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研究成果の概要（和文）：発達脳における不用なシナプス結合の除去と有用な結合の強化固定化

の機構を解明するため、小脳の登上線維とプルキンエ細胞間のシナプスをモデルとして研究を

行った。登上線維シナプスの生後発達が、１本の登上線維の選択的強化、強化された登上線維

の樹状突起への移行、前期除去課程、後期除去課程の４過程から成ることや、各過程の分子機

構の一端を解明した。また、登上線維応答の生後発達を in vitro で再現することに成功し、新

規分子群の探索と機能解析の効率化を図った。５年の研究で、当初の目的をほぼ達成すること

ができた。 

 
研究成果の概要（英文）：This research aimed at elucidating the mechanisms underlying 

strengthening of necessary synaptic connections and elimination of redundant ones during 

postnatal development of the brain. For this purpose, we used climbing fiber to Purkinje 

cell synapses in the cerebellum as a model system. We have disclosed that postnatal 

development of climbing fiber to Purkinje cell synapse consists of four distinct phases: (1) 

functional differentiation, (2) dendritic translocation of a single climbing fiber, (3) early 

phase of synapse elimination, (4) late phase of synapse elimination. We have elucidated 

part of the molecular mechanisms underlying each of the four phases. Moreover, we have 

established an organotipic coculture preparation of cerebellar slices with medulla explants 

containing the inferior olive. In this preparation, formation and elimination of climbing 

fiber synapses occur in a manner similar to those seen in vivo. This preparation can be used 

for screening candidate molecules that may be involved in the development of climbing 

synapses. Through the five years’ research, we have achieved most of the original purposes.  
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研究分野：総合領域 

科研費の分科・細目：脳神経科学・神経科学一般、神経筋肉生理学 

キーワード：分子・細胞神経科学、ニューロン・シナプス・神経回路、神経発生・神経発達・

神経再生・神経再建、姿勢・運動制御 

 
１．研究開始当初の背景 

生後間もない発達初期の神経系には一時
的に過剰なシナプス結合が存在する。この時
期のシナプスは機能的に未成熟であり、個体
としても脳機能は未熟な状態にある。成長に
つれて、不要なシナプス結合は除去され、有
用なものが強化固定化されて、成熟した機能
的神経回路網が形成される（シナプスの刈り
込み）。このメカニズムについては、末梢の
神経筋シナプスにおいてよく研究されてき
たが、中枢神経系においては、ニューロンの
入出力関係が複雑であることと、単一シナプ
ス入力の解析が困難なために、シナプスの刈
り込みのメカニズムはよく分かっていなか
った。1970年代から1980年代前半にかけて、
Mariani ら、 Crepel ら、及び Strata らによ
って、生後発達期の小脳登上線維－プルキン
エ細胞シナプスに刈り込みがおこることが
報告され、その経過が詳細に調べられた。ま
た、様々な自然発生ミュータントマウスや生
後の顆粒細胞の細胞分裂を阻害した動物の
観察から、多重支配から単一支配研究には、
平行線維（顆粒細胞の軸索）とプルキンエ細
胞樹状突起の間の興奮性シナプスが正常に
形成されることが必要であることが明らか
になった。私たちは、1990 年代中期から遺伝
子改変マウスと小脳スライスからのホール
セルパッチクランプ法を用いて、発達期小脳
登上線維の刈り込みの分子機構を研究して
きた。本研究開始時点で、マウスでは生後 15
日と 16日が NMDA 型グルタミン酸受容体を介
する神経活動に依存する臨界期であり、その
過程に代謝型グルタミン酸受容体 1 型
(mGluR1)とその下流のシグナル伝達系が関
与することを解明していた(Kano et al. 
2008)。さらに、登上線維シナプスが形態学
的に「除去」される数日前から、機能的な変
化が進行しており、この時期のプルキンエ細
胞は、1 本の強い登上線維とそれ以外の弱い
登上線維によって支配されていること、強い
登上線維と弱い登上線維の違いはシナプス
終末からの神経伝達物質放出の強さの違い
に原因があることを明らかにしていた。 
 
