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研究成果の概要（和文）：中枢神経における長期シナプス再編とその制御機構について生体イメージングを主な手法と
して検討をおこなった結果、障害神経細胞において、ミクログリアは直接の接触により、過剰興奮による細胞障害死を
抑制していること。幼若期においてミクログリアは直接接触によりシナプス形成に寄与していることが判明した。慢性
疼痛モデル動物を用いて検討した結果、大脳皮質においては長期固定シナプスと可変シナプスが存在し、痛覚入力持続
などの環境が変化する場合、可変シナプスがより高率に再編されることが判明した。グリア細胞は発達期や脳障害後の
回復期など脳機能が大きく変化する時期の神経回路の変化に重要な役割を持っていることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We attempted to elucidate the synapse remodeling and its underlying mechanisms, e.
g glial contribution, mainly by using in vivo multiphoton microscopy.1)glutamate could be an attractant on
ly to activated microglia, 2) microglia could rescue the damaged neurons by direct contact onto the damage
d site. 3) in developing cortex, microglia contribute to the generation of synapses. In addition, in the m
ature cortex, there are two subclasses of synapses, stable synapses with a larger head size, and unstable 
synapses with a smaller size in head. In case of pathological condition, such as chronic pain model, unsta
ble synapse were preferentially eliminated and new spines were replaced with such a preexisting unstable s
ynapses.
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１． 研究開始当初の背景 
脳の発達の最終段階において神経回路の再編

成が観察される。発達期および障害回復期の脳
機能の変化はシナプス結合の変化に伴う機能ネ
ットワーク自体の変化に起因していることが示
唆される。形態的なネットワークの変化として、
発達期における余剰なシナプスの除去(synapse 
elimination）が代表的な変化として挙げられる
（神経筋接合部；申請者 Science 1997, 小脳登
上線維;狩野 Mol Neurobiol. 2001）。神経細胞
ネットワーク再編の生体における経時的観察は
神経筋接合部などの末梢神経シナプスで２０年
前確立されて以降、脳へのアプローチという技
術的な制約のため中枢神経での生体内経時観察
は、近年の２光子励起顕微鏡によるイメージン
グによってようやく可能となってきた。そのた
め、長期神経回路再編という見知からは、神経
筋接合部で得られているようなシナプス競合・
除去や再生過程を凌駕する情報は圧倒的に少な
い。 
申請者は非線形光学系多光子励起レーザー顕微鏡
による in vivo２光子励起観察の技術改良を行い、
マウス大脳皮質において、世界トップクラスの脳
表面から１mm 深部（皮質全層）の微細構造をサブ
ミクロンレベルで観察する技術の構築を行うとと
もに、同じ動物で同一微細構造の２ヶ月以上の長
期繰り返しイメージング技術も構築した。この２
光子顕微鏡の生体応用により、中枢シナプス結合
の可塑的長期変化（ターンオーバー：消失・新生）
の観察が可能となった。 
 
２．研究の目的 
中枢神経における長期シナプス再編とその制御機
構について、特にグリア細胞の関与について、生
体イメージングを主な手法として検討を行う。 
(1) シナプスターンオーバーの機序: 
シナプス消失（除去）の動的メカニズムについて
は発達期神経筋接合部において神経終末のシュ
ワン細胞による包括（Lichtman 2004）や、マク
ロファージの関与が示唆されている（Akasaka, 
2004, Watt 2004）が､中枢シナプスでは未解決で
あった。グリア細胞は易活性化のため、in vitro
標本では生体内現象を再現することは困難であ
り、生体内イメージングによる観察が不可欠であ
る。障害・正常脳においてミクログリアによって
除去された部位に再びシナプス新生が起こるの
か検討する。 
(2) シナプスターオーバーの解明の検討: 
同一個体で同一シナプスの繰り返し観察（1 st 
image/2nd image）に基づいて得られたターンオ
ーバー率は、１日間で約５％である(マウス、申
請者ら Neurosci 2009, Gan 2007）。これに対し、
長期間インターバル（１ヶ月間）でもターンオー
バー率は 10％以下である（Grutzendeler 2002, 
Zuo 2005)および我々の予備実験(１ヶ月；8%)。
このインターバルに依存せずにスパインおよび
ブートンターンオーバー率が近似である理由と
して、成熟動物では可変シナプスと固定シナプス
の存在が考えられる。シナプスのターンオーバー
が興奮性全シナプスに共通な現象であるのか、長

