で働きシナプス
後部からシナプス前部へ伝わる逆行性分子を同定してきた。本研究では、開発したスクリーニング系を用いて未
同定の逆行性分子を同定し、神経活動がどのようにそれらの分子を制御するかを明らかにした。さらに、神経活
動依存性と非依存性の機構がどのように協調してシナプスを選択的に強化・除去するかを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, I tried to elucidate neural activity dependency and its 
molecular basis of synapse elimination (selective strengthening and elimination of synapses). I have
 elucidated the mechanism of postnatal development of the climbing fiber to Purkinje cell synapse in
 the cerebellum as a model system for synapse elimination. I have identified neural activity 
dependency in synapse elimination and retrograde signaling molecules that work downstream of neural 
activity and transmit from the postsynaptic to the presynaptic region. In the present study, I 
identified unknown retrograde signaling molecules using the developed screening system and clarified
 how neural activity regulates these molecules. Furthermore, I clarified how neural 
activity-dependent and activity-independent mechanisms cooperate to selectively strengthen or 
eliminate synapses.

研究分野：神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳機能の基になる神経回路がどのように形成されるかその原理を解明することは神経科学分野で重要なテーマで
あり、発達障害の病態解明・治療法開発ならびに人工知能の開発に多大に貢献する。神経回路が形成されるとき
の重要な過程としてシナプス刈り込みがある。シナプス刈り込みの破綻が社会性低下やコミュニケーション障害
を主症状とする自閉スペクトラム症や統合失調症を発症させる可能性が報告されている。また人工知能を最適化
する方法としてもシナプス刈り込みは着目されている。本研究でシナプス刈り込みのメカニズムを明らかにした
ことで、将来的に脳疾患の治療や人工知能開発に貢献することが期待できる。

※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 
私たちが秩序だった行動をとれるのは、脳や体内において神経のネットワーク(神経回路)が特定
のパターンで形成されているからである。本研究では、生後発達期の機能的神経回路形成におい
て、神経活動が果たす役割とそのメカニズムを解明する。そのために、小脳の登上線維－プルキ
ンエ細胞シナプスでみられる選択的強化・除去を研究対象とする。生まれたばかりの動物の神経
系には、シナプスが過剰に存在しており、シナプスの密度は成熟脳の 2 倍程度にのぼる
（Huttenlocher et al., Neurosci. Lett. 1982）。しかしこの時期のシナプスは機能的に未熟であ
り、動物個体としても脳機能は未熟な状態にある。成長につれて、必要なシナプスは強められて
残存し、不必要なシナプスは弱められて除去されることにより、成熟した機能的神経回路が完成
する（シナプス刈り込み）（Kano & Hashimoto, Curr. Opin. Neurobiol., 2009）。生後発達期の
