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研究成果の概要（和文）： 
神経回路の形成過程で、電気的活動が重要な役割を果たすことは古くから示唆されているが、
そのメカニズムについては不明な点が多い。本研究では視床皮質投射の枝分かれ形成に着目し、
その神経活動依存的な修飾機構を解明することを目指した。その結果、成長する軸索側と標的
である皮質細胞の両方の活動が活発なときに枝分れ形成が促進されることが明らかになり、さ
らに、それを担う分子機構の存在も示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Neural activity is well known to play an important role in neural circuit formation. However, the 
mechanism is largely unknown. We studied the role of neural activity in axonal branch formation, 
focusing on the thalamocortical projection in the mammalian brain. The result shows that both activities 
of growing thalamic axons (presynaptic) and their target cortical neurons (postsynaptic) promote axon 
branching. Evidence also suggests the underlying molecular mechanisms. 
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１．研究開始当初の背景 

過去１０数年に及ぶ軸索誘導機構の研究に

より、軸索伸長に対して誘引・反発活性のあ

る分子が次々に同定され、神経回路形成の原

理的な理解は大いに深まった。しかしながら、

これら誘引・反発の誘導機構だけで精緻な神

経回路形成のメカニズムを説明することは困

難である。実際、枝分かれ形成など標的細胞

との結合性を担う分子機構については不明な

点が多い。さらに、感覚入力由来の神経活動

や自発発火活動など神経細胞の電気的活動が

回路形成に修飾的に働くことが古くから示唆

されているが、現象論的な記載に留まってい

ると言っても過言ではない。この問題を明ら

かにするために、視床から大脳皮質への神経

投射は適した系の一つである。発生期に感覚
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図１．視床－皮質スライス培養で、視床軸索

を標識するために蛍光タンパクのベクターを

電気的に導入する。 

性の視床核から発した軸索は大脳皮質の４層

で主として枝分れを形成しシナプス結合を作

るが、その結合性はそれらの電気的な活動状

況に応じて変化するのである。 

これまでに申請者らは、視床軸索の主たる標的

である皮質第４層に発現する細胞外分子が視床

軸索の伸長停止や分枝を引き起こすことを明らか

にした(Yamamoto et al., 2000a, 2000b; Hanamura et al., 

2004)。さらに、発生期大脳皮質における層特異的

分子の網羅的な探索から、軸索動態に影響し得る

候補分子として stem cell factor (SCF)、protocadherin-9 

(pcdh9)、semaphorin-7a (sema7A)などが標的層に発

現することを明らかにしている(Zhong et al., 2004; 

Maruyama et al., 2008; Matsui et al., 2007 年日本神経

科学学会発表)。一方、これら層特異的な分子発

現に加えて、視床線維や大脳皮質細胞の神経活

動やその間のシナプス伝達が視床軸索の枝分か

れ形成に必要であることが、視床―大脳皮質共培

養系を用いた実験から明らかになってきた（Uesaka et 

al., 2007）。また、予備的な結果ではあるが、内向き

整流特性を持つカリウムチャネル KIR2.1 の過剰発

現により、視床・大脳皮質両方の細胞の神経活動

が、視床軸索の枝分かれ形成に必要であることを

示唆する結果も得ている（Yamada et al., 2007 年日本

神経科学学会発表）。これらの研究成果に基づい

て、標的層に発現する軸索枝分かれ形成を制御

する分子または視床軸索側に分布する受容体分

子の発現レベルが、視床細胞と皮質細胞の活動

によって調節される可能性が示唆されるに至ってい

る（Uesaka et al., 2007）。 

 

