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生後発達期の大脳皮質における 
樹状突起精緻化のイメージング

中沢 信吾 1，岩里 琢治 1, 2

樹状突起の形態は神経細胞への入力の性質を決めるものであり，発達期に神経細胞が適切
な軸索に向けて選択的に樹状突起を成長させ，機能的な神経回路を作り上げる仕組みを理
解することは，神経科学の中心課題である．我々は最近，新生仔期のマウスの脳の中を長
期間にわたって in vivoイメージングすることに成功した．そして，体性感覚野第4層のバ
レル神経細胞が，1本のヒゲからの入力を伝える視床皮質軸索がクラスターを作る場である
バレル中心に向けて，選択的に樹状突起を成長させる動的メカニズムを明らかにした．さ
らに，その時期の体性感覚野第4層に，パッチワーク型の特徴的な空間パターンを示す自
発活動がみられることを見いだした．本稿では，マウス体性感覚野のバレル細胞の樹状突
起精緻化を中心に，大脳皮質の活動依存的な神経回路構築メカニズムに関する最近の知見
を紹介する．

1. はじめに

大脳皮質のもつ高度な情報処理能力の基盤は複雑かつ精
緻に構築された神経回路であり，その基本単位は軸索と樹
状突起のシナプス結合である．発達期に神経回路が正確に
形成されるためには，情報の送り手である神経細胞から伸
びた軸索が標的となる脳領域に向かって正確に投射される
とともに，情報の受け手側の神経細胞が樹状突起を適切な
軸索に対し選択的に展開しシナプスを形成することが必要
である．樹状突起の形態は神経細胞が受ける入力の種類や
性質を決め神経回路の働きを規定するものであり，それが
発達期にどのように形成されるかを知ることは，神経回路

の成熟メカニズムを理解するために不可欠である．
マウスやラットなどげっ歯類の大脳皮質一次体性感覚野
に存在するバレル構造は，高等動物の神経回路の発達を理
解するための優れたモデルである（図1）1）．夜行性動物で
あるげっ歯類においてヒゲは主要な感覚器であり，ヒゲを
激しく震わせて探る行動（whisking）によって周囲の環境
を認識する．ヒゲからの体性感覚情報は脳幹と視床のシナ
プスを経由して，視床皮質軸索によって体性感覚野の第4
層へと運ばれる．バレルはげっ歯類の体性感覚野第4層に
おいて，頬ヒゲと同じ配置をしており，それぞれのヒゲか
らの情報を大脳皮質へと伝える視床皮質軸索の終末は対応
するヒゲごとにまとまってバレルの中心でクラスターを形

図1 マウス体性感覚野のバレル構造とバレル細胞樹状突起の
方向性
5列のヒゲ（A～E）に対応するバレルをA～Eで示した．

総 説



190

生化学 第 92巻第 2号（2020）

成している．一方，情報の受け手である第4層の spiny stel-
late神経細胞（SS細胞，バレル細胞）の多くは細胞体をバ
レルの辺縁に配置しバレル壁を構成している．さらに，樹
状突起をバレルの内側に選択的に展開し，視床皮質軸索と
シナプスを形成することにより，1本のヒゲからの入力の
みを選択的に受けることができる（図1）2）．こうしたバレ
ル構造の主要な特徴は生後1週間にヒゲからの入力依存的
に形成される 3‒5）．
二光子顕微鏡は哺乳類の脳の中を生きている状態で高解

像度で観察することを可能とする顕微鏡であり，近年の神
経科学の飛躍的な発展に貢献してきた 6）．二光子顕微鏡の
主要な用途の一つとして神経回路が変化するようすの観
察があるが，このような研究のほとんどはスパイン形態の
変化を対象とするものであった 7‒9）．スパインは樹状突起
の興奮性シナプスにみられる棘状の構造であり，成体脳で
も記憶・学習などシナプス可塑性に伴いその形態をダイナ
ミックに変化させる．発達期の脳において典型的なスパイ
ンが観察されるのは樹状突起や軸索の形態がほぼ完成した
後であり，マウス体性感覚野第4層の神経細胞では生後2
週目以降である．
より早い時期に起きる軸索や樹状突起の形態変化を観察

することは，技術的な難しさのため大きく遅れている．成
体での観察で確立された手法の多くをそのまま幼若マウス
に適用することはできず，新たな手法の開発が必要であっ
た．たとえば，二光子顕微鏡で観察するためには頭蓋骨に
観察窓や観察時に顕微鏡ステージに固定するためのチタン
バーを取りつけるなどの手術が必要となる．これらの手法
は成体では確立しているが，幼若マウスの頭蓋骨は成体
と比較にならないほど軟弱であり，マウス自体も脆弱であ
るため，マウスの手術や取り扱いにデリケートな操作や工
夫が要求される．軸索形態の変化に関しては少数の報告が
あり，最初期のものとして，Svobodaらによる大脳皮質第
1層での視床皮質軸索とCajal-Retzius軸索の観察がある 10）．
しかしながら，この解析ではシナプスを作る相手の細胞は
同定されていないため，軸索の動態を回路形成の文脈で理
解することにはつながっていない．特定の回路の形成との
関連で軸索形態変化を解析した研究としては，テキサス大
の西山らによるマウスの小脳登上線維での報告がある 11）．
小脳の唯一の出力細胞であるプルキンエ細胞は生後まもな
い時期には複数の登上線維に支配されているが，発達の過
程で1本のみが勝者となり複雑化し，他は敗者となり消失
するという回路の精緻化が起きる．生後2週目［postnatal 
day（P）8～P11］から3週目までのタイムラプスイメージン
グによって，プルキンエ細胞の単一登上線維支配が確立す
る仕組みの一端が解明された．一方，樹状突起に関しては
軸索と比較してもさらに研究が遅れており，我々のグルー
プが2014年に報告したのが最初である 4）．本稿では，我々
のグループによるマウス体性感覚野の第4層細胞での樹状
突起形態変化のイメージングを中心に，生後発達期の神経
回路形成に関する最近の研究を紹介する．