２．研究の目的 
中枢神経系におけるシナプスの刈り込み

の単純な例として、小脳の登上線維とプルキ
ンエ細胞のシナプスがある。成熟動物では小
脳プルキンエ細胞は殆どが 1本の登上線維に

よって支配されるが、発達初期には４本以上
の登上線維の支配を受けている。発達につれ
て過剰な登上線維が「除去」され、残存すべ
き 1本の登上線維が「強化」されて、マウス
では生後約 20 日までに成熟型の 1 対 1 の結
合が完成する。本研究では、発達期小脳にお
いてシグナル伝達系を改変するマウスを作
製し、詳細な電気生理学的及び形態学的解析
により、種々の小脳細胞のうちでどの部位の
神経活動が必須かを明らかにし、さらに神経
活動（電気信号）を細胞内シグナル（生化学
反応）に変換する分子実体と「除去」と「強
化」の実行分子の同定をめざす。 
 
３．研究の方法 

（１）小脳スライスを対象にした電気生理学
的解析 
様々な生後日齢の正常マウス（C57BL/6）及
び各種の遺伝子改変マウスを CO2で麻酔し、
小脳のブロックを取り出して、氷冷下のリン
ゲル液中で 300μm の厚さの小脳スライスを
作製した。1 時間程度室温のリンゲル液中で
回復させた後、記録用チェンバーに移し、水
浸対物レンズ付きの正立顕微鏡下で、スライ
ス内のプルキンエ細胞から、直視化にホール
セルパッチクランプ記録を行った。顆粒細胞
層やプルキンエ細胞の周囲にガラス管の刺
激電極を置き登上線維を刺激した。刺激強度
と位置を系統的に変えて、プルキンエ細胞に
誘発される興奮性シナプス後電流(EPSC)の
ステップの数によって、記録しているプルキ
ンエ細胞を支配している登上線維の数を評
価した。 
（２）麻酔下ラット小脳の電気生理学的解析 
生後 4～15日齢のラットをケタミンとキシラ
ジンで麻酔して脳定位固定装置に固定し、ブ
ラインドのホールセルパッチクランプ法に
よって、プルキンエ細胞からプルキンエ細胞
の膜電位応答を記録した。 
（３）小脳－延髄共培養標本の開発 
生後 10 日齢のラットあるいはマウス脳から
（１）で述べた方法によって小脳スライスを
作製した。また、胎生 15 日目のラット胎児
脳から下オリーブ核を含む延髄組織を取り
出し、小脳スライスに接触させて共培養した。
共培養 7 日目以降に、プルキンエ細胞からホ
ールセル記録を行い、延髄組織片を電気刺激
した時の活動電位や EPSC を記録した。 
（４）形態学的解析 



登上線維終末のマーカーである type 2 
vesicular glutamate transporter (VGluT2)
の免疫組織学によって登上線維の支配領域
を評価した。また、延髄下オリーブ核に順行
性トレーサーの biotinylated dextran 
amine (BDA)を注入して一部の登上線維を標
識し、VGluT2 との免疫二重染色によって登上
線維の多重支配の様子を可視化した。同じプ
ルキンエ細胞が、BDA と VGluT2 の２重陽性の
登上線維終末と VGluT2 単独陽性の登上線維
終末の両方を持つ場合には、そのプルキンエ
細胞は 2本以上の登上線維に多重支配されて
いることが分かる。 
 
４．研究成果 
（１）発達に伴う登上線維シナプスの樹状突
起への移行とシナプス除去  との関連
(Hashimoto et al. 2009) 
生後間もないマウスの登上線維シナプスは、
プルキンエ細胞の細胞体上にあるが、成熟し
たマウスでは登上線維シナプスはプルキン
エ細胞の樹状突起にあって細胞体には存在
しない。したがって、生後発達に伴って、登
上線維シナプスの位置が細胞体からプルキ
ンエ細胞から樹状突起へ移行することにな
る（climbing fiber translocation）。この
現象と過剰な登上線維シナプス除去との関
係を電気生理学的に調べるため、Sr2+存在下
で登上線維を刺激し、刺激に非同期に発生す
る微小興奮性シナプス後電流(mEPSC)を記録
した。mEPSC の立ち上がり時間は、シナプス
の細胞体からの電気緊張的距離を反映する。
そこで、mEPSC の立ち上がり時間から、登上
線維シナプスのプルキンエ細胞樹状突起に
おける位置を推定した。また、上記の電気生
理学的データを形態学的に確認するため、登
上線維終末のマーカーである VGluT2 の免疫
組織学によって登上線維の支配領域を評価
し、また、延髄下オリーブ核に BDA を注入し
て一部の登上線維を標識し、VGluT2 との免疫
二重染色によって登上線維の多重支配の様
子を可視化した。 

その結果、生後 7-8 日では、既に最も優勢
な登上線維(CF-multi-S)とそれ以外の弱い
登上線維(CF-multi-W)に機能的な分化が終
了しているが、どちらの登上線維シナプスも
プルキンエ細胞の細胞体に限局しているこ

