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研究成果の概要（和文）：神経細胞の多様な樹状突起形態は、神経回路の形成と機能発揮に重要であると考えられる。
本研究ではマウスの小脳プルキンエ細胞が、特徴的な樹状突起形態を完成させる分子機構の解明を目指した。まず、生
後の脳の発達の初期過程において転写因子RORαが樹状突起形成と維持に幅広く必須の役割を果たすことを解明した。
さらに、生きたまま脳内の樹状突起形態をin vivo2光子イメージング法で観察し、樹状突起が1本に剪定される際に、
活発な退縮・伸長を繰り返すことを見出し、さらにこの過程が神経活動およびカルシウムシグナリングを介して制御さ
れることを明らかにした。脳神経回路形成機構の理解に貢献する成果と考えている。

研究成果の概要（英文）：　Neurons develop cell-type specific dendritic morphology which is thought to be 
important for normal circuit development and functions. This study aimed to reveal the in vivo mechanisms 
for dendritic development. I focused on the cerebellar Purkinje cells, which has unique and elaborate 
dendritic morphology. First, I revealed that RORα, a transcriptional factor, is crucial for both 
development and maintenance of dendrite morphology (J Neurosci, 2015). Next, using in vivo two-photon 
imaging method, I revealed that multiple dendrites actively change their morphology before pruning. 
Furthermore,this process requires neural activities and intracellular calcium signaling.These results 
contribute to understanding of the mechanisms how neural cuicuit develops in vivo.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
① 研究の学術的背景 
 神経細胞は、種類に応じて多様かつ固有の
樹状突起形態を持つ。その形態は回路形成や
神経系の機能と密接に関係すると考えられ
る。実際に発達障害や精神疾患において、樹
状突起形態に異常がみられることが報告さ
れている。しかし、ほ乳類中枢神経細胞にお
ける多様な樹状突起形態の発達機構は、あま
りよく分かっていない。この原因として、従
来の固定標本を用いた観察や、培養系におけ
る分子機構解析では、in vivo における時間
的空間的な制御機構をとらえることが難し
かったことがあげられる。一方、近年新たな
手法として、in vivo ライブイメージングが
発達してきたため、in vivo で分子機構を操
作しながら経時的に観察することが可能と
なってきた。そこで本研究では、in vivo 2
光子イメージング法を用いて、発達期に樹状
突起形態が形成される分子機構を明らかに
しようと考えた。樹状突起形成機構解明のモ
デルとして、本研究では、小脳プルキンエ細
胞に着目した。 
固定標本の観察により、小脳プルキンエ細
胞の樹状突起発達過程は、生後に形態を大き
く変化させながら進行することが知られて
い る （ 図 １ A 、 Sotelo and Dusart, 
Neuroscience, ’09）。生後 0 日のプルキン
エ細胞は、長い突起を数本伸ばした紡錘形を
取るが、これらの突起は生後 4日目までに退
縮する。小脳失調を示す staggerer 突然変異
マウスにおいてはこの過程に異常がみられ
ることから、staggerer の責任遺伝子である
RORα遺伝子が、この過程を制御されること
が示唆されていた。その後、生後 8日目前後
において、１本の太い１次樹状突起と、多数
の枝分かれを単一平面上に扇状に伸展させ
た特徴的な樹状突起が形成される。この生後
8 日目前後に起きるダイナミックな形態変化
は、細胞ごとに、短い期間に完成するため、
固定標本からはその変化過程は推測するこ
とが難しい。そこで本研究では、この、1 本
の樹状突起と平面状の枝分かれが形成され
る過程を、in vivo イメージングにより経時
的に観察して明らかにしようと考えた。プル
キンエ細胞は、生後に、脳の表層部近くで樹
状突起を発達させるため、2 光子イメージン
グ法を応用するのに適している。また、小脳
皮質神経回路は、神経回路が比較的単純であ
るため、神経入力やグリア細胞の役割を検討
しやすい。 
 
２．研究の目的 
本研究では、小脳プルキンエ細胞をモデル
として、発達期にダイナミックな形態変化を
経て樹状突起が形成される分子機構を in 
vivo で明らかにすることを目的とする。特に、
in vivo における細胞外環境の役割として、
神経活動やグリア細胞が樹状突起形成に及
ぼす影響を明らかにする。 

 