シナプス刈り込みの異常は自閉スペクトラム症や統合失調症の病態の基盤にあると広く考えら
れており、精神神経疾患の病態解明の点からも極めて高い注目を集めている。小脳の登上線維と
プルキンエ細胞シナプスは、シナプスの選択的強化・除去の機構が比較的良く調べられている。
小脳のシナプス刈り込みは、1 本の登上線維が選択的に強化される過程（選択的強化）、その強
められた１本の登上線維が“勝者”としてプルキンエ細胞樹状突起へ移行する過程（プルキンエ
細胞を支配する線維の選択）、細胞体に残された未熟な“敗者“の登上線維シナプスが除去され
る過程（前期除去過程、後期除去過程）という 4つの過程を経て完成する (Watanabe and Kano, 
2011)。これまでシナプス刈り込みには神経細胞の活動（神経活動）が関わることが示されてき
た（Kano & Hashimoto, Curr. Opin. Neurobiol., 2009）。シナプス刈り込みに関わる分子に関
しては登上線維シナプスの実験系が最も研究が進んでいるが、この系ですら神経活動がどのよ
うな分子基盤を経てシナプスを刈り込みかははほとんどわかっていない。また神経活動依存的
メカニズムと非依存的メカニズムがどのように協調してシナプス刈り込みを完成させるか不明
である。   
  登上線維を除去する分子として、代謝型グルタミン酸受容体やその下流で働く protein 
kinase C などが関わることが示されていた。このような状況で申請者らは、独自に開発した培
養標本を用い、これまで不可能であった神経活動依存的な分子の網羅的スクリーニングを行っ
てきた。これらの研究により代謝型グルタミン酸受容体の下流で働く細胞内分子や逆行性分子
を同定することでそのメカニズムの一端を明らかにした (Uesaka et al., J. Neurosci, 2012; 
Mikuni and Uesaka et al., Neuron, 2013; Uesaka et al., Science, 2014など)。これらの研究は
シナプス除去の後期過程の分子基盤を明らかにしたが、選択的強化など他の３つの過程の分子
基盤に関しては謎のままであった。特に選択的強化やシナプス除去の前期過程に関わる P/Q 型
電位依存性カルシウムチャネルの下流で働く逆行性分子は実体がまったく不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、以下２つである。 
1. シナプス刈り込みにおいて未同定の逆行性分子を同定し、神経活動がそれらの分子を制御す
る機構を明らかにする。 
2. 登上線維が”勝者“の線維として樹状突起へ移行する過程を制御する神経活動非依存的な分
子の実体を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
P/Q 型電位依存性カルシウムチャネルの下流で働く逆行性分子の同定 
シナプス刈り込み時においてプルキンエ細胞で発現する遺伝子はプロファイリング済みである。
P/Q 型電位依存性カルシウムチャネルのノックアウトマウスの小脳において、野生型のマウスの
小脳と比較して、発現が変動する遺伝子を最近プロファイリングした。この２つのプロファイリ
ングデータから、プルキンエ細胞で発現し、P/Q 型電位依存性カルシウムチャネルのノックアウ
トで発現が変化する遺伝子を検出している。逆行性分子として、分泌分子と膜分子を候補とする。
本研究では、これらの候補遺伝子を RNAi ノックダウンし、電気生理学の方法によりシナプス刈
り込み異常を検出することでスクリーニングした。これらの解析により絞り込まれた遺伝子に
関して、ノックアウトマウスを購入あるいは作成し、シナプス刈り込みを含めた神経回路異常や
行動異常を解析した。また P/Q 型カルシウムチャネルのノックアウトマウスの小脳で当該分子
のノックダウンを行い、ノックダウン細胞と非ノックダウン細胞でシナプス刈り込みの程度が
同等か加算的かを調べ、P/Q 型カルシウムチャネルと当該分子が同じシグナル経路にあるかを明
らかにした。P/Q 型カルシウムチャネルのノックアウトマウスの小脳で当該分子の免疫組織染色
を行い、発現が低下するかを明らかにした。 
 
