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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、シナプスの安定化をもたらす分子的基盤の解明を目ざした。まず、大
脳皮質錐体細胞の樹状突起スパインを二光子顕微鏡で経時的にin vivoイメージングし、安定して維持されるス
パインと新たに出現したスパインを同定した。次に同じ樹状突起を電子顕微鏡で観察して樹状突起スパインの三
次元再構築像を得た。その結果、安定スパインと新生スパインとではネックの長さはほぼ同じであるが、安定ス
パインではスパインヘッドが大きく、形態も複雑であった。さらにシナプス安定化の分子メカニズムの解明のた
め、シナプス誘導に関わる膜タンパク質であるテニューリンのシナプス形成過程における役割について明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：This project focused on the molecular mechanism of synaptic stabilization. 
First, dendritic spines of cortical pyramidal neurons were imaged in vivo using two-photon 
microscopy over time to identify stably maintained spines and newly emerging spines. The same 
dendrites were then examined by electron microscopy to obtain ultrastructural images of dendritic 
spines by three-dimensional reconstruction. The results showed that the neck length of the stable 
spines was almost the same as that of the newly emerged spines, but the spine head of the stable 
spines was larger and the morphology more complex. In addition, to elucidate the molecular mechanism
 of synaptic stabilization, we clarified the role of teneurin, a membrane protein involved in 
synaptic induction.

研究分野： 神経形態学

キーワード： シナプス　光学顕微鏡　電子顕微鏡　光-電子相関顕微鏡法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳が長期にわたり安定に記憶を保持するためにはシナプスが長期にわたって安定的に維持される必要がある。一
方、新しいことを学習したり外界の変化に応じて柔軟に対応したりするためにはシナプスが可塑的である必要が
ある。本研究課題では、安定して維持されるスパインの形がどのようなものであるかを明らかにした。スパイン
の安定性は自閉症などの発達障害や精神疾患とも関連しており、スパインを安定に維持させるしくみの解明や、
どのような分子がスパインの安定化に関わっているのかが明らかになれば、発達障害や精神疾患の病因・病態の
理解につながるものと期待できる。

