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研究成果の概要（和文）：発達期の神経回路再編の過程において、シナプス前軸索同士が競合しながら標的細胞
との接続を成熟させていく際の基盤原理はまだほとんど理解が進んでいない。本研究では、軸索の標的支配数は
競合相手の数に依存するという仮説を実験的に検証するため、シナプス前後の接続関係が発達に伴い1対多から1
対1へと収束する毛様体神経節シナプスをモデルとして、シナプス前ニューロン数を遺伝子工学的に間引いた際
の軸索の投射パターンを定量的に評価することで、標的支配数が変化するか否かを調べた。その結果、シナプス
前ニューロン数を半数程度まで減少させても標的支配数の変化は見られず、シナプス後ニューロンの細胞数が連
動して減少した。

研究成果の概要（英文）：The underlying principles that allow axons to compete with each other to 
mature their connections to target cells during developmental neural reorganization are still poorly
 understood. To experimentally test the hypothesis that the number of targets dominated by each axon
 depend on the number of competitors, we used ciliary ganglion synapses as a model system in which 
presynaptic connections converge from one-to-many to one-to-one during development. We 
quantitatively assessed axon projection patterns when the number of presynaptic neurons is 
genetically thinned out. As a result, halving the number of presynaptic neurons did not change the 
number of synapses formed by axons, and the number of postsynaptic neurons also decreased. This 
result suggests that the number of targets dominated by each axon may be destined by endogenous 
molecular/cellular mechanisms, rather than by the number of competitors.

研究分野：神経科学

キーワード： 軸索間競合　コネクトミクス　発達期再編　ニワトリ胚　杯状シナプス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
発達期における神経回路の再編は、脳の発達の根幹を成す現象の1 つである。学習の臨界期の神経基盤として広
く認識されているほか、発達期再編の異常は統合失調症や自閉症、共感覚の原因であるという指摘もされてい
る。本研究で得られた成果は、軸索の標的支配数は競合相手の数ではなく、内因的な分子・細胞メカニズムによ
って運命づけられている可能性を示唆し、今後のさらなる研究の発展が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
発達期の神経回路は、①ニューロンが標的細胞に向けて軸索を伸長する過程、②シナプス接
続を形成する過程、③余剰なシナプス接続を間引く過程、の 3つの一過的な段階を経ることで
成熟していく。このうち第 3の過程はシナプス除去と呼ばれ、活動依存的に必要なシナプスが
強化され不要なシナプスが除去されることで機能的な回路が作られていくと考えられている
(Buffelli et al., Nature, 2003; Hashimoto et al., Curr Opin Neurobiol, 2009)。シナプス除去
は、よりマクロな局所回路の視点から見た場合、シナプス前軸索同士が競合しながら標的細胞
とのシナプス接続を奪い合うプロセスだと言える。一方で、単一軸索レベルの投射解析は技術
的に容易ではないことから、多くの研究は記述的なレベルに留まっており、発達期の軸索投射
がどのような原理によって再編されるのか、まだほとんど理解が進んでいない。 
研究代表者は、発達期の回路再編を研究する新たな実験モデルとしてニワトリ胚毛様体神経節
シナプスに着目して研究を行ってきた。このシナプスは脊椎動物における最もシンプルなネッ
トワークの典型である。毛様体神経節は瞳孔の収縮や焦点調節に関わる副交感神経節で、その
中では毛様体ニューロンが中脳 Edinger-Westphal（EW）核に存在するシナプス前細胞からの
軸索投射を受けている。発達期シナプスの古典的モデルとして長年研究に用いられており、多
くの生理学的・形態学的知見が蓄積しているメリットがある(Yawo & Chuhma, Nature, 1993; 
Dryer, Prog Neurobiol, 1994)。8日胚(E8)では 1つの毛様体ニューロンに対して多数のブート
ン状シナプスが形成されているが、14日胚(E14)ではシナプス後細胞の細胞体を覆う 1つの巨
大な杯状シナプス（カリックス）が形成されるようになり、この過程においてシナプス除去が
生じている(Landmesser & Pilar, J Physiol, 1972)【図 1】。 
研究代表者は近年、in ovo エレクトロポレーション法を応用することで毛様体神経節シナプ
ス前細胞特異的に容易かつ高効率に目的遺伝子を局所導入する手法を独自に開発した(Egawa 
et al., PloS One, 2013)。さらに、Cre/loxPシステムを用いたまばら発現法や、CUBIC法(Susaki 
et al., Cell, 2014)による組織透明化などの新たな技術と融合することで、発達期の神経節内に
おける軸索投射の再編過程の全体像を定量解析した結果、E8 の時点では多数の分枝を持って
いた軸索が、E14までに分枝がなくカリックスを 1つだけ持った均一な投射パターンに収束し
ていくことを見出した。すなわち、シナプス前細胞と後細胞が１対１接続の関係に収束するこ
とが示唆された【図 2】(Egawa et al., Soc Neurosci Abstr, 2014)。このような回路再編の傾向
は、シナプス除去が生じる他の組織でもみられる。例えば小脳の下オリーブ核からプルキンエ
細胞に投射する軸索では分枝数は 7本に収束し、シナプス前後のニューロン数比も 1対 7とな
る(Fujita & Sugihara, Front. Neural Circuits, 
2013)。また筋細胞に投射する運動ニューロン軸
索では、分枝数は標的となる筋肉の種類ごとにお
おむね一定の数に収束する (Brown et al., J 
Physiol (London), 1976; Tapia et al., Neuron, 
2012)。 
個々の軸索が支配する標的細胞の数がそれぞれ
の組織で固有の値に収束するのはなぜなのだろう
か。これまで、発達期におけるシナプス除去は活
動依存的な軸索間の競合に基づくと考えられてき
た。しかし競合原理のみに従うのであれば、相対
的に活動の強い軸索が多くの標的細胞を寡占する
ことになるはずであり、軸索同士が協調したよう
な１対１という接続関係に収束するとは考えにく
い。そこで研究代表者らは、生態系の数理モデル
化のエキスパートである東北大学生命科学研究科
酒井聡樹博士との共同研究により発達期回路再編
の数理モデルを構築してシミュレーション実験を
行った。その結果、①同じ標的に投射する軸索間
の競合、②シナプス数が多い軸索ほど競合に弱く
なる負のフィードバック、③シナプス前細胞と後
細胞の初期数のバランス、の 3つの要素が相互に
作用しあうことで、１対多接続の未熟な初期神経
回路が徐々に自己組織化し、1 対 1 接続のような
寡占の生じない神経回路が創発することを見出し
た。研究代表者の実験システムは、機能的な介入
とその効果の定量的な比較解析が容易に行える点
に研究上のアドバンテージを有する。ゆえに軸索
投射再編の基盤原理を実験的に明らかにできると
考え本研究を着想した。 
 

