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研究成果の概要（和文）：本研究は、小脳プルキンエ細胞をモデルとし、樹状突起が三次元的な空間パターンを形成す
る仕組みを明らかにすることを目的とした。研究成果としては以下のものが挙げられる。
1, 同種樹状突起同士の交差防止の分子メカニズムの一端を明らかにした。 2, ミトコンドリアおよびクレアチンキナ
ーゼによる局所的なエネルギー産生が樹状突起の安定した成長に必須であることを示した。 3, プルキンエ細胞の樹状
突起が平行線維に対して直交して成長することを示した。生体内で平面な樹状突起を獲得するのに必要な仕組みである
と考えられる。またこの成長方向決定メカニズムに関与する分子を一部同定した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the mechanisms regulating three dimensional 
patterns of dendrites by using cerebellar Purkinje cells as a model. Main achievements of the study are 
as follows: 1) We clarified the regulatory mechanisms of contact-dependent repulsion of Purkinje cells, 
which is important for the non-overlapping pattern of dendrites. 2) We proved that local ATP production 
by dendritic mitochondria and creatine shuttling are required for the stable dendrite growth. 3) By using 
artificial nanofibers as scaffolds, we reconstructed parallel-aligned granule cell axons and demonstrated 
that Purkinje cell dendrites tend to grow perpendicular to axons, which ensures flat dendrite formation 
in vivo. Further we identified the molecules which are crucial for the perpendicular contact between 
dendrites and axons.
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１．研究開始当初の背景 

樹状突起の形態や大きさは細胞種依存的

で、入力の種類やシナプス数を規定するた

め、神経回路が機能する上で重要である。 

小脳プルキンエ細胞の樹状突起は直交す

る約十数万本の平行線維とシナプス結合す

る。その樹状突起は非常に大きく、空間を

埋めるように複雑な分岐をしているにも関

わらず、突起同士の交錯がほとんどなく、

単一平面上に投射する。この平面で空間充

填的な分岐形成は、多数の平行線維との重

複ないシナプス結合に必要なほか、小脳機

能の区画化への関与が予想され、正常な小

脳回路の形成に重要だと考えられる。しか

しプルキンエ細胞がいかにしてこの特徴的

な分岐パターンを形成するかほとんどわか

っていなかった。 
 
２．研究の目的 
プルキンエ細胞樹状突起の特徴的な三次

元分岐パターンがどのように形成されるの

か、そのメカニズムについてダイナミクス

レベルで理解することを目的とした。特に

以下の 3点に注目した。 

(1)樹状突起同士が成長する際に自己回避

を行うことで重なりのない樹状突起を形成

する仕組み 

(2)成長時、急速に拡大していく樹状突起が

安定に成長するため必要なエネルギー供給

システム 

(3) プルキンエ細胞が顆粒細胞軸索と直交

して成長することにより、組織内で平面を

形成するメカニズム 
 
３．研究の方法 
(1)小脳分散培養を用いた長期タイムラプ

スイメージング 

本研究は主にマウス小脳の分散培養を用

いて実験を行った。またプルキンエ細胞へ

の遺伝子導入にはアデノ随伴ウイルスを用

いた。プルキンエ細胞は発達期においてダ

イナミックな形態変化を行う。樹状突起の

分岐形成に関わる突起の形態変化の時間経

過を詳細に解析するためにタイムラプス観

察を行った。インキュベーター内蔵型蛍光

タイムラプス顕微鏡を用いることで数十分

-数時間インターバルで一週間程度樹状突

起の形態変化を追跡できる。 

 

(2)樹状突起内の分子活性のイメージング 

プルキンエ細胞の時空間的な分子活性の

変動を観察するために、共焦点顕微鏡を用

いたタイムラプスイメージングを行った。

細胞の ATP 濃度の測定には ATP FRET probe 

である ATeam 用いた。またアクチン骨格の

リモデリング率を測定するために、

EGFP-actin を用いて光褪色後蛍光回復法

(FRAP)を行った。 

 

