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緒緒  言言  

 
ヒトの脳は1000億個もの神経細胞からなる複雑なネットワークである。個々の神経細胞は、多数の樹状突起を伸ば

しており、樹状突起上に分布するに多数のシナプスから入力を受け取る。例えば、大脳皮質においては、1個の神経細

胞に入力するシナプスの数は数万にも上る。しかしながら、こうしたシナプス入力はランダムに生じている訳ではない。

最近の研究によると、樹状突起のコンパートメントごとに入力の局所統合が行われ、適切な重み付けがなされた上で演

算・出力が行われると考えられている。個々の神経細胞における演算原理を理解するには、異なる軸索からの入力が樹

状突起のどこにどのように分布しているのかを明らかにすることが重要である。究極的には、脳内のシナプス結合の全

貌（コネクトーム）を明らかにすることが、脳機能の理解の基盤になると考えられている。 
現在のところ、コネクトーム解析におけるゴールドスタンダードは電子顕微鏡である。シナプス間隙は 20 nm 程度

しかなく、全ての神経細胞のシナプスを同定するにはnmスケールの分解能を必要とするからである。近年、3次元的

に撮像可能な電子顕微鏡が登場したことで、この流れは加速している。しかしながら、現在の最新鋭の電子顕微鏡を用

いても、1 mmスケールに及ぶマウスの大脳皮質の全層の結合を明らかにすることは容易ではない。コネクトーム解析

のハイスループット化を実現するには、実験目的に応じて異なるアプローチをとることが重要であると考えられる。 
我々は、光学顕微鏡を用いた神経回路解析を加速するため、10年ほど前から脳透明化技術の開発に取り組んできた。

特に、2013年に発表したSeeDB法は、ほぼ同時期に発表されたScale法、CLARITY法などとともに、透明化イメー

ジングのさきがけとなった［1］。我々は、光学顕微鏡を用いてシナプススケールの解析を実現するため、更に改良を進

め、超解像顕微鏡に最適化したSeeDB2法も開発した［2］。この方法を用いると、GFP等の蛍光タンパク質で標識さ

れた神経細胞については、120～300 nm程の分解能で、しかも神経細胞の全体に亘って解析することが可能となった。

電子顕微鏡の分解能には及ばないものの、興奮性シナプスが局在する樹状突起スパインの直径が数100 nmであること

を考えると、標識された神経細胞に限っては、全てのシナプスを同定可能である。更に、シナプスマーカーを蛍光標識

すれば、抑制性シナプスも容易に同定可能である。 
こうした独自の手法を用いて、我々は大脳皮質の神経細胞におけるシナプス分布の全体像の解明に取り組んだ。大脳

皮質の神経細胞の中でも、とりわけ5層ニューロンは、皮質からの出力を担う重要な神経細胞である。5層ニューロン

は、水平方向に伸びる基底樹状突起（basal dendrite）と表層に伸びる尖端樹状突起（apical dendrite）の2種類の異

なるタイプの樹状突起を有しているが、それらにどのようなシナプス入力の違いがあるかについては明らかになってい

ない。我々はシナプス分布の網羅的解析を行ったところ、基底樹状突起におけるスパインの分布は一様であるが、尖端

樹状突起においてはスパインが極端に（10倍程度）集積している部位（ホットスポット）が存在することを見いだした

（未発表データ）。ホットスポットは尖端樹状突起の中央部に位置しているが、この部位は、異なる樹状突起の枝から

の入力を統合してスパイクを生じる部位であることが以前から知られており、シナプス入力の統合・演算において特別

な意味を持つものと考えられる。 
そこで我々は、さらにこうしたスパイン分布の偏りが発達過程でどのように生じるのかについて解析を行った。2週

齢マウスにおいてはスパインはどの樹状突起でも一様に分布していたが、思春期以降では尖端樹状突起のホットスポッ

トでのみスパインの集積が生じ、その結果偏ったスパイン分布が生じることが判明した（未発表データ）。従来、樹状
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突起スパインは幼児期に急激に増えた後、思春期に減少するという考えが定説であったが［3］、我々の結果は、むしろ