  

図 1 毛様体神経節における発達期シナプス除去 

図 2 毛様体神経節における均一な軸索投射再編 



２．研究の目的 
我々の構築した回路再編の数理モデルからは、
シナプス前後のニューロン数のバランスが軸索
の標的支配数を決定する一要素であることが示
された。すなわち、シナプス前細胞が相対的に
少なくなって競合相手が減るほどに最終的に収
束する軸索の標的支配数が増えていくことが予
見された。そこで本研究では、毛様体神経節シ
ナプスにおいてシナプス前細胞を間引いた際の
軸索投射パターンを定量的に解析することで、
軸索の標的支配は競合相手の数に依存するの
か？【図 3】という問いに対して、実験的に回
答を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
プラスミド混合液を E2ニワトリ胚の神経管に注入して in ovoエレクトロポレーション法を
用いて中脳に導入することで、毛様体神経節へと投射する中脳 EW核のシナプス前細胞に任意
の遺伝子を発現させた。1：1 接続に収束する E14 までインキュベーションして中脳と神経節
を摘出し、CUBIC法もしくは ScaleS法で透明化して二光子顕微鏡で撮像することで、シナプ
ス前後の細胞数と軸索投射のパターンを定量解析した。 
 
４．研究成果 
①人為的なアポトーシス誘導によるニューロン数比への介入法の確立 
 競合するシナプス前ニューロンを適切な割合で間引くため、ジフテリアトキシン A 鎖(DTA)を
Tet-on システム制御下で発現させて細胞死を誘導する手法を確立した。プラスミドの導入濃度を
最適化することで、間引く割合を任意に制御することが可能となった。 
 
②毛様体神経節シナプスにおけるシナプス前後のニューロン数の定量解析法の確立 
細胞死誘導の効果を正確にモニタリングするため、シナプス前後のニューロンの数を三次元
的に正確にカウントする手法を確立した。毛様体神経節シナプスのシナプス前ニューロンの定
量は、中脳 EW核特異的に発現する Vasotocinの 3D-in situ hybridizationによって実現で
きた。シナプス後ニューロンの定量は、毛様体ニューロン特異的に発現する Islet1/2およ
び Somatostatinの 3次元免疫染色により実現できた。 
 
③軸索の標的支配は競合相手の数に依存するのか？ 
 上述の手法を軸索のまばら蛍光標識と組み合わせ、競合相手を減らした際の個々の軸索の投
射パターンを定量的に解析した。その結果、シナプス前ニューロン数を半数程度まで減少させ
ても標的支配数の変化は見られず、正常条件と同様に 1対 1接続へと収束した。またシナプス
前ニューロンの減少と連動して、シナプス後ニューロンにおいても細胞数が半減した。この結
果は、軸索の標的支配数は競合相手の数ではなく、内因的な分子・細胞メカニズムによって運
命づけられている可能性を示唆する。 
 
④CRISPR/Cas9によるまばら KOシステムの構築 
軸索投射パターンの形態決定に関わる遺伝子を効率的にスクリーニングするために、条件的
発現系と CRISPR/Cas9 システムを組み合わせることで、KO とまばらかつ高強度な蛍光標識
を同時に実現する実験系を構築した。この系を用いることで、90%に達する高い KO効率と軸
索の高強度の可視化を同時に実現することができた。軸索投射パターンに関わる分子メカニズ
ムを明らかにするうえで強力な方法となると期待できる。 
 

図 3 軸索の標的支配は競合相手の数に依存するのか？ 
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