とが明らかになった（図１、P7-8 の状態）。
生後 9 日から 14 日にかけて、CF-multi-S は
樹状突起にシナプスを形成して支配領域を
拡大するが、CF-multi-W の支配領域は細胞体
と最も太い樹状突起の基部に限局していた
（図１、P11-12 の状態）。そして、生後 15 日
頃に、この細胞体周辺のシナプスが消失する
ことにより、登上線維の単一支配が完成する
ことが明らかになった（図１、P15-の状態）。 
（２）P/Q 型カルシウムチャネルの役割  
高閾値型の P/Q型カルシウムチャネルのノッ
クアウトマウスと、新たに作製したプルキン
エ細胞特異的な P/Q 型カルシウムチャネル欠
損マウスの電気生理学的及び形態学的解析
を行った。これらのマウスでは生後第 1週に
起こる除去過程が進行せず、また同時に起こ
る 1本の登上線維の選択的強化も起こらない
ことが判明した。したがって、これらの現象
にプルキンエ細胞の P/Q型チャネルを介する
活動が必須で、それ以外の部位の P/Q 型チャ
ネルは関係しないことが判明した。 
（３）登上線維シナプスの生後発達は４過程
から成る(Hashimoto et al. 2009; Kano & 
Hashimoto, 2009) 
生後 3日からのマウス登上線維シナプスの発
達を電気生理学的に系統的に解析した。また、
平行線維－プルキンエ細胞シナプス形成が
低下しているデルタ 2型グルタミン酸受容体
(GluD2)ノックアウトマウスと、P/Q 型カルシ
ウムチャネルのノックアウトマウスを比較
検討した。その結果、登上線維シナプスの生
後発達に関して、従来考えられてきたように、
前期除去過程と後期除去過程の 2期に分ける
のではなく、1)1 本の登上線維の選択的強化
と機能分化（生後 3 日から 7 日）、2)前期除
去過程（生後 7日から 11 日）、3)後期除去過
程（生後 12 日以降）の 3 期に分類すること
が妥当であることが明らかになった。さらに、
2)と 3)に並行して、4)登上線維シナプスの樹
状突起への移行（生後 9 日以降）が起こる。
このうち、1)、2)、4)にプルキンエ細胞の P/Q
型カルシウムチャネルを介するカルシウム
流入が、3)には平行線維シナプス形成が必須
の要件であることが明らかとなった。 
（４）GABA 作動性の抑制性シナプスの役割 
柳 川 ら に よ っ て 作 製さ れ た GAD67-GFP
（Δneo） knock-in mouse (GABA 合成酵素の
ひとつである GAD67 の遺伝子座に GFP 遺伝子
をノックインしたマウス、GAD67+/GFPと表記）
を用いて、GABA 作動性伝達が登上線維シナプ
スの生後発達に果たす役割を調べた。
GAD67+/GFPマウスでは、生後 11 日目以降の登
上線維の除去に障害が認められた。GAD 阻害
剤（3-メルカプトプロピオン酸）を含む Elvax
片を生後 10 日目に正常マウスの小脳皮質表
面に処置し、生後 22 日以降に電気生理学的
に調べると、登上線維による多重支配の残存

図１．登上線維シナプスの生後発達 



が認められた。一方、生後 17 日目に処置し
たものでは異常はみられなかったことから、
生後 10 日から 17 日の間の小脳の GAD 活性の
低下が多重支配の原因であると考えられた。
幼若期には、GABA は GABAA受容体を介して大
部分のプルキンエ細胞を興奮させたが、生後
10 日目以降は大部分が GABA によって抑制さ
れた。したがって、GAD67+/GFP では、生後 10
日目以降のプルキンエ細胞への GABA 抑制の
減弱が登上線維シナプス除去の異常を引き
起こすと考えられた。そこで、生後 10-15 日
目で微小抑制性シナプス電流（mIPSC）を比
較したところ、GAD67+/GFPマウスでは mIPSC の
振幅が有意に減少していた。さらに、GABAA