2. 樹状突起形態の in vivoでの可視化

樹状突起イメージングのための技術的な課題として，樹
状突起の形態の可視化が難しいことがあった．哺乳類の脳
は細胞密度が高いため，一つの細胞の形態を詳細に観察す
るためには細胞をまばらに明るく蛍光標識する必要があ
る．細胞をまばらに標識することは成体でも難しく，その
ためにさまざまな工夫がされてきた．よく用いられるもの
として，Thy1プロモーターの制御下に蛍光タンパク質を
発現する特殊なトランスジェニックマウス（Thy1-XFPマ
ウス）がある 12）．このマウスは，興味深いことに系統に
よってまったく異なる発現パターンを示す．このことは，
トランスジーンの挿入部位とThy1プロモーターの相互作
用の効果と思われるが，特にYFP-H系統は大脳皮質第5層
の細胞がまばらにYFP標識されるというきわだった特徴
を示すことから，第5層錐体細胞のスパイン形態の解析に
多大な貢献をしてきた 7）．しかしながら，この方法は偶然
得られた系統の発現パターンの特徴に依存しており，ごく
限られた脳領域・細胞にしか用いることができない．すな
わち，任意の脳領域の神経細胞を狙うことはできず，たと
えば，第4層の細胞をまばらに標識することはできない．
他の標識方法としてシンドビスウイルスなどウイルスベク
ターの利用 8, 13）があり，成体脳のような標的領域の同定が
容易な場合には有力な方法となる．しかし，新生仔期の大
脳皮質は厚みが日々劇的に増加しており，層の分離も不明
瞭なため，成体のように脳表からの深さで層を同定するこ
とは難しい．したがって，特定の層の細胞を選択的に標識
できないウイルスベクターでは，たとえば第4層の細胞に
焦点を当てて解析することは困難である．
一方，大脳皮質の特定の層を選択的に標識する手法とし
て，胎仔脳に電気穿孔法で遺伝子を導入する手法が近年広
く用いられるようになってきた 14‒16）．この手法では，遺伝
子導入を行うタイミングを調節することによって特定の
層の神経細胞を優先的に標識することができる．たとえ
ば，胎生13～14日目［embryonic day（E）13～E14］で標識
すると第4層の興奮性細胞が多く標識できる．しかし，こ
の手法をそのまま用いると細胞標識の密度が高すぎて樹状
突起の形態解析に用いることはできない．そこで標識密度
を下げるためのさまざまな工夫がされたが，その多くはベ
クター濃度を薄め全体的に暗くし，比較的明るい一部の細
胞を解析しようというものであり，バックグラウンドが高
いという問題があった．一方，金沢大の河崎らはThy1プ
ロモーターを改変したThy1Sの特徴を活かしたベクターを
電気穿孔法で導入する手法（PASME法）によって，二光
子顕微鏡 in vivo観察に適したまばらで明るい標識を達成し
た 17）．しかしながら，Thy1Sプロモーターはそれ自体が細
胞種特異性を示すため，すべての細胞に適用できるわけで
はない．さらには，細胞の標識密度を調節することができ
ないため，用途が限られる．
我々は電気穿孔法をベースとして，まったく新しい発
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想で，胎仔期から成体に至るまで，任意の領域の細胞を
任意の密度で明るく標識することができる普遍的で簡便
な手法として「Supernova法」4, 18）を開発した（図2A）．テ
トラサイクリン発現誘導系では，tetracycline transactivator
（tTA）が結合することによって tetracycline response element
（TRE）は下流の遺伝子の発現を強く誘導するが，tTAがな
ければ発現はまったく誘導されない（はずである）．しか
し，実際は tTAがなくてもTREからの非常に弱い漏れが存
在する．この漏れはシステムの弱点であり本来は歓迎さ
れないものであるが，それを逆手にとって利用したのが
Supernova法である．

Supernovaは基本ユニットとしてベクター 1とベクター 2
から構成される 4, 18）．ベクター 1では，TREの下流に組換
え酵素（Cre, Flpe, Dre等）の遺伝子が配置されており，ベ
クター 2では，ユビキタスプロモーター（CAGなど）の
下流に組換え酵素の認識サイト（loxP, FRT, rox等）で挟ま
れたSTOP配列，そしてその下流に蛍光タンパク質と tTA
の遺伝子が配置されている．この二つのベクターで電気
穿孔を行うと，その時期に分裂した細胞の多くに両方の
ベクターが導入される．そのとき，ごく一部の細胞での
みベクター 1の組換え酵素遺伝子の発現の漏れが閾値を超
え，その細胞においてベクター 2の少数のコピーでSTOP
配列が除去され tTAが発現する．そして，それがベクター
1のTREに結合し，組換え酵素の発現が強く誘導される
ことにより，ベクター 2の多くのコピーで tTAが発現され