(3)樹状突起と軸索の直交性の解析、および

関連因子の同定 

エレクトロスピニング法で様々に方向づ

けられたナノ繊維を利用し、そのうえで小

脳細胞を培養することで、顆粒細胞軸索で

ある平行線維の方向性を人工的に操作した。

平行線維はナノ繊維に沿って成長する性質

をもち、それを利用している。さらにプル

キンエ細胞をこの培養系上で成育させ、そ

の樹状突起の方向性を観察・定量化した。

ランダムに配向した繊維上で樹状突起は特

徴的な方向性は示さないが、平行に配列し

た繊維上ではそれに対して直交方向に樹状

突起を形成する。この単純化された実験系

を用い、比較的容易に組織構造に依存した

突起形成過程の観察が可能になった。また

薬剤処理・RNA 干渉法等を用いることで直

交性に関与する分子の特定を行った。 
 
４．研究成果 

(1) 接触依存的な退縮・伸長停止のメカニ

ズム 

接触感知を担う候補分子としてホモフィリ



ックな接着分子の関与が考えられる。これ

までにクラスター型プロトカドヘリン分子

(cPcdh)が樹状突起の自己回避に関与する

という報告があったが、その作用機序の詳

細は分かっていない。本研究では cPcdh に

注目し、プルキンエ細胞樹状突起の接触依

存的な退縮・伸長停止メカニズムの解析を

行った。培養下における当該分子のノック

アウト細胞では突起同士のクロスオーバー

や束化が増加する傾向にあった。一方、接

触依存的な退縮の結果起こることが確認さ

れている細胞体近位の分岐密度の低下は、

野生型と大差なく正常であった。従って

cPcdh は接触によって引き起こされる退縮

ではなく、伸長停止に関与していることが

示唆された。さらに cPcdh の下流分子とし

て考えられている FAK の機能阻害により、

突起の複雑化が確認された。FAK は分岐を

負に制御している可能性が考えられる。

cPcdh と FAK の機能相関に関してより詳細

な解析を行っている。 

 

(2) 複雑な分岐を安定して形成するための

エネルギー供給メカニズム 

発達過程において樹状突起は伸長と分岐

を繰り返すことで、複雑な形態を獲得する。

このダイナミックな成長過程を維持するに

はミトコンドリアの樹状突起への輸送およ

びクレアチン・シャトリング呼ばれる局所

的エネルギー輸送機構が必要であることを

示した。 

ミトコンドリアの樹状突起への侵入を妨

げると、突起の安定的な成長が妨げられた。

その際、樹状突起における ATP 濃度が減少

していることを FRET イメージングにより

明らかにした。さらに樹状突起のエネルギ

ー維持にはミトコンドリアだけでは不十分

であり、クレアチンキナーゼによる局所的

なエネルギー産生(クレアチン・シャトリン

グ)が連動して働いていることを明らかに

した。クレアチンキナーゼ阻害下では ATP

濃度の減少が引き起こされるほか、樹状突

起の伸長が阻害される。 

ミトコンドリアの輸送阻害とクレアチン

キナーゼ阻害において生じるエネルギー枯

渇状態はアクチン制御因子コフィリンのリ

ン酸化状態の低下などより、アクチン代謝

の低下が引き起こされ、その結果樹状突起

の成長が減速することが明らかになった。 

 

(3) プルキンエ細胞樹状突起が平行線維と

直交して成長するメカニズム 

ニューロンは三次元組織の中で、周囲の

物理的構造に影響を受けて形態形成を行う。

小脳プルキンエ細胞は平行線維に対して直

交して樹状突起を形成することにより平面

な突起を獲得することが示唆されている。 

平行線維とプルキンエ細胞樹状突起間の

直交性を再現する実験系を開発した。具体

的には、人工ナノ繊維上で顆粒細胞を生育

させることで平行線維の形成方向を操作し

た。平行線維はナノ繊維上を走行するため、

その方向性はナノ繊維と等しくなる。平行

に配列したナノ繊維を用いることで、平行

線維の配向を二次元的に再現することが可

能となった。さらにこの上でプルキンエ細

胞を成長させると、樹状突起はナノ繊維/

平行線維に直交したパターンを示した。プ

ルキンエ細胞と平行線維は直交することが

この系においても確認された。この結果は、

プルキンエ細胞の樹状突起の成長方向が、

平行線維の配列に依存することを示唆する。

しかし、多くのニューロンは発達過程にお

いて大規模なリモデリングを行って、精巧

な突起パターンを獲得する。プルキンエ細

胞-平行線維間の直交性もまた、正しく配向

した樹状突起以外が刈り込まれることによ

って形成される可能性がある。インキュベ

ーター内蔵型タイムラプス顕微鏡を用い、

突起の成長過程を解析したところ、直交パ



ターンは選択的な退縮ではなく樹状突起の

進行方向が限定されることにより形成され

ることが明らかになった。 

このナノ繊維培養系を用い、これまでに

平面性への関与が示されていた Spectrin 

beta III 分子を起点とし、直交指向性に関

与する分子をさらに探索した。この結果と

して、平行線維とプルキンエ細胞樹状突起

間の接着に関与する分子が候補として得ら

れ、現在解析を進めている。 
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