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研究成果の概要（和文）： 齧歯類の嗅覚系の一次中枢である嗅球では、成体においても抑制性介在ニューロンが新生
され続けており、投射ニューロンとのシナプス形成を経て、既存の回路に組み込まれている。この組み込みのメカニズ
ムについては先行研究の知見から、「新生細胞は、匂い入力に依存的して回路へ組み込まれる。」という仮説が提唱さ
れていた。しかし、技術的な制約からその検証は行われてこなかった。
 本研究では、この仮説を検証する為に光遺伝学を用いた実験系を立ち上げ、新生細胞の組み込み様式の解明にアプロ
ーチした。

研究成果の概要（英文）： The olfactory bulb is the first relay center in the mammalian olfactory system an
d its major local inhibitory interneurons, granule cells (GCs), are continually produced throughout adulth
ood. These adult-born GCs are integrated into the pre-existing neuronal circuit through forming synapses w
ith projection neurons. Based on the previous studies, it has been hypothesized that new-born neurons are 
integrated in an activity-dependent manner. Due to technical difficulties, this hypothesis has not been te
sted.
 In this project, we developed the experimental system using optogenetics to overcome technical difficulti
es and the hypothesis about the integration mechanism of adult-born granule cells was approached through t
his system.
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１．研究開始当初の背景 
齧歯類の嗅覚系の一次中枢である嗅球で

は、成体においても抑制性介在ニューロンが
新生され続けており、投射ニューロンとのシ
ナプス形成を経て、既存の回路に組み込まれ
ている。これまで、新生細胞の分化に関わる
分子機構や電気生理学的性質などが明らか
にされてきが、新生細胞が既存の神経回路に
どのような様式で組み込まれるかは明らか
になっていなかった。 
成体の脳室下帯で新生した細胞は嗅球ま

で移動し、その多くが GABA 作動性抑制性介
在ニューロンである顆粒細胞に分化する。顆
粒細胞は軸索を持たず、シナプスの入出力を
樹状突起上で行う。先行研究では、新生顆粒
細胞はその樹状突起を外叢状層まで伸ばし
てスパインを形成し、投射ニューロンの樹状
突起との間にシナプスを形成することが明
らかになっている。このシナプスは双方向性
で、投射ニューロンから顆粒細胞からへの興
奮性入力と、顆粒細胞から投射ニューロンへ
の抑制性出力から成り立っている。 
これまでの先行研究において、マウスに多
くの種類の匂い物質を嗅がせると、嗅球で生
き残る新生細胞の数が増えることが明らか
になっている(Rochefort et al., JNS, 2002)。
一方、匂い入力の遮断により、嗅球で生き残
る新生細胞の数が減ることも示されている
(Yamaguchi and Mori, PNAS. 2005)。以上の
研究から、「新生細胞は、匂い入力に依存し
て回路へ組み込まれる（投射ニューロンとシ
ナプス形成を形成する）。」と推測されてきた
が、その検証は行われてこなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、この仮説を検証する為の実験

系を立ち上げ、新生細胞の組み込み様式の解
明にアプローチすることを目的とする。この
仮説の検証には以下のステップが考えられ
る。 
（１）新生顆粒細胞を標識する 
（２）入力によって嗅球回路の一部を活性

化する 
（３）新生顆粒細胞が活性化部位に組み込

まれるか、すなわち投射ニューロンとシナプ
ス形成を行うかを検証する 
これまで仮説が検証されてこなかったの

は、以上の（２）と（３）のステップにおい
て技術的な制約があった為である。まず（２）
については、通常、嗅球回路の活性化は匂い
分子をマウスに嗅がせることで行われてき
たが、匂い分子の不安定性の為に、繰り返し
効率的に嗅球神経回路を活性化することは
難しかった。また、（３）においては、嗅球
の投射ニューロンが c-Fos や Zif といった活
性化マーカーを特異的に発現しないことか
ら、活性化された部位を特定するのが困難で
あった。さらに、これまで外叢状層において
顆粒細胞が投射ニューロンの樹状突起にコ
ン タ ク ト さ せ る ス パ イ ン