思春期に局所的にスパインが増えることが思春期の脳発達に重要である可能性を示している。このような局所的なスパ

インの集積は、大脳皮質の神経回路が徐々に発達し、高次認知機能が獲得されるプロセスに関与している可能性がある。

興味深いのは、多くの精神疾患が思春期以降に発症するという点である。従来、思春期以降に発症する統合失調症の原

因は、思春期におけるシナプスの過剰刈り込みが原因であるとされてきた［3］。しかしながら、我々はむしろ、思春期

に特異的なシナプス形成の障害が精神疾患の発症に関与しているのではないか、と着想し、精神疾患のモデルマウスに

おけるスパイン分布の包括的解析に着手した。 
本研究においては、思春期以降に発症することが知られている統合失調症の様々なモデルマウスに着目し、思春期に

おけるホットスポットの形成不全が統合失調症に共通したエンドフェノタイプである、という可能性について検証を行

った。この結果、統合失調症のモデルにおいてはいずれもホットスポット形成に障害が見られること、これが特に思春

期以降に生じていることが判明した。これらの結果は統合失調症の発症機構に関する新たなメカニズムを示唆するもの

であり、今後、統合失調症の回路病態解明につながることが期待される。 
 

方方  法法  

 
11．．ママウウスス    
本研究にかかる動物実験については、審査を受けた上で九州大学総長の承認を受けており、学内の動物実験規則に則

って行った。野生型の実験については、C57BL/6N マウス（雄および雌）を使用した。L5 PT 細胞の標識にあたって

は、Thy1-YFP-Hラインマウス（JAX #003782）を使用した。NMDARの conditional KOにはFloxed Grin1（JAX 
#005246）を使用した。Schnurri-2 KOマウスは、C57BL/6JバックグラウンドのヘテロKOマウスとBALB/cAバッ

クグラウンドのヘテロKOマウスを掛け合わせることで得た。いずれも、同腹仔をコントロールとした。 
22．．ウウイイルルススベベククタターー    

AAV は pAAV ベクターと pHelper ベクター、pRC ベクターを HEK293 細胞にトランスフェクションさせ、

AAVproPurification Kit（Takara）を使用して精製した。タイターにはSYBR GreenによるqPCRを用いた。DISC1
の操作にあたっては、AAV-DJ-hsyn1-iCre とAAV-DJ-FLEX-DISC1cc-P2A-mRuby3 を感染させることで、まばらに

DISC1ccを発現させた。コントロール実験ではAAV-DJ-hsyn1-CreとAAV-DJ-FLEX-mRuby3を用いた。Grin1の時

期特異的KOにあたっては、AAV-DJ-hsyn1-iCre-P2A-mRuby3を感染させた。ケタミン・キシラジン麻酔下、頭蓋骨

に歯科用ドリルで穴を空け、1～5×10１１ gc/mLのウイルス液を200 nL程度感染させた。 
33．．SSeeeeDDBB22にによよるる透透明明化化とと超超解解像像イイメメーージジンンググをを用用いいたたススパパイインンのの定定量量解解析析  
マウスは過剰量のペントバルビタールで麻酔し、4％パラホルムアルデヒド/PBSで潅流固定を行った。取り出した脳

はアガロースに包埋したのち、ビブラトーム（堂阪 EM）で 220μm 厚のスライスを作製した。これを SeeDB2G [2]
で透明化し、封入した。共焦点顕微鏡TCS SP8およびLIGHTNINGユニット（Leica Microsystems社）を用いて蛍

光イメージングを行った。対物レンズにはグリセリン浸レンズ（HC PL APO 63x GLYC CORR CS2、NA 1.3、WD 
0.28 mm）を使用し、ピンホールサイズは0.5 AUとした。取得した蛍光画像はNeurolucida（MBF Biosystems社）

を用いて再構成し、定量を行った。 
 

結結  果果  

  

11．． 統統合合失失調調症症モモデデルルママウウススSShhnn22  KKOOのの解解析析  
本研究においては、まずSchnurri-2（Shn2）ノックアウトマウス（KO）の解析を行った。先行研究において、様々

な変異マウスを用いた行動実験スクリーニングにおいて、統合失調症様の顕著な行動異常を示す系統として同定された

ものである［4］。具体的には、作業記憶の異常、聴覚性プレパルス抑制の異常、巣作り行動の異常、多動などが観察さ

れる。そこで、Shn2ノックアウトマウスにおいて5層ニューロンにおけるスパイン密度の解析を行った。 
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P14においては野生型とKOとでスパイン密度の差は見出されなかったが、成獣（P77）においては、特に尖端樹状

突起において顕著な差が見出された（図1）。基底樹状突起では有意な差は見出されなかった。従って、Shn2 KOマウ

スにおいては、思春期に尖端樹状突起においてスパインが集積する過程が特異的に障害されていることが示唆された。 
 

 
図1．Shn2 KOの5層ニューロンにおけるスパイン密度の変化 

いずれもThy1-YFP-Hマウスを用いて5層ニューロンを標識した。 
A）P14におけるスパイン密度分布。コントロールと差は見られない。 
B）成獣（P77）におけるスパイン密度。基底樹状突起（basal）においては有意差が見ら