３．研究の方法 
樹状突起形態を観察し分子機構を明らか
にするには、少数の神経細胞にまばらにかつ
強力に遺伝子発現を可能とする遺伝子導入
法が求められる。申請者はこれまでに子宮内
電気穿孔（in utero electroporation, IUE）
法を用いたマウス小脳プルキンエ細胞への
遺伝子導入法を確立した。本手法を用いるこ
とで、生後早期から、プルキンエ細胞特異的
に、同時に複数の遺伝子を発現させることが
できる。IUE 法によって蛍光タンパク質やタ
ンパク質性カルシウム指示薬をプルキンエ
細胞に発現させ、あるいは各種機能分子の過
剰発現もしくはノックダウン法によって特
定の細胞内機構を操作したうえで、in vivo 2
光子イメージングを行うことで、樹状突起形
成過程における分子機構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
まず、古くからプルキンエ細胞樹状突起形
成に重要な遺伝子として示唆されてきた ROR
α遺伝子の役割について検討した。IUE 法と
薬剤依存的 Cre/loxP システムを組み合わせ
特定の発達時期における遺伝子ノックダウ
ンを行うことで、RORα遺伝子が、生後から
成熟後に至るまでそれぞれの時期に応じて
樹状突起および樹状突起スパインの形成と
維持に必須の役割を果たすことが明らかに
なった（J Neurosci 2015）。特に、生後早期
においては、RORαは生後 4 日目までの突起
退縮および細胞体の配列に必要なこと、さら
に、生後 4 日目以降に起こる樹状突起 1 本
化・平面化過程および枝分かれの形成にも必
須であることが明らかになった。RORαは転
写因子であり、プルキンエ細胞において内因
的に遺伝子発現調節を介して樹状突起形成
を支えていると考えられる（図 1B）。 
次に、を樹状突起形成過程において、in 
vivo での神経活動の役割を明らかにするた
め、IUE 法を用いてプルキンエ細胞に内向き
整流性カリウムチャネル Kir2.1 を過剰発現
させることで、プルキンエ細胞の神経発火を
抑制した。すると、樹状突起が 1本化・平面
化する過程が阻害された。RORαの発現や、
細胞体の配列には異常が見られないことか
ら、生後直後の突起退縮と細胞体配列以降の



過程に神経活動が必要であることが示唆さ
れた。実際、薬剤誘導性 Cre/loxP システム
を用いて生後 6 日目以降に Kir2.1 を過剰発
現しても同様の異常が見られたことから、生
後 6 日目以降の神経活動が、樹状突起 1 本
化・平面化に必須であることがわかった。 
樹状突起 1本化・平面化の過程に神経活動
がどのように影響するか明らかにするため、
まず、正常なプルキンエ細胞樹状突起の形成
過程を in vivo 2 光子イメージング法により
経時的に観察した。すると、生後 8日目から
10 日目前後までの間に、プルキンエ細胞の突
起は活発に伸長・退縮を繰り返すことが分か
った。その後、1 本のみが大きく伸長すると
ともにその他の突起が退縮することで樹状
突起が 1 本化することが観察された。また、
平面を形成しない枝分かれは樹状突起が1本
化した後も大胆に退縮することも見出され
た。一方、Kir を過剰発現し神経活動を抑制
したプルキンエ細胞では、突起の伸長・退縮
があまり観察されず、突起形態が変化しない
まま複数の突起が残ることが分かった。神経
活動による活発な突起の動態が、樹状突起 1
本化・平面化に必要であることが示唆された。 
さらに、樹状突起形態を制御する分子機構
を解明するため、プルキンエ細胞において各
種候補分子をCRISPR/Cas9システムを用いて
ノックアウトし、樹状突起形態への影響を検
討した。その結果、CaMKIIαのノックアウト
によって、樹状突起 1本化・平面化が阻害さ
れることを見出した。すなわち、神経活動に
よるカルシウム濃度上昇が CaMKIIαの活性
化を引き起こすことで、樹状突起が 1本化・
平面化するという仮説が導かれた。 
続いて、プルキンエ細胞へのシナプス入力
が、樹状突起形態を制御する神経活動の源で
あるかどうかを検討した。プルキンエ細胞へ
のシナプス形成に必須である各種遺伝子の
ノックアウトマウスを用いて、プルキンエ細
胞樹状突起の形態を解析したところ、平行線
維―プルキンエ細胞シナプスの数が激減す
る Cbln1 欠損マウスにおいて、樹状突起 1本
化・平面化が損なわれていることが明らかに
なった。すなわち、平行線維シナプスの形成
あるいは入力が、樹状突起形成を制御するこ
とが示唆された。今後、光遺伝学法もしくは
DREADD 法を用いて、平行線維シナプスの神経
活動を直接制御しその影響を検討すること
で、シナプス入力の役割を解明していく。 
 
以上の成果から、in vivo での樹状突起形
成過程の詳細を明らかにするとともに、分子
メカニズムを紐解くことができた。 
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