る，というベクター間での tTA-TREポジティブフィード
バックサイクルが引き起こされる．その結果，その細胞で
は非常に強く蛍光タンパク質が発現するが，それ以外の細
胞では蛍光タンパク質の発現はなく，バックグラウンドが
非常に低く抑えられる．ベクター 1の濃度を変えることに
よって，最初に閾値を超える細胞の数を調節でき，細胞標
識密度を自在に変えられることが，このシステムの大きな
強みである 18）．さらに，基本ユニットが細胞種を選ばな
いことから，細胞種特異的プロモーターを組み合わせる
ことによって，細胞種特異性を付与することも容易であ
る 19）．なお，遺伝子導入には電気穿孔法だけでなくadeno-
associated virus（AAV）ベクターなど他の方法も自由に使
えるため 18），原理的にすべての脳領域，体の部位に適用
できる，きわめて汎用性の高い手法である．

3. 大脳皮質における樹状突起精緻化ダイナミクスのタ
イムラプスイメージング

正確な回路形成には，神経細胞が樹状突起を適切な軸索
に向けて展開することが必要だが，そのメカニズムを研究
する上でバレル細胞は唯一無二の特長を有している．成熟
したマウス体性感覚野の第4層では，1本のヒゲからの入
力を伝える一群の視床皮質軸索の終末が1個のバレルの中
心にまとまって投射するというきわだった特徴を示す．一
方，情報を受ける側のバレル細胞の多くはバレルの縁に細
胞体を配置しているため，バレル細胞は樹状突起をバレル
の内側だけに選択的に非対称的に配置することによって，
正確な回路を作ることができる（図1）．すなわち，樹状
突起が適切な軸索に向かって展開しているかどうかを，樹
状突起のバレル内側への方向性として定量的に解析するこ
とが可能である．このバレル細胞の樹状突起が示す高度な
非対称性は，ヒゲとバレルの機能的な1対1対応の基盤で
あり，生後1週間に，視床を経由した末梢からの入力によ
る樹状突起精緻化を経て形成される．
我々は，電気穿孔法を用いて胎生14日目のマウスにSu-

pernovaベクターセットを導入し，体性感覚野第4層の興
奮性神経細胞をまばらに標識し，生後5日目（P5）で二光
子顕微鏡を用いて樹状突起形態を観察した．そして，4時
間半後，9時間後，18時間後に同じ神経細胞の観察を繰り
返し，樹状突起の形態変化を観察した 4）．この実験のため
に視床皮質軸索（thalamocortical axon：TCA）の終末でen-
hanced green fluorescent protein（EGFP）を発現するトラン
スジェニックマウス（TCA-GFPマウス）が作製されたこ
とは特筆すべきである．TCA-GFPマウスは，セロトニン
トランスポータープロモーターの下流に膜移行型のEGFP
を発現するBACトランスジェニックマウスであり，これ
を用いることにより，生きたマウスでバレルを可視化する
ことが初めて可能となった（図3）．
ところで，体性感覚野第4層の興奮性神経細胞は尖端樹

状突起を持たない spiny stellate（SS）細胞と，尖端樹状突

図2 Supernovaシステムによるまばらで明るい細胞標識と標識
細胞特異的遺伝子ノックアウト
（A）子宮内電気穿孔法を用いて遺伝子導入するタイプのSuper-
novaベクターセット．ベクター 1とベクター 2を同時に導入す
ることで，任意の密度で細胞を明るく in vivo蛍光標識できる．
遺伝子導入にAAVを利用することもできる．各種ベクターは，
AddgeneおよびRIKEN BRCに寄託済み．（B）ベクター 1とベク
ター 2に加えてベクター 3としてTALEN, Cas9／ガイドRNA, 
マイクロRNA等を用いる，あるいは，Cre/loxPタイプのSuper-
novaベクターセットをfloxマウスに導入することによって，標
識細胞特異的な遺伝子操作が可能となる．詳細は本文および参
考文献を参照 4, 18）．
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起を持つ star pyramid（SP）細胞および錐体細胞に分類さ
れる 20‒22）．SS細胞は第4層興奮性神経細胞の大半を占める
細胞であり，別名バレル細胞と呼ばれる．バレル細胞は樹
状突起を1個のバレルの中だけに展開するというきわだっ
た特徴を示し，多くが細胞体をバレルの縁に配置すること
から，その樹状突起はバレル中心に向いた強い非対称性を
示す．一方，SP細胞や錐体細胞の基底樹状突起は細胞体
の位置にかかわらず，特定の方向性を持たず放射状に展開
することから，本解析からは除外された．

P5のイメージングのデータを，バレル細胞の大半を占
めるバレルの縁に細胞体のあるものに焦点を当てて解析
を行った結果，18時間にわたる観察中に，細胞全体とし
て樹状突起のバレル中心への非対称性が有意に増加した．
一方，個々の樹状突起の先端に注目して解析すると，バ
レルの内側でも外側でも伸びるものも縮むものも存在し
た 4）．従来，バレル細胞の樹状突起のバレル中心への方向
性は，バレルの内側にある樹状突起が成長し複雑化する一
方で，バレルの外側の樹状突起が刈り込みによって失われ
ることによって形成される，とシンプルに語られてきた．
しかし，実際はそのように単純なものではなく，バレルの
内側でも外側でも樹状突起の先端は伸びたり縮んだり，枝
を作ったり消したり，試行錯誤を繰り返しながら，全体
として，適切な軸索の集まるバレル内側への方向性を増

