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ABSTRACT

Proper synaptic organization contributes crucial role in generating proper neuronal output.  This article reviews a 

series of experiments aimed at investigating mechanism of formation of proper synaptic organization in cerebellar 

Purkinje cell (PC).  Maturated PC receives two types of excitatory inputs, parallel fibers (PF) and climbing fiber, in 

segregated dendritic domain.  During developing period, PF synapses induce elongation of PC dendrites and move to 

the elongated portion, and CF translocates along PC dendrite after PF synapses.  PF and CF compete for spine to form 

synaptic contact and newly formed synapse is likely to be stabilized if it is to be proper.  Furthermore, occupation of 

spines by PF synapses prevents from multiply CF innervation on PC dendrites.  At adult, CF acts to maintain 

completed synaptic organization.  In addition, the molecular that involve in the stabilization of excitatory synapses on 

PC have been reported.
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1　はじめに

　中枢神経では，神経細胞が 1つの素子を構成する神経回
路網により情報処理が遂行され，メインルートの情報伝達

は，化学シナプスにより一方向性になされる．具体的には，

神経細胞の軸索終端に「シナプス前部」が，細胞体－樹状

突起に「シナプス後部」が形成され，互いにシナプス結合

する．「前部」より放出された神経伝達物質により「後部」

に局在する受容体が作用を受け，後部内の膜電位が変化し

神経細胞内に伝わる．細胞体ではそれらの個々のシナプス

より伝えられた膜電位の変化および spike backpropagation
など他の因子からの作用が統合され最終的な出力が産出す

る 1，2）．その過程の中で，個々のシナプスの膜電位変化が互

いに時間的，空間的に協調，あるいは反発しあうことは，一

連の情報の統合活動に大きな影響を及ぼす．それゆえ，神

経細胞が適切な（のぞましい）情報処理を遂行するために

は，適切な様式をもつシナプス構築が形成されること，具

体的には細胞体－樹状突起上の適切な位置に適切な入力線

維がシナプス結合することが必要となる 3）．筆者は，中枢神

経の中で比較的シナプス構築の解析が容易である小脳プル

キンエ細胞（PC）を対象として選び，シナプス構築の成熟
段階ごとの解析，あるいは人為的な変異を加えた環境下で

の解析をすることにより，適切なシナプス構築の形成機構の

要因を明らかにしてきた．ここで，それらについて紹介する．

2　PCのシナプス構築

　将来的に薄切とセットになった走査型電子顕微鏡あるい

は 2光子レーザー顕微鏡などを用いた手法が主流となるか
もしれないが，現時点においてシナプス構築像を確実に得

られる方法は透過電子顕微鏡による連続超薄切片観察であ

る．障害となる点は，1）入力線維の区分，2）全樹状突起
を収容するに足る容積分の超薄切片作成，の 2点である．
PCの場合では，入力線維が限定されること，樹状突起
（PCD）の広がりが 2次元的である，などの点から比較的緩
和されるために，筆者はシナプス構築の解析対称として PC
を選んだ．
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　正常の成体の PCを中心とした小脳の組織構築について
簡単に説明する．小脳皮質は表層より分子層，PC層，顆粒
細胞層（GC層）からなる．分子層には浅層に星状細胞，
深層に籠細胞の細胞体，および PCD，平行線維（PF），登
上線維（CF）が分布している．PC層には PCの細胞体が
一列になって配列している．GC層とPCの移行部にはゴル
ジ細胞が分布しており，GC層には PFを発するGCの細胞
体が分布しており，それに苔状線維がシナプスを形成する．

PCは興奮性入力として，CFとPFからの入力を受ける 4，5）．

CF（図 2C：赤色）は一本の幹（図 2C：矢印）より発した
分枝からなり，それらは PCD（図 2C：緑色）に伴走するよ
うに細胞体から遠位方向に走行し，PCDの中途で終わる．
電子顕微鏡観察から，一個の PCに形成されたCFシナプ
スの前線維は全て一本のCF幹由来の枝であることが明か
にした（図 2G）6，7）．そのことは電気生理学的実験データと

も一致した．なお，一個の PCには数百～数千個のCFシナ
プスが形成される．一方，PFシナプスは数万～数十万個形
成され，PF一本は PC一個とシナプス結合する．PFとCF
シナプスは全てスパイン上に形成されシャフトに形成されな

