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研究成果の概要（和文）：本研究では、視床皮質投射系をモデルとして、軸索枝分れ形成に対する神経活動の役割、な
らびに神経活動依存的な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。その結果、標的細胞側の機構と
して、神経活動依存的に皮質細胞が産生する因子により視床軸索の分岐が促進されること、また神経活動非依存的な分
岐形成の機構のあることも明らかになった。軸索側のメカニズムとしては、通常はプレシナプスから分岐が形成される
が神経活動に依存してそれ以外の部位からの枝形成が生ずること、細胞骨格制御により軸索分岐が促進される分子機構
の存在が見出された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to reveal the role of neuronal activity in axon 
branching and the molecular mechanisms of branch formation, focusing on the thalamocortical projection 
system. We found that branching of thalamocortical axons is promoted by target-derived molecules which 
are expressed in an activity-dependent fashion and that an activity-independent mechanism also works on 
axon branching. We furhter found that branches mostly emerge from presynaptic sites of thalamic axons in 
normal conditions but appear from non-presynaptic sites with high neuronal activity. Evidence also 
suggests that a cytoskeleton-regulatory mechanism is involved in axon branching.

研究分野：神経科学
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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で
規定された軸索誘導機構によって構築され
るが、その細部は自発発火や感覚入力により
修飾されることが知られている。一旦神経回
路が完成した後も、神経活動によって回路の
再編が生ずる。発達期の視床から大脳皮質へ
の投射系における視床軸索の枝分れ形成で
は、この神経活動依存的な現象がよく記述さ
れている。 
申請者らは、これまでに視床皮質回路を in 

vitroで再現することにより、視床軸索の皮質
内での枝分かれ形成に標的である皮質 4層に
発現する細胞外分子が必要なこと（Yamamoto 
et al, 1989, 1992, 1997, 2000）、ならびに視床や
皮質細胞の発火活動やその間のシナプス伝
達が必要であることを明らかにしてきた 
(Uesaka et al, 2005, 2007）。また、内向き整流
特性を持つカリウムチャネルの過剰発現を
用いて、視床・大脳皮質細胞の両方の神経活
動が、視床軸索の枝分かれ形成に必要である
ことを示すに至っている。しかしながら、そ
れらの分子メカニズムについてはほとんど
明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
上述の背景を踏まえて、本研究の目的は、
視床皮質投射系をモデルとして、軸索枝分れ
形成に対する神経活動の役割、ならびに神経
活動依存的な軸索分岐を制御する分子機構
を明らかにすることである。第１に、標的細
胞側（ポストシナプス側）のメカニズムにつ
いて、軸索枝分れのエフェクター分子として
皮質細胞が神経活動依存的に産生する分子
を見出し、その分子機構を解析する。第 2に、
軸索側（プレシナプス側）のメカニズムにつ
いて、神経活動から軸索形態への変化を生じ
させるダイナミクスを明らかにすることを
目指した。 
 
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。 
視床軸索側のメカニズムについては、前シ
ナプス特異タンパク質と蛍光タンパク質を
コードする遺伝子を視床軸索に導入するこ
とにより軸索と前シナプスを可視化し、タイ
ムラプス観察を行った。さらに、神経活動を
増減させるチャネルタンパク質をコードす
る遺伝子を共発現させることにより、神経活
動をコントロールし、視床軸索の動態を調べ
た。 
 
４．研究成果 
(1) 皮質細胞由来の Netrin-4 による神経活動
依存的な視床軸索の分枝機構 
視床軸索の標的である大脳皮質細胞に発
現する遺伝子の探索を行い（Zhong et al., 
2004; Takemoto et al, 2011）、発達期の軸索成長
に関与すると考えられる遺伝子を複数個同
定した。それらの中で、培養下で神経活動に
依存して増大するものとして、netrin-4 を得
た。netrin-4は netrinファミリーに属する遺伝
子であるが、神経系での機能はほとんど知ら
れていなかった。発達期においては大脳皮質
視覚野や体性感覚野に発現し、生後暗黒下で
飼育したラットではその発現が著しく減少
することが見出された。次に、その作用を調
べるために、視床大脳共培養標本に Netrin-4
タンパク質は添加すると、視床軸索の枝分か
れ形成が顕著に増大することがわかった。さ
らに、netrn-4欠損ラット（北海道大学北田一
博らのグループが作製、Kitada et al., 2008）に
おいて、視床皮質軸索の分岐を軸索トレーサ
ーを用いて調べた。その結果、netrin-4 欠損
ラットでは、視床軸索の分岐数ならびに分枝
長が野生型に比べて有意に減少した。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減
少していることも示された。以上より、
Netrin-4 が発達期大脳皮質で神経活動依存的
に発現し、視床軸索の分岐形成を制御し得る
ことが示された。 
次に、Netrin-4 の視床軸索に対する作用機
序を明らかにするために、その受容体を同定
し、その下流の分子機構を調べた。netrin フ
ァミリーの受容体の候補としては、DCC, 
Neogenin, Unc5A, Unc5B, Unc5C, Unc5D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。次いで、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
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。 

