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研究成果の概要（和文）：本研究では大脳皮質の錐体細胞に入力するシナプスを、樹状突起上の空間的配置や分
子マーカーをもとに分類し、それぞれのグループが示すシナプス動態のパターンに違いがあるか検討した。二光
子顕微鏡によるin  vivoイメージング解析の結果、大脳皮質2/3層錐体細胞のapical樹状突起とbasal樹状突起で
は同じ細胞内でもスパインのターンオーバーは異なっていること、また、スパインターンオーバーの違いは
gephyrinが集積してないスパインの安定性が異なる事に起因していることが示された。以上から、興奮性シナプ
スの動態は樹状突起の空間的配置や神経回路に依存して異なる調節を受けている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I examined the turnover rate of dendritic spines classified 
by the spatial location and synaptic marker. In vivo two-photon imaging of the somatosensory cortex 
showed that the turnover rate of dendritic spines was different between apical and basal dendrites 
of layer 2/3 pyramidal neurons. The stability of gephyrin-positive spines which are received the 
inputs from the thalamus, was substantially high both in apical and basal dendrites. Thus, the 
difference in spine turnover rate between apical and basal dendrites was attributed to the stability
 of gephyrin-negative spines. Since the apical and basal dendrites are reported to receive the 
inputs from different sources, these results suggest that the regulation of spine dynamics is 
different between the spines which receive the different inputs.

研究分野：神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）大脳皮質は脳の中でも高次機能を担う
部位であり、複雑な神経ネットワークによっ
て様々な情報処理が行われる。神経細胞同士
の情報伝達の場であるシナプスは、神経細胞
による情報処理の根幹を担う構造であり、シ
ナプスの形成、消失、形態変化を追跡するこ
とは、神経回路の機能が変化する様子を捉え
る上できわめて重要な情報となる。 
 
（２）シナプス動態を追跡する有用な手段と
して、いまや顕微鏡イメージングは欠かせな
い技術となっている。特に二光子励起レーザ
ー顕微鏡を用いることで、生きたマウスの脳
内イメージングが実現し、樹状突起スパイン
を指標としたシナプスレベルでの in vivo イ
メージング研究が数多く報告されている 
(Holtmaat et al., Nature, 2005; Hofer et 
al., Nature, 2009; Yang et al., Nature, 
2009)。しかしながら、これまでの研究では
樹状突起上のスパインを区別なく定量解析
していたため、同じ樹状突起上のスパインで
も投射元の違いによって、その動態が異なる
可能性についてはあまり考慮されてこなか
った。 
 
（３）抑制性シナプスのシナプス後部足場タ
ンパク質をマーカーとすることで、大脳皮質
錐体細胞のスパインを、視床からの入力を受
けるものと他の大脳皮質細胞からの入力を
受けるものに分類する事が可能である
（Isshiki et al., Nat Commun, 2014）。ま
た、channelrhodopsin-2 を用いたシナプス入
力位置のマッピング解析によると、大脳皮質
3 層の錐体細胞に作られる 4 層神経細胞から
の入力は主に細胞体か basal dendrite に存
在する一方で、他の 2/3 層の錐体細胞からの
入力のほとんどは apical dendrite に形成さ
れていることが報告されている（Petreanu et 
al., Nature, 2009）。 
 
２．研究の目的 
 大脳皮質2/3層の錐体細胞に入力するシナ
プスを、樹状突起上の空間的配置や分子マー
カーをもとに分類し、それぞれのグループが
示す特徴的な変化パターンを抽出する。これ
により、投射元に依存した多様なシナプス動
態パターンを見出し、個別の神経回路の特徴、
性質を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）大脳皮質錐体細胞のスパインの一部に
は興奮性シナプスのみならず抑制性シナプ
スも形成されることがあり、これらスパイン
のほとんどは視床からの投射を受けるスパ
インである事が知られている（Kubota et al., 
J Neurosci, 2007, Isshiki et al., Nat 
Commun, 2014）。従って抑制性シナプスの足
場タンパク質である gephyrin をマーカーと
することで、スパインへの投射元を区別する

事が可能となる。顕微鏡イメージングで
gephyrin の集積部位を可視化するため、GFP
標識された gephyrin（gephyrin-GFP）を子宮
内電気穿孔法によりマウス大脳皮質錐体細
胞に発現させた。胎生 15 日のマウス脳室内
に DNA 溶液を注入し、電気パルスをかけるこ
とで脳室周囲の神経幹細胞にDNAを遺伝子導
入した。この時、神経細胞の形態も同時に可
視化するため、赤色蛍光タンパク質である
DsRed2を発現するDNAも同時に遺伝子導入し
た。 
 
（２）遺伝子導入を行ったマウスが成熟後
（２ヶ月齢以上）、顕微鏡イメージングのた
めの観察窓を頭蓋骨に作成する手術を行っ
た。手術法については、深部までイメージン
グが可能な open-skull 法を採用した。 
 