大させていることが示唆された．なお，発達に伴う樹状突
起の形態ダイナミクスは，これまでオタマジャクシやゼブ
ラフィッシュ稚魚など透明な動物で観察されたことはある
が 23, 24），哺乳類での観察はこれが初めての報告である．

4. 樹状突起精緻化の長期間タイムラプスイメージング

バレル細胞の樹状突起はP5ですでにバレル内側への強
い方向性を示す．したがって，P5から18時間のイメージ
ングでは，樹状突起の方向性がどのように形成されるのか
については答えることができない．その問題を扱うために
は，もっと早い発達段階からのもっと長期のイメージング
が必要となる．
バレル中心での視床皮質軸索のクラスターが見え始める

P3ごろにバレル細胞の樹状突起方向性が形成され始める
と想定して，P3からP6までの3日間にわたる長期イメー
ジングに挑戦した．そのために技術的にクリアすべき問題
として，P3のマウスはP5と比較して頭蓋骨がさらに柔ら
かく，手術の難度が格段に上がることがあった．同様に難
しいのが，3日間のイメージングのためにはイメージング
の合間の仔マウスに母親マウスや里親マウスの世話を受け
させる必要があるが，出産間もない時期の母親マウスは不
安定であり，観察窓や顕微鏡に固定するためのチタンバー
を頭につけた仔マウスは，多くの場合母親マウス（里親マ
ウスを含む）に食殺されたり育児放棄されてしまうことで
ある．この問題を，母親マウスを刺激しないようにチタン
バーを小型化すること，および，寛容な母親マウスを選別
して使用するなどのきめ細かな対応により解決した．その
結果，手術を受けた仔マウスの大半が母親マウスの育児を
受けながら正常に成長できるようになった．
この手法で，体性感覚野第4層の同じ神経細胞の形態
を，P3からP5まで8時間ごとにイメージングし，その後，
24時間後にP6でもう一度イメージングすることを行った
（図4）25）．イメージングに用いたマウスの体重は順調に増
加し，P6で同腹仔マウスと比較して違いがみられなかっ
た．さらに，P3で手術を受けた後3日間にわたってイメー
ジングに用いたP6マウスと通常に成長したP6マウスで

図3 視床皮質軸索（TCA）特異的GFP発現トランスジェニッ
クマウスによるバレルの可視化
5列のヒゲ（A～E）に対応するバレルをA～Eで示した．

図4 バレル細胞樹状突起精緻化のP3からP6までの長期 in vivoイメージング
Supernova法を用いてTCA-GFPマウスの第4層細胞をまばらにRFP標識し，P3からP6の3日間の長期イメージング
を行った．バレル細胞（マゼンタ）の樹状突起が形態を大きく変化させながらバレル中心（緑：この図では右側）
に向かって展開するようすが観察された．Nakazawa et al., Nat. Commun. 201825） より改変して転載．
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第4層細胞の樹状突起の長さを比較したところ同等であっ
た 25）．これらの結果は，二光子顕微鏡での長期イメージ
ング自体がマウスおよび神経細胞樹状突起の発達に顕著な
悪影響を与える可能性を排除するものである．

5. 樹状突起精緻化による特異的神経回路の成立

長期イメージングのデータ解析を始めるにあたり，最
初に，P3の段階のバレル細胞の樹状突起形態に着目した．
前述のとおり，体性感覚野第4層の興奮性神経細胞にはバ
レル細胞とSP細胞があり，尖端樹状突起の有無で区別さ
れている．しかしながら，最近の報告で，マウスの体性感
覚野やフェレットの視覚野の第4層細胞の形態を生後の早
い発達段階で組織学的に観察したところ，すべての細胞が
尖端樹状突起を持っていることが示され，バレル細胞も最
初は尖端樹状突起を持っていることが示唆された 26）．実
際に我々のデータでもP3の段階ではほとんどの第4層細
胞は尖端樹状突起を有していた 25）．このことは，組織学
などの手法でP3など早い発達段階の一時点を観察するだ
けではバレル細胞とSP細胞を区別できないことを意味す
る．一方，我々の長期イメージングでは，P3からP6の間
に約8割の細胞で尖端樹状突起が退縮するのに対し，残り
の約2割では尖端樹状突起が保持されることが観察され，
前者がバレル細胞，後者がSP細胞と区別できた 25）．この
ことは，「バレル細胞は最初は尖端樹状突起を持っている
が，発達に伴い退縮し消失する」という仮説を直接的に証
明するものであると同時に，P3など早い段階でバレル細
胞とSP細胞を区別し解析することが初めて可能となった
ことを意味する．
さらに，P3はバレルがまだ不明瞭な発達段階であり，

組織学的解析など一時点の解析では樹状突起の方向性の議
論が難しい．しかしながら，我々の長期イメージングデー
タを用いることにより，P6の明瞭なバレル形態の情報を
もとに，P3での樹状突起とバレルの関係を遡及的に解析
することも可能となった．
こうした準備状況の上に，P6の段階でバレルの縁にあ

