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研究成果の概要（和文）：嗅内野から海馬体への入力は記憶形成に必須の重要な投射経路である。片側の嗅内野が傷害
されると反対側嗅内野から傷害側海馬体への入力線維数が劇的に増加し（再神経支配）、記憶学習障害の自然回復に繋
がることが知られる。本研究ではこの現象の基盤となる個々の神経細胞の形態変化を調べるため、正常の嗅内野―海馬
体投射の形態を明らかにすると共に、再神経支配現象に特徴的な突起形態の変化を抽出する。成果として正常嗅内野V
層―歯状回投射等の新たな線維連絡の他、嗅内野内部の海馬体投射起始細胞分布が帯状を呈することなど重要な法則性
を発見できた。また片側嗅内野傷害実験手法を確立し、動物実験モデルの構築を進めることができた。

研究成果の概要（英文）：Projections from the entorhinal cortex (EC) to the hippocampal formation are 
known as the principal part of the memory circuit. It is also known that unilateral lesion of EC results 
in the significantly increased innervation (reinnervation) of the dentate gyrus (DG) from contralateral 
side of EC, suggesting spontaneous recovery of memory impairment. We aim to clarify the mechanism of 
morphological changes of single EC neurons in such phenomenon, by comparing to the normal pattern of 
axonal collateralization. Our study revealed that the distribution of hippocampal projection neurons in 
normal EC showed a band-like pattern with topographic organization, and also found that layer V neurons 
in normal EC formed complex terminal arborization in DG. We also investigated the efficient procedure for 
making experimental model of reinnervation and further experiments are in progress in order to collect 
enough data for analysis.

研究分野： 神経解剖学
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１．研究開始当初の背景 
1970 年代、ラットで報告された嗅内野—海
馬投射の再神経支配現象（片側嗅内野を人工
的に傷害し同側歯状回への入力を喪失させ
ると、数週間後に反対側嗅内野から傷害側歯
状回に向けて軸索投射の増加が生じること。
引用文献①）は、更に学習行動実験によりこ
の現象が記憶障害の自然回復に繋がること
が示唆され、大きな注目を浴びた。当時、一
般的な標識物質注入法を用いて細胞集団レ
ベルでこの現象を裏付ける報告は幾つかな
されたが、単一の神経細胞レベルでこの現象
を解明した報告は無かった。個々の神経細胞
で生じている筈の軸索形態変化やそのメカ
ニズムについては未だに追求が不十分であ
る。すなわち実際のところこの現象が、元々
反対側海馬体へ投射していたごく少数の嗅
内野細胞の軸索分岐が劇的に増えたためな
のか、それとも正常では反対側へ投射しない
嗅内野細胞の軸索から新たな分岐が発芽し
て反対側海馬体まで急速に伸長したためな
のか、等、未解明の部分が多く残されたまま
である。本研究の研究代表者（本多）は、こ
れまで連携研究者（柴田）と共に、記憶形成
に関わる神経回路の全体像を解明すべく
様々な標識物質注入法でラット海馬体、海馬
周辺皮質、視床間を繋ぐ線維連絡を解析して
きた。更にウイルスベクター注入法による単
一神経細胞レベルでの軸索投射様式につい
ても、幾つかの海馬周辺領域で解析し新知見
を報告してきた（引用文献②〜④）。単一神
経細胞の軸索形態を詳細に調べ、全ての軸索
分岐がどの脳領域に繋がっているのかを判
別できれば、同一の情報が同時にどれだけ
様々な領域へ送られているのかが分かり、引
いてはその細胞を主な構成要素とする投射
経路がどのような機能を担っているのかを
知ることができる。記憶形成に必須とされる
嗅内野—海馬体投射の線維連絡については、
細胞集団レベルでは多数の報告があるが単
一細胞レベルでは殆ど解析されておらず、前
述の再神経支配現象の細胞メカニズムを追
求する上でも、まず正常の単一嗅内野細胞の
軸索分岐形態を明らかにする必要がある。 
本研究の成果は記憶障害の自然回復モデル
動物の作成や、認知症を始めとする記憶障害
患者の新しいリハビリ・治療手段の探索にも
繋がる基盤的な知識と成り得る。 
 
２．研究の目的 
本研究は、記憶学習障害の自然回復という重
要なメカニズムが、in vivo で個々の嗅内野細
胞におけるどのような形態変化によって担
われているのかを明らかにするものである。 
近年京都大学高次脳形態学教室で開発され
たウイルスベクター注入法による単一神経
細胞の軸索可視化手法（引用文献⑤）を用い
て、単一嗅内野細胞の in vivo での軸索形態
変化を明らかにすることにより、これまで不
明であった再神経支配現象の細胞メカニズ

ムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
片側嗅内野傷害後の再神経支配現象におけ
る軸索線維の形態変化を明らかにするため
に、(１)片側嗅内野の人工的傷害モデル動物
を作成し、十分な回復期間を取った後（再神
経支配の完成後）および回復の時間経過を追
って、反対側嗅内野の歯状回投射細胞の軸索
分岐形態が in vivo でどのように変化するの
かを、ウイルスベクター注入法を用いて単一
嗅内野神経細胞で調べる。(２)正常例におけ
る単一嗅内野神経細胞の歯状回投射軸索形
態についてもウイルスベクター注入法を用
いて解析を行い、人工傷害モデルとの比較を
する上でコントロールとして必要な軸索形
態の特徴を把握する。(３）上記と平行して、
通常の標識物質注入法を用いて両側海馬体
へ軸索分岐を送る嗅内野細胞の分布を細胞
集団レベルでも調べ、嗅内野—海馬体投射の
全体像を把握する。尚、本研究では嗅内野お
よび海馬体全域の広がり（領域境界）や層構
築を精確に把握するために、通常の前額断や
水平断にだけでなく海馬長軸に直交する断
面での連続切片も積極的に活用する。連続切
片中で可視化された軸索を、描画装置および
Neurolucida システム（MBF Bioscience 社）
を用いて立体再構築し、必要に応じて長さや
分岐数、終末ブトン数などを定量解析する。 
 
４．研究成果 
 初年度は、本研究を遂行する上で基盤的知
識となる正常ラット嗅内野から海馬体への
投射様式を形態学的手法で調べ、原著論文お
よび学会発表で報告した。(１)まず嗅内野側
の海馬体投射起始細胞の細胞体分布領域・数
を嗅内野全域で調べ、嗅内野—海馬体投射に
特徴的な部位対応性（topography）があるこ
とを明らかにした。すなわち嗅内野から海馬
体への投射における起始細胞分布領域はお
およそ嗅脳溝に平行な長軸を持つ帯状の形
に広がり、嗅脳溝に対する近位—遠位方向が
海馬体長軸つまり中隔−側頭葉軸方向に対応
することが分かった。この成果は、近年注目
されている場所細胞や格子細胞など嗅内野
や海馬体に多い脳内ナビゲーション細胞の
機能解明に繋がる重要な意義を有すると考
えられる。(２)さらに蛍光タンパク GFP を発
現する遺伝子を組み込んだ組み換えシンド
ビスウイルスベクターをラット嗅内野に注
入し、順行性に可視化された嗅内野各層の単
一神経細胞軸索形態を観察した。その結果、
海馬歯状回に投射する嗅内野起始細胞群に
は、主体とされている II 層細胞の他に V 層
細胞も含まれており、この V層細胞は多数の
複雑な軸索分岐をもって歯状回分子層に終
止していることが初めて分かった。この成果
は既存の海馬神経回路を一部書き換えるこ
とに繋がる重要な意義を持つと考えられる。 
 次年度は、(１)初年度の結果を踏まえて嗅



内野の傷害を起こさせるイボテン酸の注入
部位を考慮する・十分な再神経支配を起こさ
せるにはどの程度の回復期間が必要か検討
するなど、片側嗅内野人工傷害モデルの作成
を効率良く行うための手法を、連携研究者の
協力のもとで検討した。(２)更に前年度に引
き続き標識物質注入法による正常ラットの
嗅内野—海馬体投射の解析を行い、その過程
で海馬台における嗅内野等の皮質投射起始
細胞分布についても新しい知見を得ること
ができた。すなわち嗅内野を始めとする様々
な海馬周辺皮質領域に逆行性標識物質を注
入することにより、海馬台錐体細胞層におけ
る各種皮質投射起始細胞は近位—遠位方向お
よび浅—深方向に斜めに重なる複数のサブレ
イヤー状に分布することが分かった。この成
果は海馬体そのものの発生学的構築を考え
る上で大きな学術的意義を持つと考えられ、
最終年度に論文および学会発表で報告した。 
 最終年度は(１)ウイルスベクター注入法
を用いた単一嗅内野細胞の軸索分岐形態の
立体構築データを集積し、嗅内野 II 層、III
層、V 層の主要な海馬体投射起始細胞につい
て特徴をまとめ、平成 27 年の学会発表等を
予定している。(２)尚、当初のラットでの計
画に加えマーモセット（霊長類）での実験モ
デル作成を計画し、準備段階としてマーモセ
ット海馬体および嗅内野への標識物質注入
実験を試験的に施行した。今後の計画として
齧歯類で認められる片側嗅内野傷害後の歯
状回投射神経再支配現象が霊長類にも認め
られるかどうか、認められるとすればその軸
索形態変化の特徴はどのようなものかを明
らかにしたいと考えており、まずは正常マー
モセットにおける嗅内野—海馬体投射関係を
形態学的に明らかにすべく実験に着手しつ
つある。その成果の一部を平成 27 年に学会
発表した。(３)嗅内野傷害モデル動物作成に
関しては、十分な回復期間として 2ヶ月以上
を要すること、その期間の頭蓋成長により実
験成功率低下を免れないこと（頭蓋のサイズ
が変化すると脳アトラスとの誤差が生じ、同
一個体の非傷害側嗅内野のあらかじめ狙っ
た座標に標識物質等を注入することが困難
になるため）などから、成功例として十分な
例数を得るためには更に実験継続が必要と
考えられる。 
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