 
”勝者“の登上線維の樹状突起への移行を制御する神経活動非依存的な分子の同定 
勝者の登上線維では何らかの分子が多く発現し、それにより樹状突起へとシナプスを形成でき



ると考えられる。登上線維で発現する分子は解析済みである。機能分子を同定するために、登上
線維の起始細胞である下オリーブ核細胞で RNAi ノックダウンを行った。ノックダウンした登上
線維がプルキンエ細胞の樹状突起へ登らず、細胞体付近で止まっているフェノタイプを示す分
子をスクリーニングした。ノックダウンで機能が確認できた分子はノックダウン配列に抵抗性
のある当該分子の遺伝子を導入しレスキューできるか確認した。その後、ノックアウトマウスを
作成し、当該分子の機能の詳細を解析した。 
 
４．研究成果 
シナプス刈り込みに関わることが示されている神経活動依存性分子の P/Q 型電位依存性カルシ
ウムチャネルの下流で働く逆行性分子（膜分子と分泌分子）をスクリーニングした。まずシナプ
ス刈り込み時においてプルキンエ細胞で発現する遺伝子群と P/Q 型電位依存性カルシウムチャ
ネルのノックアウトマウスの小脳において発現が変動する遺伝子群のデータから、発現量とノ
ックアウトでの発現変動度から候補遺伝子の選定を行った。これらの候補遺伝子をノックダウ
ンし、電気生理学の方法によりシナプス刈り込み異常を検出することでスクリーニングを行っ
た。各候補遺伝子に対するレンチウィルスノックダウンベクターを作成するために、各遺伝子に
対する microRNA を設計し、レンチウィルスに挿入した。さらにレンチウィルスには導入された
細胞が同定できるように EGFP 配列を挿入した。microRNA と EGFP のプロモーターはプルキンエ
細胞で特異的に発現するために改良型 L7 プロモーターを用いた。生後１－２日目のマウスにお
いて、レンチウィルスを用いた遺伝子導入法により候補遺伝子それぞれをノックダウンし、生後
２０－３０日目において小脳の急性スライスを作成しシナプス刈り込みを電気生理学の方法に
より解析した。EGFP 陽性のノックダウン細胞と EGFP 陰性のコントロール細胞でシナプス刈り込
みを比較した結果、ノックダウンした細胞でシナプス刈り込みの異常が認められた遺伝子を２
つ見出した。またそれらの遺伝子のノックアウトマウスを作成し、同様にシナプス刈り込みを解
析した結果、ノックダウンと同様にシナプス刈り込みに障害が見られた。次に、見出したシナプ
ス刈り込みに関わることが示されている神経活動依存性分子の P/Q 型電位依存性カルシウムチ
ャネルの下流で働く分子がシナプス刈り込みのどの過程に関与するかを解析した。その結果、
P/Q型電位依存性カルシウムチャネルの下流で働く分子Neuroserpinのノックダウンマウスはシ
ナプス刈り込みの前期除去過程の異常を示すことが見いだされた。さらに、P/Q 型カルシウムチ
ャネルのノックダウンマウスの小脳で Neuroserpin のノックダウンを行い、単一分子ノックダ
ウン細胞とダブルノックダウン細胞でシナプス刈り込みの程度を比較し解析した結果、P/Q 型カ
ルシウムチャネルと Neuroserpin が同じシグナル経路にあることが示唆された。また登上線維
での分子ノックダウンにより、勝者の登上線維がプルキンエ細胞の樹状突起へ移行する過程を
制御する候補分子を見出した。 
  次に、シナプス刈り込みの全過程におけるシナプス伝達の役割を明らかにするため、マウス
小脳の登上線維―プルキンエ細胞シナプスにおいてシナプス伝達を消失させた時の影響を調べ
た。テタヌストキシン軽鎖（TNLC）は、破傷風毒素のプロテアーゼドメインであり、シナプスの
VAMP2（シナプトブレビン 2とも呼ばれる）を特異的に分解することで、生体内での神経伝達物
質の放出を完全に減少させることができる。新生児マウスの下オリーブ核神経細胞に，EGFP と
TNLC の 2 つのレンチウイルスベクターを 4：1の比率で混合したものを注入した。登上線維にお
ける TNLC の発現が、CF-PC シナプスにおけるシナプス伝達にどの程度影響するかを検証した結
果、生後０日目でTNLCを感染させた生後３日目マウスでは、ほぼすべてのEGFP陽性線維でVAMP2
シグナルが消失していた。これらの結果は、TNLC の感染により、3日以内に VAMP2 が検出不可能
なレベルまで減少したことを示している。さらに，TNLC 感染マウスにおける登上線維―プルキ
ンエ細胞シナプスの機能を調べた。TNLC マウスの小脳スライスを用いて，プルキンエ細胞から
パッチクランプ記録を行い，登上線維による興奮性シナプス後電流（CF-EPSC）を記録した。TNLC
を感染した登上線維が豊富に存在する領域では、極小の CF-EPSCtotal を持つ PC しか採取でき
なかった。以上から、新生児マウスの登上線維に TNLC を感染させることで、感染した登上線維
がシナプス伝達を消失することがわかった。次に、個々の登上線維が勝者の登上線維となって樹
状突起に転位するためには、より高いレベルのシナプス伝達が必要なのかどうかを調べた。その
結果、登上線維のシナプス伝達を遮断しても、勝者の登上線維になることが可能であった。この
ように、生後３日目以降の登上線維のシナプス伝達は登上線維シナプス除去の勝者の登上線維
の選択には必要ないことが見いだされた。次に、シナプス伝達を奪われた勝者の登上線維が、生
後数日で正常な樹状突起領域の拡大を示すかどうかを調べた。その結果は、シナプス伝達が消失
した勝者の登上線維は、プルキンエ細胞の樹状突起を十分に神経支配できないことが判明した。
また、シナプス伝達が消失した登上線維はプルキンエ細胞の樹状突起への移動開始のタイミン
グが遅れていることを見出した。これらの結果は、勝者の登上線維のシナプス伝達はプルキンエ
細胞への支配領域の拡大には必要だが、勝者を決定する要因ではないことを示唆している。 
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