ることが示されたバレル細胞の，P3段階での樹状突起の
方向性を解析したところ，予想外のことがわかった．す
なわち，P3はバレル形成の最初期であるにもかかわらず，
長い尖端樹状突起を持つ（将来の）バレル細胞が（将来
の）バレル内側への樹状突起方向性をすでに有しているこ
とが示された．このことは，バレル細胞は尖端樹状突起を
失うことによってSP細胞と分離してバレル細胞となるわ
けではなく，長い尖端樹状突起を持っている段階ですでに
バレル細胞としての性質を有していることを意味する．バ
レル細胞とSP細胞が最初から別の細胞なのか，それとも，
P3以前に分かれるのかは今後の課題である．
ただし，重要なこととして，P3のバレル細胞が示すバ

レル内向きの方向性と，P6のバレル細胞が示す内向き方
向性は質的に違うものであることが明らかになった．細

胞体から生えている一次樹状突起とそこから枝分かれし
てできる樹状突起の全体を1本の木になぞらえて樹状突起
ツリー（dendritic tree）と呼ぶ．その単位に着目し解析し
たところ，P3のバレル細胞は，バレルの内にも外にも似
たような形の単純で短いdendritic treeを有しているが，バ
レル内側の方が本数が多かった．すなわち，P3でみられ
る樹状突起の内向き方向性はバレル内外でのdendritic tree
の複雑さの違いではなく，本数の違いによって生じてい
た（図5）．一方，P3とP6を比較すると，バレルの内でも
外でもdendritic treeの本数が顕著に変化することはないが，
P6では内側にのみ長く複雑なdendritic treeが存在すること
がわかった．すなわち，生後1週間に起きるバレル細胞の
樹状突起方向性形成には少なくとも二つのフェーズがある
（図5）．細胞移動が完了したP0からP3ごろがPhase Iであ
り，この時期にシンプルなdendritic treeが作られるが，そ
れがバレルの外側よりも内側に多く作られる．P3からP6
ごろがPhase IIであり，この間にはdendritic treeの数はバレ
ルの内外ともに大きく変化することはないが，内側の一部
が非常に長く複雑になることによって内向き方向性が増大
する．
それでは，Phase IIにあたるP3からP6の間に樹状突起方

向性はどのように増大するのであろうか．単純に考える
と，P0からP3のPhase Iの間に形成された未熟なdendritic 
treeのうち，バレルの内側に生えたものの一部が複雑化す
るが他は単純なままとどまることが想定される．しかしな
がら，実際に8時間ごとに撮影された樹状突起の形態変化
を解析したところ，まったく，異なる様相が明らかとなっ
た．すなわち，P3とP6でdendritic treeの総数はあまり変わ
らないにもかかわらず，個々のdendritic treeに注目すると
多くのものが作られてはすぐに消えるというターンオー
バーを繰り返していることが明らかとなった．その中か
ら，一部のdendritic treeがターンオーバーを抜け出し，勝
者となって複雑化する（図6A）．重要なこととして，勝者
になるdendritic treeはバレル内側に優先的に出現する．バ
レル細胞では複数の樹状突起が勝者となりうるが，決し
て早いもの勝ちではなく，後で生まれたものから勝者が出
現することもあることが明らかとなった．なお，dendritic 
treeのターンオーバーという現象は，筆者らの知る限りこ

図5 遡及的解析により明らかとなった樹状突起精緻化の二つ
のフェーズ
Phase I（生後0～3日目）：短いdendritic treeをバレル内側に多く
作ることで最初期の方向性を獲得する．Phase II（生後3～6日
目）：本数は保ったまま，内側の treeの一部を選択的に伸展させ
ることで方向性を増強する．
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の研究での報告が最初である．
これらの結果は，バレル細胞の樹状突起方向性はden-

dritic treeのターンオーバーと選択的な複雑化によって獲
得・増強されていくことを示している．つまり，神経細胞
は最初から特定の方向にdendritic treeを作ったり伸ばした
りするのではなく，いろいろな方向に作ってみて，たまた
ま正しい方向に生えた（おそらく適切な軸索とシナプスを
作れた） dendritic treeを選択し，安定化・複雑化させると
いう試行錯誤を繰り返しながら，細胞全体として特定の方
向に樹状突起を展開していくという動的メカニズムが明ら
かとなった（図6A）．

6. 生後発達早期の感覚野における神経活動

生まれたばかりのげっ歯類（マウス，ラット）は目が見
えず，耳も聞こえない．一方，ヒゲは出生時にはすでに
生えそろっており，ヒゲの感覚があることもわかってい
る．しかしながら，ヒゲを激しく震わせながら周囲の環境
を探るwhisking行動を始めるのは2週目以降であり，2週
目でみられるような能動的なヒゲ感覚は生後1週目にはな
い．生後1週目のヒゲ感覚は受動的なものに限られ，たと
えば，床や壁，兄弟や母親マウスとの接触によるものであ
る 27）．また，新生仔ラットで睡眠時にヒゲが自発的に動
くことも観察されていて，その感覚が脳に伝わることも報
告がある 28）．
生後発達早期の感覚野にみられる神経活動として，感覚

