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研究成果の概要（和文）：本研究は神経回路再編のメカニズムを網羅的な形態学的に明らかにすることを目的と
し、コネクトミクス解析を確立した。単眼遮蔽に伴い視覚入力の差が引き起こされた結果、視覚野内神経細胞は
より入力を受ける側のシナプスに移行する。この変異を解析するため、Activity 依存性に発現するc-Fosならび
にFosB、CREBを用いて解析した結果、経時的に発現誘導される細胞数の増加が観察された。発現誘導されてきた
細胞を同定後、コネクトミクス解析により網羅的にシナプス解析を行った。その結果、入力が減弱したシナプス
が衰退したのち、３日目以降に入力が増強したシナプスがより増加する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism of the neural circuit reorganization, we have 
established connectomics analysis of visual cortex. After monocular deprivation, the neurons in the 
visual cortex were more received from open eye input. As a result of having immunohistochemically 
analyzed using c-Fos, FosB and CREB, these activity dependence inducted proteins were resulted to 
detect the changes of ocular dominance plasticity. Using connectomics analysis, synaptic connections
 were cyclopedically analyzed in layer IV of visual cortex. As a result, we detected that first the 
synapses received from deprived eye input were reduced, next the synapses received from opened eye 
input were increased. 
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１．研究開始当初の背景 
 我々の脳にある神経回路は、様々な外来の
刺激を受け、その刺激に適応するように神経
回路を修飾、そして変化(可塑性)させている。
この神経回路調節機構の解明は、我々人間社
会の質の向上に直結する重要な課題である
ため、これまで国内外で様々な検討がなされ
てきている。その中でも視覚野神経可塑性を
対象とした研究は、左右の眼からの光刺激を
増減(単眼遮蔽)させることで比較的容易に神
経回路網を変化させることが出来ることか
ら、神経可塑性研究の基盤としても多くの研
究がなされている。この神経回路調節にはセ
ロトニン、ノルアドレナリンといった生体ア
ミン類が関与していること(Nakadate et al, 
2001, Matsukawa, Nakadate et al, 2003, 
Nakadate et al, 2006, Nakadate et al, 2006, 
Nakadate et al, 2013)を報告してきた。この
視覚野神経可塑性研究は、これまで主に電気
生理学的手法を用いて解析されてきたが、電
気活動の解析だけでは高感度に解析結果が
得られる反面、神経回路網の形態学的変化、
特にシナプス構造の変化を証明するには至
っていない。さらに、神経回路地図（コネク
トーム）解析（コネクトミクス）は、神経回
路網の複雑さとその解析手法の困難さから
詳細な解析が進んでいないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 脳神経回路網の解析（コネクトミクス）は
我々人間社会にとって重要な課題である。申
請者がこれまでに習得した電子顕微鏡の連
続切片像による三次元再構築法と、新規に開
発した c-Fos activity mapping 法を組み合わ
せ、両眼からのシナプス競合の形態学的メ
カニズムを明らかにすること、そして神経可
塑性を引き起こす調節メカニズムの解明が
本研究目的である。 
 本目的を達成するために、①コネクトミク
ス解析により神経細胞に起源の異なるシナ
プスがどのように結合しているのか明らか
にする。②単眼遮蔽によりシナプス可塑性変
化を形態学的に明らかにし、機能との相関を
解明する。 
 このシナプス競合は脳において普遍的に
用いられている可能性が高く、将来、記憶の
メカニズム解明や種々の脳神経疾患の治療
法確立へと繋がる裾野の広い研究の礎とす
る。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、視覚野神経可塑性に伴う両眼か
らのシナプス競合のメカニズムを明らかに
することを研究目的とする。そのために、こ
れまで未知であった左右の眼から投射を受
ける単一神経細胞上シナプス結合部位のシ
ナプス競合に伴う変化を網羅的に明らかに
することが必要である。本研究目的を達成す
るため、次の研究を行う。 
① 光学顕微鏡、電子顕微鏡三次元再構築法

による網羅的コネクトミクス解析を用い
て、左右の眼からの入力を受ける単一神
経細胞上全シナプス部位を同定する。 

② c-Fosなど Activityに依存し発現する神
経細胞マーカーを併用し、単眼遮蔽後に
引き起こされるシナプス競合部位を同定
し、シナプス可塑性に伴う形態変化を詳
細に、かつ経時的変化を明らかにする。 

 
４．研究成果 
 本研究課題の遂行により、条件の整備や以
下に示す多くの知見を得ることができた。 
 
① Activity 依存性のマーカーを用いた単

眼遮蔽後の神経細胞の同定研究において、
sensitive period 内では、視覚野第 IV
層で有意な発現変化をする数種のタンパ
ク質を同定した。中でも c-Fos、ΔFosB
は western blot法においても免疫組織化
学法においても顕著な変化を示した。さ
らに免疫組織学的解析では図１（c-Fos
の例）に示すように、発現誘導される単
一神経細胞が同定する可能とした。 

これらの研究の他に、新規 Activity 依存
性に発現するシナプス特異的マーカーを
検討したが、本研究期間内には同定には
至らなかった。 
 

② 電子顕微鏡を用いた超微形態学的解析で
は、単一神経細胞全域を対象とした網羅
的な解析を立案し解析した。その研究の
ために、まず神経細胞体を三次元再構築
可能かどうか検討した。これまで用いて
きた連続超薄切片法を用いた解析では、
70nm 厚の連続切片、約 1000 枚を用いて
三次元再構築可能となった。その結果、
細胞内を詳細に観察可能なレベル（図２）



で、細胞内の様相を示す三次元再構築（図
３）、さらに細胞間に及ぶ三次元再構築

（図４）も可能とした。これらの手法を
組み合わせることで、Activity 依存的な
変化を網羅的に解析可能な手技を確立し
た。 

③ FIB-SEM を用いた三次元解析では、当初
使用する予定の機器では神経細胞全域を
解析が困難であることが明らかとなった。
さらに、脳ブロックの段階で高濃度のオ
スミウム酸での処理が必要であることか
ら、Activity 依存性に発現誘導されるマ
ーカーの使用が困難であることが分かっ
た。それらを打開するため、脳の軟組織
固定を行い Activity 依存性に発現誘導
されるマーカーの使用後に再固定し、
FIB-SEM にて広範囲に解析する手法の確
立に着手した。脳組織の軟組織では安定
した条件検討が困難であったため、比較
的均質な小腸組織での条件検討を行った。
その結果、図５に示すように細胞レベル

での発現量の変化を光学顕微鏡下同定し
た細胞を、FIB-SEM で解析可能な新たな
手法を確立できた。本研究期間内には脳
での解析間で至らなかったが、この新た
に確立した手法を用いて、容易に単一神
経細胞の変化、特に生理学的変化と形態
学的変化の連関を明らかにすることが可
能と考えられる。 
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