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研究要旨 

高次機能を担う大脳皮質の神経回路は、出生前後から子供の時期にかけて、感覚入力や自発活動など

の神経活動を受けて成熟する。マウスを用いてその仕組みを理解することは、ヒトの脳が子供の時期に

環境の影響を受けながら正常に発達するメカニズムやその破綻としての発達障害を理解する上で重要

である。本研究課題は、バレル野第4層において末梢からの入力依存的に視床皮質回路が発達する仕組

みを、第4層spiny stellate細胞の樹状突起精緻化から読み解くことを目的とした。バレル地図を緑色

蛍光標識するトランスジェニックマウスのバレル野第4層細胞を疎らに赤色蛍光標識し、新生仔期に短

い時間間隔でin vivo観察することにより、樹状突起の変化をバレルとの関係で正確にとらえることが

可能となった。その詳細な解析により、樹状突起精緻化メカニズムの一端が明らかとなった。 

 

 

A.研究目的 

生後発達期における神経活動依存的な回路発

達のモデルとして、マウスの体性感覚野（バレル

野）第 4層の興奮性神経細胞が新生仔期に神経活

動依存的に特定の標的軸索群に向けて樹状突起

を展開する仕組みの詳細を、樹状突起の個別の枝

の動態のレベルで明らかにすることを目的とし

た。具体的には、樹状突起精緻化が活発に起きる

生後 4 日目を標的とし、1 時間間隔で、バレル野

第 4 層の興奮性神経細胞の二光子顕微鏡 in vivo

タイムラプスイメージングを行い、樹状突起形態

の変化を定量的に解析することにより、精緻化に

伴う樹状突起動態を解明した。 

 

B.研究方法 

マウスバレル野第4層におけるバレル地図を生

体で可視化するために、独自に作製した視床皮質

軸索を緑色蛍光標識するトランスジェニックマ

ウス（Mizuo et al., Neuron 2014）を用いた。

バレル野第4層の興奮性神経細胞の樹状突起形態

を生体で明瞭に観察するために、独自に開発した

Supernova法 (Mizuno et al., Neuron 2014; Luo 

et al., Sci. Rep. 2016) と子宮内電気穿孔法を

組み合わせることにより、第4層細胞をまばらに

明るく標識した。 

生後4日目に、マウスの頭蓋骨に観察窓を取り

付け、二光子顕微鏡を用いて、1時間おきに8時間

にわたって樹状突起形態の観察を行った。最後の

イメージングの直後に脳組織の取り出し、切片の

作製を行い、in vivoでイメージングした細胞と

バレル地図との関係を、組織学的に明らかにした。 

得られたin vivoイメージングの画像を、専用



ソフトを用いて3次元構築し樹状突起の形態を明

らかにした。そして、イメージングの時点毎の樹

状突起形態を比較し、同じ樹状突起の同じ枝を同

定し、その変化を定量解析した。 

組換えDNA実験は、法律と所属機関の規程にし

たがい、機関長に承認された計画に沿って行った。

動物を使用する実験は、文科省の定める指針と所

属研究機関の規程に従い、機関長に承認された計

画に沿って行った。特定化学物質などの取扱につ

いては、所属機関の規程に従って使用した。 

本課題は、遺伝子変異マウスの作出とその神経

回路異常の解析に関して豊富な経験をもつ笹岡

俊邦教授の協力を得ることによって、効率的な研

究遂行が可能となった。 

 

C.研究結果、考察 

大脳皮質の神経回路が生後発達期に神経活動

依存的に発達するメカニズムを理解するための

モデルとして、マウスのバレル野第4層の主要な

興奮性神経細胞であるspiny stellate細胞の樹状

突起が、新生仔期に視床皮質入力の影響下にバレ

ル中心に向かって非対称的な形態を形成する過

程を正確に理解することを目指した。研究代表者

らは、これまでに、二光子顕微鏡生体イメージン

グを新生仔マウス大脳皮質の観察に用いて、バレ

ル野で第4層細胞の樹状突起が入力依存的に精緻

化される過程を生後3日目から6日目の３日間に

わたって観察することに世界で初めて成功して

いた（Mizuno et al., Neuron 2014, Nakazawa et 

al., Nature Commun. 2018）。しかし、これらの

解析では、脆弱な新生仔マウスを用いて長期間の

イメージングを行うためのトレードオフとして、

観察間隔を広く（8時間）せざるをえず、そのた

めに、樹状突起の動態を正確に理解することが難

しかった。 

本研究では、樹状突起精緻化が活発に起きる生

後4日目のバレル野第4層のspiny stellate細胞の

樹状突起の変化を1時間おきに8時間にわたって

イメージングすることを行った。視床皮質軸索に

緑色蛍光蛋白質を発現するトランスジェニック

マウスを用いることにより、バレル地図をin vivo

で可視化し、樹状突起の動態をバレル地図との関

連で解析した。 

 バレルの縁に位置するspiny stellate細胞の樹

状突起に着目して詳細な定量解析を行ったとこ

ろ、樹状突起はバレルの内でも外でも激しく出現

と消失を繰り返しており、いずれの頻度もバレル

の内外で差はないことが明らかになった。また、

樹状突起の枝レベルでの解析でも同様にバレル

の内外に関係なく、激しくターンオーバーや伸縮

を繰り返していることがわかった。これらの結果

は、バレル野第4層のspiny stellate細胞が新生

仔期に、バレル外側の樹状突起を選択的に刈りこ

んだり、バレル内側に選択的に樹状突起を増やし

たりするのではなく、バレル内外に関わらず多く

の樹状突起を作り、その中からバレル内側に生ま

れた枝の内のごく一部だけを選択し複雑化する

という、トライアル＆エラーによって非対称性を

獲得するというモデルを指示するものと考えら

れる。今後は、さらに解析を進めることにより、

こうした樹状突起動態を制御する分子機構の理

解につなげたい。 
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