期安定シナプスと可塑性を担う不安定シナプス
が存在するのか、慢性疼痛モデルマウスなど、シ
ナプスターンオーバーの亢進したマウス大脳皮
質において検討する。 
(3) 未熟期脳においては生後２－３週目のマウ

ス大脳皮質ではターンオーバ率が１０日イ
ンターバルで７０％である（Holtmaat 2005）。
シナプスの急激な増加時期に係わるグリア
細胞の役割について、特に、ミクログリアの
関連を検討する。 

 
３．研究の方法 
(1) 神経回路活動を生体で亢進・減弱させ、ミク
ログリアのシナプス接触回数および時間を検討
する。予備実験で体温低下、感覚入力遮断で接触
頻度が有意に減少している結果を得ている。 
(2) ２光子観察下（大脳皮質２/３層）で Iba1 
GFP マウス第２/3 層の錐体細胞内にパッチ電極
で Caged Ca2+を alexa594(赤)とともに投与する。
可視下で神経細胞に脱分極通電により活動電位
を発生させミクログリア突起が神経細胞へ近づ
くのか、観察する。 
(3) Caged グルタミン酸（DMNP-EGTA 波長２光子
励起波長 730 nm）を利用して、シナプス以外の
極局所でグルタミン酸 uncaging を行い、ミクロ
グリア突起が同部位へ伸展するのか観察する。 
(4) 幼若期マウスシナプスターンオーバー率が成
熟期と比較し高いことが予測されるが幼若期への
２光子顕微鏡応用の困難さから生後1-３週目での
報告は非常に少ない。大脳皮質シナプスが爆発的
に増大する生後１－２週目のマウス大脳皮質にお
いてミクログリアの除去が可能な遺伝子改変マウ
スを tet0 システムを用いて作成する。同マウスに
おいてミクログリアとシナプス新生・除去の生体
イメージングによる検討を行う。 
(5) シナプス再編が亢進している慢性モデルマウ
スを用いて、グリア細胞、特に、シナプス新生に
関与することが報告されているアストロサイトに
ついて、アストロサイト活性を制御する手法の開
発を行い、および生体への適用と生体イメージン
グを組み合わせて行う。 
 
４．研究成果 
(1) ミクログリアの誘引物質の検討。 
ミクログリアのシナプスへの誘因物質として、こ
れまで ATP のみが報告されている。一方で、グル
タミン酸については、誘引物質として、賛否両論
があるため、まず、光感受性 caged グルタミン酸
をマウス大脳皮質スライス標本に適用し、２光子
励起顕微鏡を用いてミクログリア突起の近傍にお
いてグルタミン酸の uncaging を行い、ミクログリ
ア突起の同部位への伸展の有無を確認した。その
結果、細胞体が大きくかつ突起数の少ない活性型
ミクログリアはグルタミン酸への突起伸展応答が
見られる一方、非活性型ミクログリア（resting 
microglia）はグルタミン酸応答を示さなかった。
この結果から、ミクログリアは活性化状態により、
グルタミン酸への応答が変化することが判明した。
現在、その受容体（AMPA 受容体や代謝型受容体）
について、免疫組織法および免疫電子顕微法を用



いて検討を加えているが、まだ明確な結果を得る
のはもう少し時間が必要である。 
一方、ミクログリアに GFP が発現しているマウス）
大脳皮質から作成した脳薄切片において、大脳皮
質錐体細胞にパッチクランプ法を用いて電流通電
を行い、過剰な脱分極を行った結果、軸索の膨張
に伴う、異常な脱分極が観察され、しばしば細胞
死または、軸索の異常膨張（Bulebbing）が観察さ
れた。 
軸索膨張により容量依存性陰イオンチャネル
（VACC）が開口し、ATP およびグルタミン酸が放
出される。ミクログリアがこれらを感知し、膨張
した軸索を wrapping する。ミクログリアによる
wrapping 自体、またはしばしばその後に観察され
るミクログリアの軸索貪食により、神経細胞の膜
電位は静止膜電位へ回復した。容量依存性陰イオ
ンチャネルブロッカー存在下では、軸索膨張部位
へのミクログリアの集積は抑制され、その結果、
異常脱分極の持続、それに引き続く神経細胞死が
観察された。これらの結果から、ミクログリアは
これまで数多く報告されている死滅した細胞の除
去の他に、障害部位自体へのアプローチと同部位
の wrapping による修復、または障害部位の除去を
行い、神経細胞を過剰活動による死から保護して
いるという新しい機能を提示することができた。 
 