（”dendritic-targeting spine”）が主要
なシナプス形成の場として指標にされてき
たが、投射ニューロンの樹状突起は、外叢状
層において密に走行している為、活性化され
た投射ニューロンの樹状突起にコンタクト
する dendritic-targeting spine を同定する
のは困難であった。従ってシナプス形成の解
析対象が、投射ニューロンの樹状突起にコン
タクトする新生顆粒細胞からのスパインを
指標にしている限りは、「新生顆粒細胞の入
力依存的な回路への組み込み」を検証するこ
とは非常に困難であった。 
そこで本研究では、遺伝子改変マウスとウ

ィルスを用いた光遺伝学を使い、さらに独自
に発見したスパイン構造を利用することで
上記の技術的制約を乗り越えた実験系を作
り、仮説の検証にアプローチすることにした。
まず、（２）については投射ニューロンにチ
ャネルロドプシンを発現させて発火活動を
引き越すことで、再現性良く効率的に回路を
活性化する。（３）の前者の問題については
投射ニューロンに発現させたチャネルロド
プシンとフュージョンしている蛍光タンパ
ク質を指標に活性化した投射ニューロンを
同定する。（３）の後者の問題については、
申請者の観察から同定された、投射ニューロ
ンの細胞体にコンタクトするスパイン
（”perisomatic-targeting spine”）を指
標に、新生顆粒細胞の回路への組み込み様式
の解明を目指す。これは、投射ニューロンの
個々の細胞体が、区別できる程度の密度で存
在していることから、活性化された投射ニュ
ー ロ ン の 細 胞 体 に コ ン タ ク ト す る
perisomatic-targeting spine を同定するこ
とが可能になる為である。 
以上のように本研究では、「新生細胞は、

入力に依存的して回路へ組み込まれる（投射
ニューロンとシナプス形成を形成する）。」と
いう仮説を検証する為の実験系を立ち上げ、
新生顆粒細胞が投射ニューロンの活動依存
的に perisomatic-targeting spine を形成す
るかを調べる。 
 
３．研究の方法 
（１）新生顆粒細胞の標識と投射ニューロン
の標識 
新生顆粒細胞の標識はGFPをコードするレ

トロウィルスとレンチウィルスを用いて行
った。特に、レンチウィルスについては標識
の為の蛍光タンパクが強く光るという利点
がある。また、投射ニューロンは抗 PGP9.5
抗体を用いた免疫染色で標識した。 
 
（２） perisomatic-targeting spine におけ
るシナプス形成 
perisomatic-targeting spineを新生顆粒細
胞の匂い入力依存的な回路に組み込みの指
標にする前に、まず perisomatic-targeting 
spine がシナプス構造を持つのかについて明
らかにする。顆粒細胞は GABA 作動性ニュー



ロンであり、嗅球の投射ニューロンはグルタ
ミン作動性のニューロンであることから、
「perisomatic-targeting spine では、投射
ニューロンから新生顆粒細胞への興奮性シ
ナプスと、新生顆粒細胞から投射ニューロン
への抑制性シナプスが形成されている」と予
想した。 
新 生 顆 粒 細 胞 の dendritic-targeting 

spine については、シナプスマーカーを用い
た免疫染色によって、投射ニューロンの樹状
突起とのシナプス形成が解析されている。本
研究でも、同様の手法を用いる。 
投 射 ニ ュ ー ロ ン か ら

perisomatic-targeting spine への興奮性入
力 を 明 ら か に す る 為 に 、
perisomatic-targeting spine 側に興奮性の
ポストシナプスマーカーであるPSD95が発現
し て い る か を 調 べ る 。 ま た 、
perisomatic-targeting spine から投射ニュ
ーロンへの抑制性出力を明らかにする為に、
perisomatic-targeting spine に抑制性のプ
レシナプスマーカーであるGAD65が発現して
いるかを調べる。 
 