※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 

脳が長期にわたり安定に記憶を保持するためにはシナプスが長期にわたって安定的に維

持される必要がある。一方、新しいことを学習したり外界の変化に応じて柔軟に対応したり

するためにはシナプスが可塑的である必要がある。本研究課題は、シナプスの安定化をもた

らす分子的基盤の解明を目的とし、大脳皮質錐体細胞におけるスパインの安定性とスパイ

ンの形態との関連について解析した。 

 具体的な手法としては、まずスパインの安定性について調べるために二光子励起レーザ

ー顕微鏡を用い、マウス大脳皮質体性感覚野の神経細胞の同一の樹状突起を長期間にわた

って観察した。その後、同じ部位を電子顕微鏡で同定し、電子顕微鏡によるスパインの立体

再構築像を得た。これにより長期にわたって安定なスパインと新たに生成されたスパイン

に特徴的な形態学的特性について解析した。しかし研究開始当初は、二光子顕微鏡で観察し

たスパインと同じスパインを再現性良く電子顕微鏡で同定するため手法が確立されておら

ず、同じスパインを光学顕微鏡と電子顕微鏡で照合することは困難であった。 
 
２．研究の目的 

本研究課題は、シナプスの安定化をもたらす分子的基盤の解明を目指し、大脳皮質錐体細

胞における樹状突起スパインの安定性と形態的特性との関連について、光学顕微鏡と電子

顕微鏡を併用した光-電子相関顕微鏡法により解析することを目的とした。さらにシナプス

安定化機構を分子レベルで解明するために、興奮性および抑制性シナプスの誘導に関わる

膜タンパク質分子であるテニューリン２に着目し、テニューリン２を介したシナプス誘導

について、特に細胞骨格タンパク質との関連に注目して解析した。 
 
３．研究の方法 

まずマウス大脳皮質錐体細胞に GFP-PSD95 と DsRed を in utero electropolation を用

いて遺伝子導入した。GFP-PSD95 は成熟したスパインに集積することからスパインの観察

に用いた。一方、DsRed は細胞全体を標識するための volume マーカーとして使用した。

これらの蛍光タンパク質を導入したマウス大脳皮質錐体細胞を二光子顕微鏡を用いて観察

した後、同じ箇所を効率的に電子顕微鏡で同定し、樹状突起スパインを三次元再構築した。

In vivo イメージングでは頭蓋骨を薄く削る、いわゆる thinned skull 法を用い、同一の樹

状突起を経時的に観察することで樹状突起スパインを長期にわたり観察した。次に、光学顕

微鏡で観察したのと同じ箇所を電子顕微鏡で観察するための手法を開発した。具体的には

二光子顕微鏡による最後の観察を終えた後、マウスを還流固定し、脳をスライス化した後で、

二光子顕微鏡のレーザーのレーザーパワーを上げてスライスに焼灼痕を作成し、この焼灼

痕を指標として標的となる樹状突起をマークした。次にこの脳スライスに電子顕微鏡用試

料作製のため、オスミウム酸による固定や酢酸ウランを用いた電子染色を施し、脱水後、

Durcupan 樹脂に包埋した。樹脂包埋した脳スライスをトリミング加工し、FIB-SEM で観

察するための一連のプロトコールを完成させた。FIB-SEM による観察に当たってはこの焼

灼痕を指標とし、取得した画像を用いて標的の樹状突起スパインの三次元再構築を行った。 

一方、テニューリン２を介した解析については、遺伝子導入とその後の観察が容易な海馬

初代分散培養系を用いた。抑制性シナプスの集積については抗 gephyrin 抗体を用いた免疫

染色により評価した。 



 
４．研究成果 

まず、前項において示した光-電子相関顕微鏡法による同一視野観察のための手法を確立

した。In vivo イメージングから電子顕微鏡観察までの一連のステップを詳細に検討し、二

光子顕微鏡で観察した樹状突起スパインを再現性良く電子顕微鏡像で同定するためのプロ

トコールを確立した。次に、この手法を用いて安定スパインと新生スパインの形態を比較し

たところ、スパインネックの長さは安定スパインと新生スパインの間で変わらないのに対

し、安定スパインの方が新生スパインに比べ大きなスパインヘッドを有することが確認さ

れた。また安定スパインのスパインヘッドの形態は比較的複雑で多岐にわたるのに対し、新

生スパインのスパインヘッドは単純な形態をとるものが多いことが確認できた。さらにこ

れらのスパインとシナプス結合する軸索を同定し、軸索の形態や、同じ軸索に結合するスパ

イン同士の形態についても解析を行った。光学顕微鏡によるシナプス観察においては、蛍光

標識された樹状突起上のシナプス後部の形態を観察することは容易であるが、これとシナ

プスを形成する軸索を同定し、その形態を観察することは困難である。本研究で確立した光

-電子相関顕微鏡法によるシナプス観察では、前シナプスを形成する軸索の形態学的特徴に

ついて観察することが可能であり、シナプス観察において有用といえる。 

 さらに、中枢神経系におけるシナプスの安定化機構の分子メカニズムの解明を目指し、特

にシナプス誘導に関わる膜分子であるテニューリン２に注目した。テニューリンは様々な

種において広く保存されている膜タンパク質であり、哺乳類では 4 種類のタイプがある。

このうちテニューリン２については、これまでの研究からシナプス形成や神経発生過程に

おいて重要な役割を担うことが知られている。そこでテニューリン２のシナプス形成にお

ける役割について解析することを目的としてその配列を検討したところ、微小管との相互

作用がシナプス形成に関与する可能性が見出された。そこでテニューリン２の微小管相互

作用部位を単独で過剰発現させたところ、抑制性シナプスの形成が阻害された。このことか

ら、テニューリン２が微小管依存的に抑制性シナプスを誘導することを見出した。 
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