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研究成果の概要（和文）：海馬においてsharp waves/ripples(SW-R)発生時に繰り返し観察されるシークエンス
発火が記憶の固定を担うといわれている。しかし、シークエンス発火が下流の細胞においてどのように受容され
ているのかは未解明である。そこで、SW-Rに参加する細胞としない細胞のシナプス入力を大規模に可視化し、参
加する細胞は参加しない細胞に比べ、SW-R時に多数のシナプス入力を受けることを発見した。さらに、このシナ
プス入力はシークエンス構造を持ち、空間的に近接したスパインに収束することを見出した。空間的に近接した
入力は非線形演算を誘導することから、この入力様式が細胞選択的な発火に関与する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Sequential reactivation of memory-relevant neuron ensembles during 
hippocampal sharp-wave ripple (SW-R) oscillations reflects cognitive processing. However, how a 
downstream neuron decodes this spatiotemporally organized activity remains unexplored. Using 
subcellular calcium imaging from CA1 pyramidal neurons in ex vivo hippocampal networks, we 
discovered that neighboring spines are activated serially along dendrites toward or away from the 
cell bodies. The sequential spine activity was engaged repeatedly in different SW-Rs in a complex 
manner. In a single SW-R event, multiple sequences appeared discretely in dendritic trees, but as a 
whole, sequences occurred preferentially in some dendritic branches. Thus, sequential replays of 
multineuronal spikes are distributed across several compartmentalized dendritic foci of a 
postsynaptic neuron with their spatiotemporal features preserved.

研究分野： 神経生理学

キーワード： sharp waves/ripples　シナプス入力　スパイン　シークエンス入力　海馬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、SW-Rに参加するか否かを明確に分け、シナプス入力の時空間パターンを比較し、SW-Rに参加する細
胞は近接したスパインが繰り返しシークエンス入力を受け取ることを見出した。この結果は、記憶再生時の細胞
選択的な発火メカニズムに「シークエンス構造をもつシナプス入力」が関与しうること示唆した点で意義深い。
また、シークエンス入力の存在を初めて捉えた知見でもあり、今後、樹状突起の演算様式のより詳細な解明につ
ながることが期待される。
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１．研究開始当初の背景 

新たに形成された記憶は、「固定化」というプロセスを経ることで安定化し、長期的に保存され
る。このプロセスにおいて、海馬では、記憶形成時に活動した細胞が SW-Rという特徴的な脳
波を伴い自発的に活動する（Lee AK et al., Neuron, 2002）。記憶に関わる特定の細胞が繰り返
し活動すること、すなわち記憶の再生こそが固定化の本質であると考えられている。それにも
かかわらず、記憶再生時に特定の細胞集団が選択的に活動するメカニズムに関してはほとんど
が未解明である。 

神経細胞の活動は、スパインという突起構造を介したシナプス入力を受けることで惹起される。
このとき、樹状突起において、どのスパインが、いつ、どのような入力を受けるかが、神経細
胞の活動性を大きく左右する。このようなシナプス入力の時空間パターンを説明するモデルと
して、現在、クラスター型と分散型が提唱されている（Polsky A et al., Nat Neurosci, 2008, 

Larkum ME et al., Curr Opin Neurobiol, 2008）。クラスターモデルとは、近接したスパイン
が時間的なまとまりをもった入力、すなわちクラスター入力を受ける、というものである。こ
うした入力パターンは、シナプスの可塑的変化を誘導し、特定の神経細胞を選択的に活動させ
る上で効率がよいと推察されている。このような背景から、「記憶に関わる細胞は SW-R 発生
時に、より多くクラスター入力を受けることで、選択的に再生する」という仮説を立てた。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、記憶再生時の細胞選択的な活動メカニズムを明らかにすることである。個々
の神経細胞の活動様式は、シナプス入力の時空間パターンにより決定される。この時シナプス
入力は線形的に足し合わせられるわけではなく、非線形的に加算されると推察されている。し
かし、シナプス入力の時空間パターンを可視化する技術は限られており、樹状突起の情報演算
に関しては未解明な点が多い。本研究では、SW-R発生時に海馬 CA1野の錐体細胞が受け取る
シナプス入力を大規模に捉え、記憶再生のカギになるシナプス入力の時空間パターンを探索し
た。SW-Rに参加するか否かを明確に分け、シナプス入力の時空間パターンを比較することで、
記憶再生時の細胞選択的な発火メカニズムに「シークエンス構造をもつシナプス入力」が関与
しうることを示した。 