 
(2) 視床軸索の枝分かれに対する BDNF の作
用機序 
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。 
 
 
 

(3) 視床軸索の分岐形成における視床軸索の
神経活動の役割 
視床軸索の形態とシナプスの動態を観察
するために、視床皮質投射を培養下で再現す
ることができる視床皮質共培養を用いた。軸
索とシナプスを可視化するためには、蛍光タ
ンパク質の DsRed とプレシナプスマーカと
して知られている Synaptophysin (SYP)に蛍光
タンパク質を繋いだ SYP-EGFPを用いた。こ
れらのタンパク質をコードするプラスミド
をエレクトロポレーション法によって視床
ニューロンに導入し培養後期に観察を行っ
たところ、SYP-EGFP の集積（puncta）が軸
索に沿って形成される様子がみられた。さら
に、ポストシナプスマーカである PSD-95 の
抗体染色を行った結果、SYP-EGFP の puncta
が PSD-95 と隣接することが確認できた。次
に、分岐点と SYP-EGFPの punctaに対する層
分布を調べたところ、それらの分布には相関
があり、分岐点と punctaはお互いに近傍に位
置することが明らかになった。軸索分枝とシ
ナプス形成の関連性を調べるために、視床軸
索の枝分かれが形成され始める培養 9日目か
ら１日ごとに視床軸索の観察を行ったとこ
ろ、分岐点には SYP-EGFPの punctaが頻繁に
局在することがわかった。さらに、枝分かれ
とpuncta形成の因果関係を明らかにするため、
2 時間間隔でタイムラプス観察を行ったとこ
ろ、punctaから新しい分枝が形成される様子
が観察された。 
このようなシナプスを介した軸索分枝形
成に対して神経活動が及ぼす作用を調べる
ために、遺伝子工学的手法を用いてプレシナ
プス側の神経活動を制御することにより、シ
ナプス依存的な分枝形成機構に対する神経
活動の役割を明らかにすることを試みた。神
経活動の抑制のために Kir2.1を、神経活動促
進のためにバクテリア由来の電位依存性ナ
トリウムチャネルである NaChBac を視床軸
索に発現させ、その際の軸索分岐を調べた。
その結果、神経活動依存的に軸索分岐は増大
するが、活動が活発になったときシナプス非
依存的な分岐形成のモードが出現してくる
ことが明らかになった。以上、本研究により、
哺乳類大脳皮質における神経活動依存的な
軸索分岐形成の細胞レベルとしての特質が
明らかになった。 

 
(4) 神経活動依存的な視床軸索由来因子の役
割 
大脳皮質を構成する多様な細胞の分化過
程において、大脳皮質への主な入力線維であ



る視床軸索に由来する外来的因子が重要な
役割を果たしていると示唆されてきたが、そ
の実体や機能は示されていない。この問題に
取組むために、発生期の視床軸索に特異的に
発現する分子の探索を行い、それらが大脳皮
質細胞の分化に対して持つ作用を解析した。
まず、DNAマイクロアレイ解析やサブトラク
ションライブラリー構築による遺伝子発現
の解析から、視床に特異的に発現する遺伝子
を網羅的に探索し、複数の遺伝子が同定され
た。この中で、Neuritin-1 と Vgf は大脳皮質
感覚野に軸索を投射する感覚性視床核に特
異的に発現し、細胞内局在の解析からこれら
が視床ニューロンの軸索に輸送されること
がわかった。次に、これらの視床由来分子が
発生期の大脳皮質細胞の発達に及ぼす作用
を分散培養系において解析した結果、ニュー
ロンの生存と樹状突起の形成を促進する効
果を持つことを見出した。また、細胞形態の
解析により錐体ニューロンに比べて多極性
ニューロンの割合が増加していることが示
唆された。さらに、Neuritin-1 と Vgf の作用
する細胞の層分布を明らかにするために、ス
ライス培養下にこれらのタンパク質を添加
して調べた。その結果、5 層の錐体ニューロ
ンの樹状突起形成に顕著な効果がなかった
のに対して、4 層に存在する星状ニューロン
の樹状突起数を有意に増加させる働きがあ
ることを見出した。Neuritin-1と Vgfは共に、
神経活動に依存してその発現が増大するこ
とも良く知られており、そのことと考え合わ
せると、視床軸索に由来する外来因子が神経
活動依存的に大脳皮質ニューロンの生存と
形態形成を細胞種特異的に制御する可能性
が示唆された。 
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