（３）新生顆粒細胞が投射ニューロンの活動
依存的に perisomatic-targeting spine を形
成するかを調べる為に、チャネルロドプシン
を用いた光遺伝学を利用して以下の手順で
実験を行う。 
①嗅球において投射ニューロン特異的に Cre
タ ン パ ク を 発 現 す る マ ウ ス
（Protocadherin21-Cre マウス）の嗅球にチ
ャネルロドプシンと蛍光タンパクの逆向き
の配列が loxp で挟まれたアデノ随伴ウィル
スを注入して２週間待ち、嗅球の投射ニュー
ロン特異的にチャネルロドプシンと蛍光タ
ンパクを発現させる。 
②嗅球の上部に光刺激用カニューラを固定
する。また、subventricular zone で新生す
る顆粒細胞をGFPをコードするウィルスで標
識する。 
③②の手術の２日後から、自由行動下のマウ
スにおいて、連日に渡って青色光による刺激
を行い、嗅球の投射ニューロンの発火活動を
引き起こす。  
④灌流固定後に免疫染色を行い、シナプス形
成 の 指 標 と し て perisomatic-targeting 
spine を解析する。 
また、予備実験として、投射ニューロンの

発火活動が光刺激により引き起こされるの
か、さらに、どのような光刺激のパラダイム
が匂い入力による発火活動と類似した活動
を引き起こすのかを調べる。この為に、in 
vivo 麻酔下のマウスにおける電気生理実験
を行い、投射ニューロンから記録を取り、光
刺激に伴った活動電位を記録する。 
 
（４）行動実験 
これまでの先行論文から、嗅覚系における

成体の神経新生は匂いの学習や記憶の形成

に重要な役割を持つと考えられている
(Lazarini and Lledo, Trends Neurosci. 
2011)。このことから、嗅球の新生顆粒細胞
は、匂い学習の際に、その匂い分子によって
活性化された投射ニューロンに特異的にシ
ナプスを形成する可能性がある。この可能性
に備えて、自由行動下での光照射に加えて、
匂い刺激の代わりに、光刺激による投射ニュ
ーロンの活性化を用いた学習をマウスに行
わせる為の実験の立ち上げを始めた。 
 
４．研究成果 
（１） perisomatic-targeting spine におけ
るシナプス形成 
perisomatic-targeting spineにシナプス

が形成されるかをシナプスマーカーを用いて
解析した。まず、投射ニューロンから新生顆
粒細胞のperisomatic-targeting spineへ興
奮性のシナプスが形成されているかを、ポス
ト側の興奮性シナプスマーカーであるPSD95
の抗体を用いて調べた。その結果、新生顆粒
細胞が生まれて10日の時点では約60%の
perisomatic-targeting spineが、4週の時点
では90%以上のperisomatic-targeting spine
がPSD95を発現していた。次に、新生顆粒細胞
のperisomatic-targeting spineから投射ニ
ューロンへ抑制性のシナプスが形成されてい
るかを調べる為に、プレ側の抑制性シナプス
マーカーであるGAD65に対する抗体を用いて
調べた。その結果、新生顆粒細胞が生まれて
10日の時点では約20%の
perisomatic-targeting spineが、4週の時点
では約80%のperisomatic-targeting spineが
GAD65を発現していた。以上の結果から、新生
顆粒細胞はperisomatic-targeting spineに
おいて投射ニューロンの細胞体とシナプスを
形成していることが明らかになった。 
 これまでの先行研究では、新生顆粒細胞の
シナプス形成は、主に投射ニューロンの樹状
突起に作られるものが着目されてきたが、本
研究において、新生顆粒細胞は投射ニューロ
ンの細胞体との間にもシナプスを形成してい
ることが明らかになった。 
perisomatic-targeting spineが投射ニュ