２．研究の目的 

以上を踏まえて、本研究では視床皮質投射

をモデル系として、軸索の枝分かれ形成を含

む神経回路形成における神経活動の果たす

役割、神経活動依存的に発現調節される分子

群による軸索分枝の制御機構、ならびにその

分子発現の調節機構を明らかにすることを

目指す。第１に、視床皮質回路における神経

活動のどのような側面が視床軸索の枝分か

れ形成に必要なのかを明らかにする。特に、

Hebb 仮説で提唱されるシナプス前後の活動

の相関性に着目し、視床軸索と皮質細胞の発

火頻度や同期性が視床軸索の枝分かれ形成

に及ぼす役割を解析する。第２に、神経活動

依存的に発現量を変化させる枝分かれ形成

因子群（細胞外分子・分泌型分子）を同定す

るために、これまでの網羅的探索によって得

た視床軸索の標的層に発現する遺伝子プー

ルから細胞の電気的活動によって変動する

ものを探索し、それらの枝分かれ形成活性を

明らかにする。同時に視床側の受容体分子に

ついても同様な解析を行う。第３に、枝分か

れ形成を担う分子が神経活動依存的に発現

量を変化させるメカニズムを解明するため

に、神経活動依存的に転写活性が調節される

ことに着目し、CREB のコファクターである

TORC1 やヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)な

どの活動依存的な枝分かれ形成に対する作

用（Sugo et al., 投稿中）、ならびにそれら

と候補分子との結合性を解析し、神経活動か

ら軸索の形態変化が生ずるまでのシグナル

伝達への布石を打つ。 

 
３．研究の方法 

in vitro において KIR2.1 を用いて視床―大

脳の活動度のアンバランスを生じさせるこ

とによって、視床軸索の枝分か形成を解析す

る。そのために、視床皮質共培養において視

床側あるいは大脳皮質側に電気穿孔法によ

って kir2.1 を導入し（大脳皮質側は胎生期に



図２．発達期の視床皮質投射において、軸索側

（シナプス前）と標的細胞側（シナプス後）の

両方の発火活動が活発なときに、軸索の分岐形

成が促進される。 

予め in utero 電気穿孔法によって導入）、培

養２週後に EYFP で標識した視床軸索を観

察する（図１）。自発発火は多電極培養皿を

用いて記録する。さらに視床・大脳の活動状

態と軸索分枝の関係性を定量的に解析する。 

視床軸索の枝分かれ形成は最終的には皮

質細胞側の細胞表面・細胞外マトリックス分

子や分泌型因子と視床軸索に発現するそれ

らの受容体分子によって制御されていると

考えられ、これまでの網羅的な探索からその

候補分子として stem cell factor (SCF)、

protocadherin-9 (pcdh9) 、 semaphorin-7a 

(sema7A)など約 10 種類の分子を挙げるに至

っている。まず、これらの内で神経活動依存

的にその発現が変化する分子を同定する。そ

のために、視床皮質切片を通常の培養液中と

TTX を含む培養液中で約２週間培養し、皮質

切片から RNA を抽出し、それら標的層特異

的分子の発現量を定量 RT-PCR 法により比

較する。視床切片からも RNA を抽出し、そ

れらの受容体あるいは受容体候補（例えば、

SCF に対しては c-kit、sema7A に対しては

インテグリン）も定量 RT-PCR 法により比較

する。さらに、正常な視覚環境と暗黒下で飼

育したマウスまたはラットから大脳皮質視

覚野切片を取出し、それぞれから RNA 抽出

を行い、上述した候補分子に対して、定量

RT-PCR 法を適応する。予備的な結果から、

神経活動によって発現量を変動させる分子

が複数見出されつつあるので、それらを全て

選出し、次にそれらの枝分かれ活性の有無を

調べる。 
 
４．研究成果 

視床軸索の枝分かれが形成される際、軸索側

（シナプス前）と標的細胞側（シナプス後）

における発火活動の相対的な役割を調べた。

このために、内向き整流特性を持つカリウム

チャネルの一つ Kir2.1 を視床細胞あるいは

大脳皮質細胞に発現させることにより、どち

らか一方の活動が抑制される状況を作り出

し、その際の視床軸索の振る舞いを観察した。

まず、視床細胞側の活動を Kir2.1 によって

抑制した場合、培養２週間が経過しても、視

床軸索の枝分かれはコントロールに比べて

顕著に減少した。次に、Kir2.1 を大脳側に導

入して皮質細胞の活動を低下させた場合も、

枝分かれ形成は著しく抑制された。以上の結

果と、視床側と大脳側の両方の活動を薬理学

的に抑えた場合の結果とを考え合わせると、

軸索の枝分かれ形成には、軸索側(シナプス

前)と標的細胞側（シナプス後）の両方の神

経活動が必要であることが強く示唆された

のである。これにより、軸索枝分かれという

形態変化も同期的な神経活動に依存して強

化されることが明らかになった（図２）。 

上述したように、視床軸索は皮質における

層特異的な分子発現によって標的層で密な

枝分かれを形成するが、視床細胞と標的細胞

の神経活動度によってその程度は大きく変

化するのである。このことは、層特異性とい

ういわば先天的機構と思われていた特性も

神経活動に依存することを示している。これ

には、幾つかの可能性が考えられるが、その

一つに視床細胞および標的である皮質細胞

における分子発現の神経活動依存性が挙げ

られる。皮質側では枝分かれ形成を促す分子

が標的層に発現し、視床側ではその分子に対

する受容体分子が発現し、これらが神経活動

に依存することが想定される。この可能性を

検討するために、標的層特異的かつ神経活動

依存的にその発現量を変化させる遺伝子を

探索した。その結果、上述した ephrin-A5 や

SCFに加えてnetrin-4が一次感覚野の４層に

特異的に発現し、しかもその発現が神経活動

によって変化することを見出した。またスラ

イス共培養法を用いて netrin-4 に軸索枝分



かれ形成を促進させる働きがあることも明

らかになってきた。以上の結果から、神経活

動が netrin-4 の遺伝子発現を介して視床軸

索の層特異的な枝分かれ形成を制御するこ

とが示唆された。 
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