刺激に依存せず体の中で自発的に発生する“自発活動”も重
要である．こうした発達期特異的な自発活動の理解は視覚
系での研究に先導されてきた．開眼前の網膜を培養すると
自発的に神経活動が発生し，網膜内を波状に伝播するこ
とが古くから知られているが 29, 30），それが実際に in vivoで

も存在し，網膜神経節細胞の軸索によって上丘，および視
床を経由して視覚野に伝達されることが，幼若マウス脳
の二光子顕微鏡および広視野カルシウムイメージングや
幼若ラットの電気生理学実験によって最近明らかになっ
た 31‒33）．聴覚系でも，聴覚がまだ発達していない段階の幼
若動物から内耳の蝸牛を摘出し培養すると自発的に神経活
動が発生する．そうした自発活動が生体で聴覚野や下丘に
伝達され，周波数帯に対応したバンド状のパターンを示す
ことが，最近，幼若マウスを用いた広視野カルシウムイ
メージングで示された 34, 35）．
一方，体性感覚野でも，新生仔期の視床や大脳皮質に同
期した自発活動があることが示されていたが，その時空間
的パターンはよくわかっていなかった 36, 37）．最近我々は，
カルシウムセンサー GCaMP6sを子宮内電気穿孔法によっ
て体性感覚野の第4層に密に発現させ，二光子顕微鏡を用
いた機能的イメージングを行うことにより，新生仔期の体
性感覚野の自発活動がパッチワーク型の空間パターンを持
つことを明らかにした（図7）38）．バレルをRFPで標識す
るTCA-RFPトランスジェニックマウスを作製・使用した
ところ，一つ一つのパッチ，すなわち，同時に活動する領
域がバレルとぴったり一致することが示された 38）．この
ことは，新生仔マウスの体性感覚野では，ヒゲを刺激して
いないにもかかわらず，あたかも何かがヒゲの1本1本に
個別に触れたかのように，バレルの1個1個が発火してい
ることを示す．次に，Supernova法を用いてGCaMP6sを第
4層細胞にまばらに発現させて個々の細胞の発火を調べる
と，同じバレルに属する細胞は同期し，別のバレルに属す
る細胞はまた別の同期をすることがわかった．さらに，視
床皮質軸索でGCaMP6sを発現するマウスを作製・使用し
て解析したところ，パッチワーク型の活動は視床皮質軸索
によって大脳皮質へと伝達されることがわかった．重要な

図6 新生仔脳の長期イメージングにより明らかとなった樹状突起精緻化の動的機構
（A）バレルの縁にある細胞は，バレル内側（図では右側）からのみ適切な視床皮質入力を受けることができる．そ
のように細胞への入力に空間的偏りがあるとき，バレルの内外でdendritic treeの新生（オレンジ）と消滅（点線）
の激しいターンオーバーが誘導される．その中でバレル内側に生じたdendritic treeの一部（赤色）だけが，おそら
く適切な視床皮質軸索とシナプスを形成することにより，安定化し高度に複雑化する．こうした動的メカニズムに
よってバレル細胞樹状突起の強い方向性が形成される．（B）一方で，P0で眼窩下神経（ION）切断したときのバレ
ル細胞やバレル中心に位置するバレル細胞では，視床皮質軸索からの入力に空間的な偏りがない．その状態のバレ
ル細胞では，dendritic treeのターンオーバーが抑制され，多くのdendritic treeが安定化し，平均的な複雑さになる．
Nakazawa et al., Nat. Commun. 201825） より改変して転載．
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こととして，この自発活動はバレル形成中であるP5で観
察されるが，バレル完成後のP11ではみられない．P11の
体性感覚野ではバレルと無関係に神経細胞はばらばらの発
火をしていた 38）．これらの特徴は，このパッチワーク型の
自発活動が体性感覚系の回路精緻化に重要な役割を担うこ
とを期待させる．
生後発達早期にみられる特徴的な時空間パターンを持つ

自発活動の発生機序や回路精緻化での重要性は，視覚系や
聴覚系では比較的よく研究されている 39）．たとえば，網
膜の波状自発活動は生後1週目にあたるステージ2ではア
セチルコリン受容体が重要な役割を担っており，網膜ス
ターバーストアマクリン細胞（SAC）特異的にニコチン
作動性アセチルコリン受容体β2サブユニット（β2-nAcR）
をノックアウトすると，ステージ2の自発活動の時空間パ
ターンが障害される．また，通常のマウスでは右眼と左眼
から視床や上丘に投射する軸索は出生時には大きく重なる
領域に投射しており，生後発達の早い時期に分離するよう
になるが，ノックアウトマウスではこの両眼投射の分離が
障害される 40）．
一方，体性感覚野で発見されたパッチワーク型自発活動

の発生機序や回路形成における重要性は今後の課題であ
る．さらなる研究によって，発生源と発生メカニズムが明
らかになれば，パッチワーク型自発活動の操作が可能とな
り，重要性の解明につながることが期待される．

7. 体性感覚野回路の精緻化における神経活動の役割

バレル細胞の樹状突起の方向性確立を含む体性感覚野
神経回路の精緻化に，ヒゲからの入力が重要であることは
古くから多くの証拠で示されている 41‒43）．最近では，遺伝
学的手法により，視床皮質入力を特異的に止めることが
行われた．発達期の感覚系視床に特異的に発現する遺伝