受容体機能を増進するジアゼパムを Elvaxに
よって GAD67+/GFPの小脳皮質に生後 10 日目か
ら投与したところ、登上線維シナプス除去は
ほぼ正常に回復した。以上から、生後 10 日
目以降の GABAA 受容体を介する抑制が、小脳
登上線維シナプス除去を制御する重要な因
子であると考えられる。 
（５）登上線維応答の生後発達の動物個体
(in vivo)小脳を対象にした解析 
発達期の動物個体(in vivo)の小脳において、
どのような神経活動がシナプスの刈り込み
に関わるかを調べるため、生後 4～15 日齢の
麻酔下のラット小脳において、ホールセルパ
ッチクランプ法によりプルキンエ細胞の膜
電位応答を記録した。生後 11日齢以降では、
成熟ラットで観察されるのと同様に、自発的
な登上線維入力による典型的な複雑スパイ
クが観察された（図２Ａ）。一方、生後 4～10
日齢では、複雑スパイクとは異なるタイプの
自発的なバースト状発火が観察された（平均
3 発、~100Hz：以下、バースト発火、図２Ａ）。
また、生後 8〜10 日齢では、バースト発火と
複雑スパイクの両方が観察された。バースト
発火と複雑スパイクは、その直前に複数の興
奮性シナプス後電位(EPSP)を伴っており、こ
の EPSP の数は発達に伴って減少した（図２
Ｂ）。発達期ラットの小脳スライス標本を用

いて、プルキンエ細胞を支配する登上線維の
本数を評価したところ、登上線維数の発達に
伴う減少は、バースト発火と複雑スパイクの
直前にみられる EPSP の数の発達に伴う減少

の経過とほぼ一致した。したがって、プルキ
ンエ細胞を多重支配する複数の登上線維の
群発によってバースト発火が生じ、発達につ
れて１本の登上線維が強化され、その他が除
去されるにつれて、複雑スパイクが起こるよ
うになると考えられる。 
（６）小脳－延髄共培養標本の開発 
新規分子群の探索と機能解析を効率よく行
うための実験系として、薬物投与や遺伝子発
現の操作が容易であり、かつ in vivo でおこ
る登上線維－プルキンエ細胞シナプスの生
後発達を再現した組織培養標本の開発を目
指した。  生後 10 日齢のラットあるいはマ
ウス脳から小脳スライスを作製し、また、胎
生 15 日目のラット胎児脳から下オリーブ核
を含む延髄組織を取り出し、それらを共培養
した。共培養 7日目以降に、プルキンエ細胞
からホールセル記録を行い、延髄組織片を電
気刺激した時の活動電位や興奮性シナプス
後電流(EPSC)を記録した。延髄の刺激により、
“複雑スパイク”登上線維シナプス様 EPSC
が記録された。また、共培養した小脳のプル
キンエ細胞の樹状突起周囲に、VGluT2 陽性の
登上線維終末が豊富に存在することを確認
した。これらの結果は、培養下でプルキンエ
細胞に登上線維シナプスが形成され、そのシ
ナプスの性質が in vivo や急性スライス標本
で明らかにされた性質と同等であることを
示している。さらに、各プルキンエ細胞を支
配する登上線維数の培養日数に伴う変化を
解析したところ、培養7-9日目から培養14-16
日目にかけて個々のプルキンエ細胞を支配
する登上線維の本数が減少した。今後、共培
養下でおこる登上線維シナプス除去の機構
が、in vivo でおこるシナプス除去の機構と
同じであるかを、薬理学的実験、遺伝子欠損
マウスからの共培養、RNAi による機能分子ノ
ックダウンなどにより検討する。 
（７）成熟動物小脳における登上線維シナプ
スの活動依存性維持(Kakizawa et al. 2005) 
最後に、成熟動物の小脳において、登上線維
シナプスがどのように維持されるかを調べ
た。Na+チャネルのブロッカーのテトロドトキ
シン(TTX)または AMPA型グルタミン酸受容体
のブロッカーの NBQX を含む Elvax 片を生後
24 日のマウスの小脳皮質表面に処置した。３
日から７日後に小脳スライスを作製し、プル
キンエ細胞から登上線維応答を記録すると
ともに、登上線維の形態学的解析を行った。
TTX 及び NBQXが有効に作用していることは、
rotorod test によって、マウスに運動協調障
害が生ずることを指標にして確認した。TTX 
による神経活動の持続的遮断及び NBQX によ
る興奮性シナプス応答の持続的遮断により、
形態学的に登上線維が退縮し、機能的にはシ
ナプス前終末からの伝達物資放出が弱まる
ことがわかった。この原因は伝達物質放出確

図２．In vivo の幼若ラット小脳における登上

線維応答 



率の低下ではなく、放出部位の減少であるこ
とが明らかになった。成熟動物の小脳におい
て、AMPA 型グルタミン酸受容体を介するプル
キンエ細胞の活動に依存した何らかの逆行
性シグナルによって、登上線維の機能と形態
を維持していることが示唆された。 
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