（３）観察窓の作製を行った麻酔下のマウス
を二光子顕微鏡対物レンズ下に静置し、脳内
のイメージングを行った。二光子励起に使用
するパルスレーザーの波長を920nmにセット
し、25 倍対物レンズ（NA1.1）を使用して、
体性感覚野の画像を取得した。スパイン動態
解析のための画像は、73 x 73 μm の画像サ
イズ（1 ピクセルあたり約 140nm）で取得し
た。また、GFP のシグナルと DsRed2 のシグナ
ルはダイクロイックミラーで分離し同時に
取得した。１回目の観察を終えた後、マウス
をケージに戻し、３日後に再度同じ場所を観
察した。１回目のイメージングと同じ場所は
画像取得を行った部位の脳表血管画像を取
得をもとに同定した。 
 
（４）１回目と２回目の画像を比較し、形成、
消失したスパインの数を測定した。また、１
回目、２回目のイメージングでカウントした
スパインの数をもとに、スパインの形成率、
消失率を算出した。Gephyrin-GFP の集積は、
樹状突起上のバックグラウンドシグナルよ
り一定の強度以上のものを抽出する事で同
定した。Apical dendrite、basal dendrite
それぞれのスパインについて gephyrin の集
積の有無を決定し、これらの形成率、消失率
を算出した。 
 
４．研究成果 
（１）脳表面から 200-300μm の深さに位置
する basal dendrite 上のスパインを観察す
るためには、頭蓋骨の一部を除去しカバーガ
ラスを取り付ける open skull 法による手術
が必要となる。しかし、手術後まもなく観察
野が曇る事象が頻発したため、安定して観察
可能な観察野を作成する方法を模索した。頭
蓋骨除去の方法や抗炎症剤の投与などを検
討した結果、カバーガラスを脳表面に密着さ
せることで観察野が曇る頻度を大きく下げ
ることに成功した。 
 
（２）神経細胞の形態と gephyrin 集積部位



を同時に観察するため、子宮内電気穿孔法を
用いてマウス大脳皮質 2/3 層の錐体細胞に
DsRed2 と gephyrin-GFP を共発現させた。マ
ウスが成熟後、（１）で確立した方法で頭蓋
骨に観察野を作成し、二光子顕微鏡による観
察を行って apical dendrite と basal 
dendrite の画像を取得した。1回目の画像取
得から 3 日後に同じ領域の画像を取得した。
新しく形成されたスパインと消失したスパ
インを解析した結果、apical dendrite のス
パインの形成、消失率が 5～6％だったのに対
し、basal dendrite の形成、消失率は 2～3％
であり、同じ神経細胞においても異なる樹状
突起領域で安定性が異なる事が示された。 
 
（３）先行研究では gephyrin が集積するス
パインは視床からの投射を受けるスパイン
であり、安定性が非常に高いことが報告され
ている（Isshiki et al., 2014）。Apical 
dendriteとbasal dendriteにおいてgehyrin
集積スパインの安定性に違いがあるか解析
したところ、どちらの領域においても
gehyrin 集積スパインは非常に高い安定性を
示した。よって、gephyrin 集積スパインの安
定性は樹状突起領域に依存しないことが示
された。 
 
（４）次にapical dendriteとbasal dendrite
で gephyrin 集積スパインの割合に違いがあ
るか調べた。Apical dendrite では gephyrin
が集積しているスパインの割合が全スパイ
ンの 20％程度であったが、basal dendrite
の gephyrin 集積スパインの割合は 12％程度
であった。すなわち、apical dendrite は
basal dendrite に比べ安定性の高い gehyrin
集積スパインの割合が高いにも関わらず、ス
パインのターンオーバーは basal dendrite
よりも高いことが分かった。実際に gephyrin
が集積していないスパインの形成、消失率を
算出したところ、apical dendrite では 7％
程度、basal dendrite では 3～4％程度であ
り、大きく異なっていた。 
 
（５）以上の結果から、一つの神経細胞であ
っても樹状突起の領域や投射元の違いによ
ってスパインの安定性が異なることが示さ
れた。Apical dendrite 上のスパインは basal 
dendrite よりも形成、消失率が高かったが、
視床からの投射を受けるgehyrin集積スパイ
ンの安定性については違いがなかった。つま
り、apical dendrite と basal dendrite のス
パインターンオーバーの違いは gephyrin 集
積が認められない、大脳皮質間シナプスの安
定性の違いに起因すると考えられる。先行研
究では apical dendrite は主に他の 2/3 層の
錐体細胞からの入力を受け、basal dendrite
は主に 4層の神経細胞からの入力を受ける事
が示唆されている (Petreanu et al., 2009)。
よって、大脳皮質間のシナプスであっても投
射元が異なれば、その安定性は異なる調節を

受けている可能性がある。 
 今後、apical dendrite と basal dendrite
のスパインに注目する事で、シナプスの安定
性を調節するメカニズムの一端が明らかに
なることが期待される。また、自閉スペクト
ラム症のモデルマウスではスパインの形成、
消失率が増加する事が報告されているが、ど
のような種類のシナプスで安定性が障害さ
れるかについて、本研究の知見が生かされる
ことが期待される。 
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