れないが、尖端樹状突起（apical）のホットスポット領域（黄色で示す）においてより

顕著な違いが観察される。 
P値はStudent’s t-testによる。データは平均±標準偏差。 

  
22．． DDIISSCC11ドドミミナナンントトネネガガテティィブブ変変異異体体発発現現にによよるる影影響響のの解解析析  
そこで、他の統合失調症モデルマウスにおいても尖端樹状突起のホットスポットにおけるスパイン集積の異常が見ら

れるか、検討を行った。先行研究において、ヒトの統合失調症家系で見出されたのと同じDISC1 ドミナントネガティ

ブ変異体（DISC1cc）を発現するマウスにおいて、統合失調症様の行動異常が観察されている［5］。そこで、DISC1cc
を過剰発現させた5層ニューロンにおけるスパイン密度分布の解析を行った。ここでは、AAV-DJ-hsyn1-iCreとAAV-
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DJ-FLEX-DISC1cc-P2A-mRuby3 を大脳皮質体性感覚野に感染させ、まばらに DISC1cc を発現させた。EYFP と

mRuby3を両方発現する5層ニューロンに着目し、スパイン密度の解析を行った。ここでは、尖端樹状突起と基底樹状

突起の両方でスパイン密度の減少が観察されたが、その減少率は尖端樹状突起においてより顕著であった（data not 
shown）。DISC1cc はCAG プロモーターを用いて大過剰に発現させていたため、基底樹状突起におけるスパイン密度

減少はその影響である可能性がある。今後、発現量を押さえることで、尖端樹状突起への影響の特異性がより顕著にな

る可能性を検討する予定である。 
33．．  NNMMDDAARRのの時時期期特特異異的的ノノッッククアアウウトトのの解解析析  
次に、NMDA型グルタミン酸受容体（NMDAR）の関与について、検討した。古くから、統合失調症にはNMDAR

が関与しているという仮説がある［6］。まずはじめに、NMDARの必須サブユニットNR1をコードするGrin1の floxed
マウスを用いて、子宮内エレクトロポレーション法を用いて胎児期から一部の5層ニューロンでNMDAR をコンディ

ショナルKOする実験を行った。その結果、思春期以降のスパイン密度増加が抑えられることが確認されたが、同時に、

生後発達期における樹状突起発達も損なわれていることが判明した（図2）。そこで、思春期以降に特異的にNMDAR
をノックアウトした場合により 5 層ニューロンの尖端樹状突起特異的な異常が観察されるかについて、検討を行った。 
具体的には、floxed Grin1マウスを用いて、2週齢で体性感覚野にAAV-hsyn1-iCre-P2A-mRuby3を感染させた。ス

パイン密度は 11 週齢で観察した。その結果、5 層ニューロンにおいて、尖端樹状突起において特異的にスパイン密度

の減少が観察された。基底樹状突起では有意な変化は見出されなかった。 
 

 
図2．NMDARコンディショナルKO 5層ニューロンにおけるスパイン密度の変化 

いずれも Grin1 fl/fl; Thy1-YFP-H マウスを用いて 5 層ニューロンを観察した。P14 で

AAV-hsyn1-iCre-P2A-mRuby3 もしくはコントロールとして AAV-hsyn1-mRuby3 を感

染させ、成獣（P77）において解析した。基底樹状突起（basal）ではスパイン密度に有意

な差が見られないが、尖端樹状突起のホットスポット付近（黄色で示す）では有意な減少

が見られる。P値はStudent’s t-testによる。データは平均±標準偏差。 
 

考考  察察  

 
本研究においては、Shn2 KOマウス、DISC1cc発現ニューロン、NMDAR KOニューロンにおけるスパイン密度変

化について、透明化超解像解析によって行った。その結果、Shn2 KOおよびNMDAR KOにおいては、基底樹状突起

では大きな変化が見られない一方で、尖端樹状突起のホットスポットではスパイン密度の顕著な減少が観察された。更

に興味深いことに、Shn2 KO では、2 週齢では野生型と差が見られない一方、成獣で顕著な差が見出された。これら
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の結果は、統合失調症の症状が思春期以降になって初めて表出することとも符合する。これらのことから、5層ニュー

ロンのホットスポット形成が大脳皮質神経回路の成熟過程に関わっており、その異常が統合失調症と関わっている可能

性を示唆している。今後、5層ニューロンのホットスポット形成を特異的に阻害し、樹状突起演算にどのような影響が

生じるのか、行動レベルで統合失調症様の異常が見られるのか、などについて更なる解析を行う予定である。また、ホ

ットスポットにどのような入力が入っているのかを同定することも今後の課題である。 
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