(2) ミクログリアによるシナプス新生。 
我々の先行報告（Wake et al 2009）において、障
害脳においてミクログリアはシナプスの除去にか
かわることを報告して以来、発達期や障害脳にお
けるシナプス除去へのミクログリアの寄与に関す
る報告が多くなされている。一方で、未熟期には
ミクログリアは活性型と類似した形態を示してお
り、また活性型は脳由来成長因子やトロンボスポ
ンジンなどのシナプス形成関連因子を放出するこ
とが知られている。このため、未熟期におけるミ
クログリアがシナプス新生にかかわる可能性につ
いて、２光子顕微鏡を用いて生後１－２週目のマ
ウス大脳皮質一次感覚野におけるミクログリア動
態を観察した。 
生後８－１０日目においてはミクログリアは大き
な細胞体、少ない数の突起を有しており、いわゆ
る“活性型”に近い形態であることが判明した。
ミクログリアと神経樹状突起との相互作用を観察
すると、ミクログリアが接触すると、高頻度（接
触の約５０％）でシナプス後構造の前構造である
フィロポディアの形成が認められた。このミクロ
グリアにより形成されるフィロポディアが実際の
シナプス構造になる確率は、非接触で形成される
フィロポディアがシナプスになる確率と同等であ
った。 
このミクログリアによるシナプス形成が長期的な
神経回路形成・維持に関連する可能性について、
ミクログリア特異的および時期特異的にジフテリ
ア毒素（DTX）を発現させる遺伝子改変マウスの作
成を行った。DTX-tetO マウスと Iba-1 tTA マウス
を交配したマウス（DTX-tetO-Iba1 tTA マウス）
において、生後５－８日目において母親のえさか
らドキシサイクリンを除外した。その結果、仔マ
ウスの大脳皮質のミクログリアの数を半減させる

ことができた。同マウスにおいて、生後２週目、
２ヶ月目において、シナプス密度を検討した結果、
有意に減少が認められた。形態的な数の減少に加
えて、機能的な変化を検討するために、生後２ヶ
月齢のマウスから脳薄切片を作成し、大脳皮質第
２・３層の錐体細胞からパッチクランプ法を用い
てシナプス電流の記録を行った。興奮性シナプス
電流の発生（観察）頻度も優位に減少していたが、
シナプス電流の大きさは対象群と有意差は観察さ
れなかった。この結果から、生後１週目に見られ
るミクログリアによるシナプス新生は、単に同時
期におけるシナプスターンオーバーに寄与するば
かりではなく、長期的に維持されるシナプスの形
成に関与している可能性が示唆される。 
 
(3)成熟期における長期的なシナプス可塑性と維
持の観察。 
成熟期におけるシナプス新生・消失、維持につい
て、すべてのシナプスがターンオーバーに関与す
るのか、または、変化しやすいシナプス群が存在
するのかを検討するために、脳自体には障害はな
いが、末梢からの入力が亢進しておりシナプス再
編が亢進している慢性疼痛モデルマウスの大脳皮
質感覚野のシナプスの長期観察を行った。正常・
成熟動物では、シナプスの約７％（シナプス後構
造であるスパインの変化を計算）が新生消失を繰
り返絵している（ターンオーバー）。慢性疼痛モデ
ルマウス（坐骨神経の軽度結札）において、坐骨
神経損傷後、シナプスターンオーバー率の大幅な
増加が見られた。しかし、シナプス密度の変化は
見られなかった。 
損傷前後において消失するシナプスの形状を検討
した結果、スパイン頭部のサイズ（直径）が小さ
いものが優位に除去され、その大きさの大きいも
のは、坐骨神経による入力活動の増大（脳内活動
環境の変化）によっても除去されず、むしろ大き
さの増大が見られた。さらに、このシナプスは数
週間以上の長期にわたり残存した。一方、サイズ
の小さいシナプスは除去される確立が高い傾向に
あった。 
加えて、末梢神経損傷直前に新生した未熟なシナ
プスは、脳内環境が変化した後にはそのサイズは
漸減し除去され、環境の変化後に新生したシナプ
スの残存率は優位に高いことが判明した。 
この結果から、サイズの大きい強いシナプスは長
期的に維持され、サイズの小さい弱いシナプスが
おもに入れ替わっていることが判明した。このこ
とは易可変シナプスと定常固定シナプスが存在し、
学習などにおけるシナプス強化にはこの可変シナ
プスが関連している可能性が示唆された。また、
新生したばかりの未熟シナプスは脳内環境により
容易に除去され、新しい環境可で新生されたシナ
プスが環境に適応した神経回路を作成する可能性
も示唆された。 
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