ーロンの細胞体とシナプスを形成することが
確認できたことから、この
perisomatic-targeting spineを組み込みの
指標とすることができる。次の段階として、
このperisomatic-targeting spineに着目し、
新生顆粒細胞の嗅球回路への組み込みメカニ
ズムを調べることが可能になる。 
 
（２）チャネルロドプシンを用いた実験系の
確立 
①Protocadherin21-Cre マウスの嗅球にチャ
ネルロドプシンと蛍光タンパクの逆向きの
配列が loxp で挟まれたアデノ随伴ウィルス
を注入したマウスでは、投射ニューロンの一
部にチャネルロドプシンが発現していた。 
 



②光刺激により投射ニューロンの発火が引
き起こせるかについては、in vivo 麻酔下の
マウスにおける電気生理実験を行って確認
した。アデノ随伴ウィルスを注入したマウス
の嗅球において、投射ニューロンの細胞体が
位置する部位にガラス電極を刺入し、嗅球上
部から青色光を照射した。5msec の光を 10Hz
で照射したところ、それに追随する発火活動
が記録された。次に、光照射の１パルスあた
りの照射時間を徐々に延ばして記録を行っ
ていくと、200msec の光刺激を与えた際にガ
ンマ帯域のLFPのオシレーションが観察され
た。これは、呼吸時に入る嗅覚入力によって
引き起こされるガンマ帯域のオシレーショ
ンと同様のものであったことから、200msec
の光刺激によって、匂い刺激で引き起こされ
る投射ニューロンの活動を疑似的に引き起
こすことが可能となった。 
 
（３）perisomatic-targeting spine の観察 
（２）の実験で同定した、匂い刺激で引き越
される活動を疑似的に引き起こす光刺激を、
新生顆粒細胞が標識されたマウスにおいて
3.5 週に渡って行った。その際に単一顆粒細
胞が形成する perisomatic-targeting spine
の数を観察すると、チャネルロドプシン陽性
の投射ニューロンにコンタクトするspineの
数よりも、チャネルロドプシン陰性の投射ニ
ューロンにコンタクトするspineの数の方が
多くなる傾向が見られた。このことから、新
生顆粒細胞は生まれて 4週の時点では、活性
化レベルの高い投射ニューロンよりも、活性
化レベルが低い投射ニューロンへシナプス
を形成して組み込まれている可能性が示唆
された。 
 
（４）行動実験 
匂い刺激の代わりに、光刺激による投射ニ

ューロンの活性化を用いた学習をマウスに
行わせる為の実験として、水を報酬とした光
刺激との関連学習を立案し、トレーニングを
進めている。 
 
これまで、齧歯類の嗅覚系における成体の

神経新生の分野では、新生細胞がどのような
様式を経て既存の回路に組み込まれるかに
ついてはほとんど明らかになっていなかっ
た。本研究において光遺伝学を用いて嗅球投
射ニューロンを再現性良く効率的に活性化
できる実験系ができたことで、これまで多く
の議論がなされてきていたものの具体的な
解析方法が無かった「嗅球の新生顆粒細胞は、
匂い入力に依存して嗅球の神経回路に組み
込まれる」という仮説の検証にアプローチで
きることになった。 
また、今後、本研究での解析を進めること

で得られる知見は、新生顆粒細胞が嗅球回路
内で、どのような情報処理を担当するかとい
う機能的役割の解明の最初のステップにな
りうると期待している。もう一つの成体神経

新生の部位である海馬においても、新生され
た細胞のシナプス形成が回路内の活動に依
存して形成されるメカニズムの詳細につい
ては明らかになっていない。したがって本研
究が進むことで得られる知見は、嗅覚系に加
えて海馬の成体神経新生の研究分野への応
用も期待できる。 
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