子であるセロトニントランスポーターのプロモーターの
制御下にCre組換え酵素を発現するマウスを用いて，視床
でのVgluT1/VgluT2のダブルノックアウトマウスが作製さ
れた．これらのマウスでは視床皮質軸索から第4層細胞へ
の入力が大幅に減少する．それに伴い，バレル構造の形成
が完全に障害された 44）．また，視床特異的Rab interacting 
molecule（RIM）1/2のノックアウトマウスも作製された
が，このマウスでも視床皮質入力が阻害される 45）．このマ
ウスはVgluT1/VgluT2ダブルノックアウトより表現型はマ
イルドであり，バレルのプレシナプス要素である視床皮質
軸索のクラスターはある程度形成されるが，ポスト側要素
である第4層神経細胞のバレル壁への集積は完全になくな
る．この状態のマウスのバレル細胞の樹状突起形態が解析
されたが，非対称性が大きく減少していた．この結果は，
樹状突起の方向性獲得は視床皮質軸索に由来する神経活動
により引き起こされる現象であることを強く示唆する．
古典的には，ヒゲの一部を電気焼灼する方法とともに，
ヒゲと三叉神経節を結ぶ眼窩下神経（infraorbital nerve：
ION）を外科的に切断する手法が，神経活動を止める方
法として広く用いられてきた．出生後間もない時期にこ
れらの操作を行うと，バレル形成に大きな異常がみられ
る 41, 46, 47）．しかし，我々は最近，ION切断に違った意味を
与える実験結果を得た．
我々は視床皮質軸索末端でGCaMP6sを発現するトラン

スジェニックマウス 38）を用い，その IONをP0で切断し，
P5でバレルの in vivoカルシウムイメージングを行った 25）．
すると，予想と反して，IONを切断しても視床皮質軸索を
経由して伝えられる自発活動は残っており，正常マウスと
ION切断マウス間で活動頻度に大きな違いはみられなかっ
た．一方，ION切断マウスでは自発活動のパッチワークパ
ターンが壊れ，発火のバレルごとの分離がなくなり互いに
重なっていた．すなわち，出生直後のヒゲからの入力は自

図7 マウス体性感覚野にみられるパッチワーク型の自発活動
新生仔マウスの体性感覚野では，ヒゲからの刺激がない状態でも，1個のバレルに属する神経細胞が同期して発火
する．同時に発火した領域に同じ色をつけて重ね合わせるとパッチワーク模様が浮かび上がる（A）．個々のパッチ
はTCA-RFPマウスによって可視化されたバレル（B）と一致する．Mizuno et al., Cell Rep. 201838） より改変して転載．
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発活動の発生には必要ないが，自発活動へのパッチワーク
パターンの付与に必須である．

P0で IONを切断したマウスを用いて，生後3日目から6
日目の長期イメージングを行ったところ，dendritic treeの
ターンオーバーの頻度が著しく低下しており，個々のden-
dritic treeの形態は全体的に平均的な複雑さになっていた 25）

（図6B）．このことは，正常マウスにおいてバレルの縁に
位置するバレル細胞では，複数のdendritic treeの間でその
複雑さに大きな格差があり，大部分はシンプルな形態を
持つ中で，ごく一部のものが非常に複雑になっている（図
6A）ことと対照的である．

P0で IONを切断したマウスでは自発活動のパッチワー
ク型パターンが失われるが，この状態をバレル細胞の側
からみると，本来はバレル内側という一方向でしか適切
な視床皮質入力を受けることができないのに対して，この
マウスのバレル細胞はあらゆる方向から同期した視床皮
質入力を受けられる状態になっているとみることができ
る（図6）．つまり，正常マウスと ION切断マウスの違い
は，バレル細胞への視床皮質入力の有無ではなく，視床皮
質入力の空間的偏りの有無であるということが示唆された
（図6）．
ところで，正常マウスでは，バレル細胞の多くは細胞体

をバレルの縁に配置するが，少数ながら細胞体がバレルの
中心にあるバレル細胞も存在する．そうした細胞はすべて
の方向から同期した視床皮質入力を受けられる状態と考
えられる．もし，上記の仮説が正しければ，バレルの中心
に存在するバレル細胞と ION切断をしたときのバレル細
胞は，似た樹状突起ダイナミクスを示す可能性がある．そ
のことを，検証するためにバレル中心に位置するバレル細
胞でP3からP6の長期樹状突起イメージングを行ったとこ
ろ，予想どおり，dendritic treeのターンオーバーの低下と
全体的に中程度の樹状突起の複雑さという，ION切断時の
細胞と同様の特徴を示した（図6B）．これらの結果は，神
経入力の空間的偏りが樹状突起の成長様式に影響を与える
という考えを支持するものである．
視床皮質入力の操作や ION切断，ヒゲの電気焼灼などは

回路全体に非常に大きな異常を引き起こすので，検出され
た異常が神経活動操作による直接の影響なのか間接的なも
のか解釈が難しいという問題がある．それに対して，大脳
皮質の神経細胞の一部の細胞でだけ目的の遺伝子をノッ
クアウトする手法が最近開発され，それを用いることによ
り，よりエレガントな解析ができるようになった．大脳皮
質の細胞をまばらにノックアウトする手法としてmosaic 
analysis with double markers（MADM）と呼ばれる手法が報
告され 48），それを用いてNMDA型グルタミン酸受容体の
NR2Bサブユニットのノックアウトが作製された 3）．脳全
体や大脳皮質全体でNMDA受容体の機能が失われるとバ
レル形成に大きな異常が生じるが 49‒52），MADMを用いて
少数の細胞でノックアウトしたマウスでは当然のこととし
てバレルは正常に形成される．一方，ノックアウト細胞の