い，一方，全てのスパイン上にはシナプスが形成され，シナ

プスの形成されないスパインである自由スパイン（FS）はみ
られない．また，PCは抑制性入力として，籠細胞あるいは
星状細胞由来のGABAergic線維を受けている．それらの

図 1　PC樹状突起（PCD）の水平断の電子顕微鏡像および模式的
シナプス構築像

 A1は PCDの近位（Ⅰ）型領域，A2は中間（Ⅱ）型領域，
A3は遠位（Ⅲ）型領域のそれぞれの水平面電子顕微鏡像．
CFをBDA（biotinyl destran amine）によりあらかじめ標識し
DABにより濃染を施した．矢じり間は興奮性シナプスの PSD
（シナプス後部）を示す．B1はA1の，B2はA2の，B3はA3
のそれぞれ周囲のシナプス構築を模式的に表した図である．

図 2　PCとCFの 2重 染 色 像（A-E），
近位型領域の 3次元再構築像（F），
およびシナプス構築の摸式図（G）

 A-Eは共焦点レーザー顕微鏡を用
いた PC（緑色）とCF（赤色）の 2
重染色像．A-Cは正常マウスで，
それぞれ P9，P12，P30のⅣ -Ⅴ葉
の小脳分子層の矢状断面像である．
Dは P7にてCFを電気焼却したマ
ウスの成体におけるPC像，Eは
MAM投与によりPF数を減少させ
たマウスの成体におけるPC-CF像．
Fは水平断連続超薄切片から再構
築した PCD近位部の 3次元像，
Reconstruct©23）を用いて作成した．
Gは PC全体のシナプス構築の摸
式図．タイプごとに塗り分けられた
PCD，PF synapseを構成する spine
（青色）とCF synapseを構成する
spine（黄色）および CF（赤）が描
画されている．
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抑制性線維は，スパインを介さずに細胞体あるいは PCDの
シャフトに対称型を呈するシナプス結合する 8，9）．

　電子顕微鏡を用いて PCのシナプス構築について観察す
ると，興奮性シナプスの入力線維の種類によって PCを 4
領域，①細胞体，② PCD近位型（typeⅠ）領域，③ PCD
中間型（typeⅡ）領域，④ PCD遠位型（typeⅢ）領域に
区分できる．以下にこれらの各領域のシナプス構築につい

て記述する 6，7）．

2・ 1 細胞体（図 2G－橙色）
　細胞体では，抑制性シナプスだけが細胞体表面にみられ

る．それらの大部分は籠細胞からの入力であり，一部が PC
の反回側枝からなる．成熟期にはスパインが発現しCFシナ
プスを形成するが，成体では消失しスパインはみられない．

ただし，稀にCFからの痕跡的なシナプスを形成するスパイ
ンを見かけることがある．

2・ 2 PCD TypeⅠ領域（図 1A1，1B1，図 2G－黄色）
　この領域の高さは PCDの全高の約半分を占め，分布す
る興奮性シナプス（非対称性シナプス）はCFシナプスの
みからなる．その領域は細胞体から連なり，1～数回ほど等
分岐した後にTypeⅡへと移行するが，途中で側枝（Type
ⅡあるいはTypeⅢ）を発する．また，CFシナプスは全て

スパイン上（図 2G－黄色）に形成される．抑制性シナプス
は星状細胞あるいは籠細胞由来である．

2・ 3 PCD TypeⅡ領域（図 1A2，1B2，図 2G－緑）
　この領域は全高の約 1/4を占め，CFまたは PFの両者が
シナプス入力を形成する領域である．typeⅠ領域より連な
り，本幹は 1～数回ほど等分岐した後に typeⅢへと移行す
るが，途中で側枝（typeⅢ）を分枝することもある．CF，
PFシナプスは全てスパイン上（図 2G－黄，青）に形成さ
れるが，1つのスパイン上に両者が混在することはない．な
お，PCDの高さあたりのスパイン密度は，typeⅠに比べ約
3倍増加している．その内約 1/3がCFシナプス，約 2/3が
PFシナプスである．すなわち，TypeⅡのCFシナプスの密
度は typeⅠとほぼ一致し，PFシナプスが新たに加わること
により，全スパイン密度が増加したことを示している．また，

