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研究成果の概要（和文）：発達期の脳における神経回路は、感覚由来の神経活動や自発発火活動によって変化すること
が知られているが、そのメカニズムについては不明な点が多い。本研究では、視床から大脳皮質への軸索投射に着目し
、神経活動に依存した軸索分岐形成について、その分子メカニズムを明らかにすること目指した。その結果、大脳皮質
側からはその神経細胞の活動度に応じてnetrin-4が分泌され、軸索分岐に対して促進的に作用することが明らかになっ
た。また、視床軸索側の機構としては、前シナプスでの神経活動に依存したエンドサイトーシスが神経栄養因子の取り
込みを増大させ、軸索分岐を促進的に作用することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：During development neural circuits are established not only by molecular cues but 
also neuronal activity. In the present study, we attempted to reveal the molecular mechanisms that underli
e activity-dependent axon branching, focusing on the thalamocortical projection. As a result, we found tha
t netrin-4 is expressed in cortical cells in an activity-dependent fashion and promotes branch formation o
f thalamocortical axons. Moreover, endocytosis in presynaptic sites, which is regulated by firing activity
, promotes axon branching by increasing uptake of neurotrophic factors.
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１．研究開始当初の背景 
神経回路の基本構造は発生プログラムに

よって自律的に形成されるが、一方で発火活

動やシナプス活動によって後天的に変化す

ることが古くから知られている。この２元的

な制御機構は Nature vs Nurtureの問題として
もしばしば取り上げられてきた。私たちは視

床から大脳皮質への投射系における軸索分

岐に着目し、この問題を細胞・分子レベルで

解明することを目指している。視床ニューロ

ンから発した軸索は一次感覚野の主として

４層で分岐を形成し、皮質ニューロンとシナ

プス結合を作る。この軸索分岐パターンは哺

乳類で共通であり発達初期に完成するが、生

後の感覚入力により大きく変化する。これま

でに私たちは、主として in vitroの実験系を用
いて、視床皮質軸索の分岐形成が神経活動に

より促進されること（Uesaka et al, JNS, 27, 
5215-5223, 2007）、さらにシナプス前細胞（視
床軸索側）とシナプス後細胞（大脳皮質細胞）

の両方の神経活動が必要なことも明らかに

した (Yamada et al, PNAS, 107, 7562-7567, 
2010）。次なる問題は、これらの神経活動に
依存した分子機構を明らかにすることであ

る。 

 

２．研究の目的 

以上を踏まえて、本研究では視床から大脳

皮質への投射系において、神経活動に依存し

て軸索分岐を制御する分子機構を明らかに

することを目指した。そのため、標的細胞で

ある皮質側ならびに、伸長する軸索側のメカ

ニズムに分けて研究を行った。 

 

３．研究の方法 

標的細胞由来因子の軸索分岐作用を解析す

るためには、視床皮質共培養標本、遺伝子欠

損動物を用いた。視床皮質共培養標本では、

視床軸索を緑色蛍光タンパク質によって可

視化し、in vivoでの解析には軸索トレーサー

を用いた。軸索側における標的由来分子に対

する受容体同定のためには、 in situ 

hybridization法、細胞株を用いた結合実験を

行った。また、候補受容体の作用を調べるた

めには、視床皮質共培養標本の視床細胞に対

してその遺伝子の過剰発現やノックダウン

実験を行った。また、前シナプスでのエンド

サイトーシスやエクソサイトーシスの役割

を調べるためには、視床細胞にそれらの働き

を阻害するタンパク質をコードする遺伝子

の導入を行った。 

 

４．研究成果 

これまでに、視床皮質軸索の分岐形成を担う

分子機構として、ネトリンファミリーに属す

る Netrin-4が発達期大脳皮質で層特異的かつ

神経活動依存的に発現し、視床軸索の分岐形

成を制御し得ることを示唆した。本研究では、

Netrin-4の機能を in vivoで明らかにすると共

に、その受容体を同定し、その下流の分子機

構を明らかにすることを目的として実験を

行った。 

 まず、Netrin-4の機能を in vivoで明らかに

するために、netrin-4 欠損ラットと野生型に

おいて、皮質視覚野で 4層を通過する視床軸

索をトレーサーを用いて観察した。その結果、

netrin-4 欠損ラットでは、分岐数ならびに分

枝長が野生型に比べて約 2/3 にまで減少した。

加えて、体性感覚野において 5-HTT（セレト

ニントランスポーター）に対する抗体を用い

て視床軸索の終末分布を調べたところ、

netrin-4 欠損ラットで、その染色強度が野生

型に比べて有為に減少していることが示さ

れた。これらのことから、Netrin-4 が in vivo

においても軸索分岐に促進的に働くことが

示された。 

 第 2 に視床軸索の分岐形成を担う Netrin-4

の受容体を同定することを試みた。まず、そ

の候補として、DCC, Neogenin, Unc5が挙げら

れるので、それらの in situ hybridizationを行

った結果、DCC, Neogenin, Unc5Bが生後発達

期のラット視床に強く発現することが分か

った。次に、Netrin-4 との結合性を DCC, 

Neogenin, Unc5B を発現させた HEK293 細胞

上で調べたところ、Netrin-4は Unc5Bにのみ
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強く結合することが分かった。さらに、Unc5B

の機能を調べるために、視床皮質共培養系に

おいて RNAi法を適応し視床軸索の分岐形成

を観察した。shRNAにより視床ニューロンの

Unc5Bをノックダウンすると、皮質切片での

軸索分岐は顕著に減少した。 

以上の結果から、神経活動依存的な視床皮

質軸索の分岐形成には、Netrin-4 が皮質ニュ

ーロンの活動状況を反映して産生され、一方

皮質内に侵入した視床軸索は Unc5B によっ

て netrin-4 を受容し、細胞内シグナル伝達系

を介して分岐形成を促進させることが示唆

された。 

標的由来因子として netrin-4 に加えて、

brain derived neurotrophic factor (BDNF)が視床

軸索に作用して軸索分岐を促進することも

見出された。実際、視床皮質共培養に BDNF

を 200 ng/ml 添加することにより、軸索分岐

が有意に増大した。さらに、BDNFによる視

床軸索への作用として、シナプス末端からの

取り込みによって分岐が形成される仮説を

掲げ、エンドサイトーシスの役割について解

析を行った。そのため、視床ニューロンにエ

ンドサイトーシスを阻害する AP180Cタンパ

クをコードする遺伝子を視床細胞に遺伝子

導入した。その結果、Ap180C の濃度に応じ

て分岐形成が抑制されることが示された。ま

た、エクソサイトーシスに関わるタンパク質

として知られるシナプトタグミンのミュー

タントの遺伝子を視床細胞に導入すること

によっても同様の表現型が見出されたこと

から、シナプス小胞のリサイクリングによる

シナプス部位での取り込み機構が神経栄養

因子による軸索分岐に対して重要な役割を

果たすことが示唆された。さらに、視床軸索

側の発火活動が活発化するとリサイクリン

グが増大することと考え合わせると、神経活

動依存的に視床軸索での神経栄養因子の取

り込みが増大すると考えられ、以上の結果は

神経活動依存的な軸索分岐のメカニズムと

して重要なものであることが示唆される。 
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