形態を組織学的に解析したところ，樹状突起の内向き方
向性が大きく減少することが明らかにされ，樹状突起精
緻化におけるNMDA受容体の細胞自律的な役割が示され
た．MADMはエレガントな方法であるが，樹状突起形態
の解析では蛍光強度を上げるため抗GFP抗体での免疫染
色が用いられている 3）．さらに，この手法を用いるために
は，標的とする遺伝子のノックアウトマウス，標的遺伝子
の位置する染色体ごとに2種類のトランスジェニックマウ
ス（GRマウス，RGマウス），さらに，目的とする脳領域
特異的なCreマウスの4種類を準備して交配する必要があ
り，マウス飼育スペース，費用，時間が膨大にかかるとい
う弱点がある．
一方，我々は，脳の細胞をまばらにノックアウトできる
簡便で普遍的なシステムを開発した．前述のSupernova法
がそれであり，任意の密度で細胞を明るく蛍光標識すると
ともに，標識細胞特異的に目的の遺伝子をノックアウト
することができる（図2B）．ノックアウトには，CRISPR/
Cas9やTALENを用いることも可能だが 18），NMDA受容体
の必須サブユニットNR1のノックアウトにはNR1-floxマ
ウスと組み合わせる手法が用いられた 4）．このマウスでは
バレルは正常に形成されるが，NR1がノックアウトされた
バレル細胞で，NR2Bノックアウト細胞と同様に，樹状突
起のバレル内向きの方向性が減弱した 4）．一方，二光子顕
微鏡を用いてP5から18時間にわたってNR1ノックアウト
細胞の樹状突起ダイナミクスを観察したところ，バレルの
内側でも外側でも正常細胞と比較して樹状突起が激しく伸
縮することがわかった 4）．適切な視床皮質軸索はバレルの
内側にのみ存在するので，バレル内側の樹状突起にできた
シナプスでNMDA受容体を介したシグナル伝達が起きる
と，それが局所的に働いてその樹状突起を複雑化させると
同時に，細胞全体にも作用して樹状突起の安定化に働くと
考えられる．一方，NMDA受容体がなければ，バレル内
側の樹状突起が視床皮質軸索からシナプス入力を受けて
も，適切な細胞内カスケードが惹起されないことにより，
P5になっても樹状突起は不安定なまま高いダイナミクス
を保ち続け，その結果として適切な入力のあるバレル内側
だけでなく外側でも樹状突起を複雑化させてしまうと考え
られる．この時期のバレル細胞には典型的なスパインはみ
られないので，NMDA受容体を持つシナプスが樹状突起
のどこにあり，それが，どのような細胞内シグナルを介し
て樹状突起ダイナミクスを制御しているかは今後の課題で
ある．

8. 将来の展望

本稿では，筆者らが最近開発に成功した，新生仔マウス
の in vivoイメージング技術を用いて行った体性感覚野の解
析を中心に，大脳皮質神経回路の生後発達機構，特に樹状
突起の精緻化について紹介した．今回，我々は3日間の撮
影を8時間ごとに行ったが，その間の樹状突起の形態変化
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は我々の当初の予想を超えて大きく，多くのことを見落と
している可能性がある．今後は in vivoでの撮影をさらに短
い間隔で行い，より詳細な現象を観察したい．そして，そ
こに関わる神経入力や分子の可視化，それらの局所的な賦
活／抑制を行うことで神経活動や分子の機能と樹状突起動
態の因果関係を明らかにしたい．
大脳皮質の急性スライス観察では，視覚野第5層興奮性

神経細胞の伸長する樹状突起の先端において（一般に軸索
の先端でみられるような）成長円錐様の構造が観察され
ている 53）．また，小脳プルキンエ細胞の分散培養系では
樹状突起のダイナミクスと，ミトコンドリアやゴルジ体と
いった細胞小器官の動態の同時観察が行われ，伸展して
いる樹状突起の先端近くにはミトコンドリアが局在して
おり，ATPを介してアクチン骨格の成長を促進しているこ
とが報告されている 54, 55）．今後は，組織培養で培われてき
た定量・数理的アプローチ 56）を in vivoでの細胞，ひいて
は回路へと拡大し，その形成原理へ迫っていくことが可能
となるだろう．空間・時間解像度を上げることが容易な組
織培養系と，生理的な環境下での振る舞いを観察できる in 
vivoの知見は，相互に影響を与え合い分野の発展を強力に
促進していくことが期待される．
また，他動物との比較も有用である．ゼブラフィッシュ

の視覚系を用いた研究では，樹状突起が枝分かれを作る際
には枝分かれ部位にまずPSD-95が集積することが示され
た 57）．また，オタマジャクシの視覚系では，樹状突起の伸
展にAMPA受容体，NMDA受容体が関わっていることが
示されている 58, 59）．こうした研究で得られた知見と，哺乳
類脳での知見を統合することにより，樹状突起のダイナミ
クスと各分子の局在の関係，神経活動依存的な回路構築機
構を，進化的な観点からも論ずることができるかもしれな
い．
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