 

３．研究の方法 

シナプス入力の時空間パターンの可視化には、CMOSカメラと CSUユニットを用いた「大規
模スパインイメージング」を用いた。大規模スパインイメージングでは、海馬培養スライスの
単一細胞に電極を刺入することでカルシウム蛍光指示薬である Fluo-4を導入する。これにより、
シナプス後部構造であるスパインのカルシウム蛍光強度変化を捉えることが可能になる。さら
に本研究では、SW-Rに参加するか否かを調べるため、ホールセルに移行する前に、LFPとセ
ルアタッチの同時記録を行った。LFP記録から SW-Rのタイミングを、セルアタッチ記録から
細胞の発火タイミングを読み取ることができる。その後、ホールセルに移行し、LFP記録と大
規模スパインイメージングを同時に行うことで、SW-R 発生時に海馬錐体細胞が受けるシナプ
ス入力の時空間パターンを可視化した。 

 

４．研究成果 

当初は急性スライスを用いた検証を予定していたが、条件検討の結果、十分なスパイン数を確
保できなかったことから、培養スライスを用いた検証に切り替えた。これにより、二光子顕微
鏡ではなく、CMOSカメラと CSUユニットを用いた高速イメージングが可能となり、数百に
及ぶスパインへのシナプス入力を同時に捉えることが可能になった。 

はじめに、培養スライスで観察される SW-Rが生体マウスや急性スライスで観察される SW-R

と同様の特性を保持しているか確認するため、CSD 解析や薬理学的検討を行った。その結果、
培養スライス上で観察される SW-Rは生体マウス、急性スライスで観察される SW-Rと同様の
特性を持つことが確認できた。 

SW-Rに参加するか否か調べるために、ホールセルに移行する前にセルアタッチ記録を行った。
この時に得られた発火が、サロゲートデータと比較して有意に SW-R と同期していた細胞を
SW-R に参加する細胞、サロゲートデータと同程度またはそれよりも低い値を示した細胞を参
加しない細胞とした。記録した全 21細胞のうち、12細胞が SW-Rに参加する細胞、9細胞が
参加しない細胞と判定された。その後、ホールセル記録に移行し、大規模スパインイメージン
グを行った。観察領域はスペースクランプの問題を考慮して細胞体から 200 µm以内とした。 

高速イメージングによって得られたシナプス入力の時空間パターンを SW-Rに参加する細胞と
そうでない細胞で比較し、記憶再生時に見られる特徴的なシナプス入力の時空間パターンの抽
出を行った。その結果、SW-Rに参加する細胞は SW時に多数のシナプス入力を受け取り、そ
の入力は空間的に近接したスパインが受け取ることを発見した。SW-R に参加しない細胞でも
SW-Rの 500ms程度前にシナプス入力の上昇は認められたものの、SW-R時に最大値をとるこ
とはなかった。 

さらにシナプス入力の時空間パターンをより詳細に解析したところ、特定のスパインが特定の
順番で入力をうけるシークエンス様構造を持つことを見出した。このシークエンス構造は



SW-R に参加する細胞において、SW-R 発生時に高頻度に観察された。また、シークエンス構
造は単体で生じることもあれば同時に複数のシークエンス入力が観察されることもあった。
SW-R 発生時に観察される記憶の再生も特定の細胞が順序だった発火を示すシークエンス構造
を持つことが知られている。本研究は、細胞体レベルで報告されてきたシークエンス発火が樹
状突起スパインレベルでも保持されたまま下流の細胞に伝わることを示した初めての知見であ
る。 

さらに、シークエンス入力が樹状突起上のどのスパインで生じているのか明らかにするため、
観察されたシークエンスに含まれるスパインの空間分布を再構築した。その結果、10 µm以内
のスパインが共通のシークエンスに参加しやすいことを発見した（ローカルシークエンス）。つ
づいて、ローカルシークエンスが、単独で生じるのか複数同時に発生するのか、また方向性を
持つのか検証した。その結果、ローカルシークエンスは複数の樹状突起において同時に発生し、
それぞれ特定の方向性を示すことを明らかにした。 

これらのデータは、SW-R に参加する細胞が、近接したスパインでシークエンス入力を受け取
ることを示すものである。これまでに、近接したシナプス入力や細胞体に向かうシナプス入力
は効率よく細胞体を脱分極させることが知られている。本研究で示した SW-R時のシナプス入
力の時空間パターンは SW-R発生時の細胞選択的な活動のメカニズムの一端を担う可能性があ
る。 
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