星状細胞より抑制性入力を受ける．

2・ 4 PCD TypeⅢ領域（図 1A3，1B3，図 2G－青）
　この領域の高さも全高の約 1/4を占め，興奮性シナプス
が全て PFシナプスである．TypeⅡより移行する以外に，
typeⅠ領域より発する側枝にもみられる．PFシナプスは全
てスパイン上（図 2G－青）にある．PFシナプスの密度は
typeⅡと比べ増加し，加えて，PCDの径が細くなるため，

図 3　PCのシナプス構築形成過程についての摸式図
 A1-A3は正常の PCの細胞体と樹状突起（PCD）上のシナプス構築形成過程を模式的に示している．B1-B3は P0よりPF（PF）が減

少した環境下での，C1-C3は P7よりCF（CF）が P7より欠落した環境下でのシナプス構築形成過程を模式的に示している．D-Fは，
成体の正常マウスに障害を加えた際のシナプス構築の変化を示した摸式図である．Dは PFに切開を加えることで部分的に破壊した場
合，FはCFを焼却することで完全に破壊した場合，Eは両者を組み合わせた場合である．FSはシナプスを形成しないスパインを示す．
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spiny branchletと呼ばれる．また，typeⅡ同様に星状細胞
より抑制性を受ける．

3　プルキンエ細胞シナプス構築の発生（図 3A）

　小脳は出生直後にても分子層の表層に外GC層がみられ，
そこではGCが細胞分裂を産生している．産生されたGC
は，軟膜に平行な方向に 2本の軸索（PF）伸ばしながら，
軟膜に対し鉛直である髄質方向に細胞移動しプルキンエ細

胞層の深部にある（内）GC層に至る，その結果GCから
のびる軸索はT字型を呈する．GC層には，小脳外からの
求心性線維である苔状線維が進入しており，下降してきた

GCとシナプスを形成する．PFが PCD上に形成するシナ
プスが観察されるのはマウスで生後 7日（P7）以降である．
一方，CFは延髄下オリーブ核にある神経細胞の軸索である
が，下小脳脚より小脳に進入し，髄質よりPC層に向かう．
胎性 19日（E19）には，PCの細胞体に興奮性シナプスを
形成する 10）．

　E19では複数の細胞から発した CFsが一個の PCの
細胞体にシナプス入力するが，成体では一個の細胞由来

の CFのみが一個の PCの PCDに入力する（図 2G，
3A）6，11，12）．胎生期より生後第一週まではCFは細胞体あ
るいは原始神経突起（第一週以内に消失する）に複数の

CFはシナプスを形成し，経時的にシナプスの数，大きさが
ともに増加，増大する．電気生理学的な実験より得られた

データ 12）とともに考察すると，第一週後半より各 CFに
innervationの強度に相違が生じ，第二週の始めにはシナ
プスや EPSCなどの点から優性なCFと劣勢なCFの間に
明瞭な差が形成される（図 3A1－ 2）．そして，細胞体に
おけるCFシナプスがある水準まで成熟すると，CFの
translocationが始まる．これは，CFシナプスの形成部位
が，細胞体から PCDの遠位方向へと移動し始めることで
ある（図 2A－C，白矢がしら）．第二週では，PCDも成
長とともに長さが伸びるが，その速度以上にCFは伸長し
樹状突起の遠位部の基部にまで達しシナプス形成をおこな

う（図 2A－C，3A）．同時にそれまでに形成された細胞
体シナプスの消褪も進行し，第二週の終わり頃には完全に

消失する（図 3A3）．その過程において劣勢 CFは経時的
にシナプス数が減少し，最終的に全シナプスが喪失し，一

重支配が完成する（図 3A3）．なお，細胞体では，籠細胞
の軸索が CFと交代するように抑制性シナプスを増加させ，
第二週の終わりには抑制性シナプス形成がほぼ終了する 8，9）

（図 3A3－●）．
　一方，PFは P7に PCの細胞体－樹状突起の移行部に出
現するが 4），CFの translocationとともに，その支配領域は
樹状突起の遠位部に移行する．また，成長段階で近位型樹

状突起から細い側枝様の突起が突出するようになり，そこに

は PFシナプスが形成される（図 3A3）．そのことは，PFシ
ナプスもまた，translocationあるいは reinnervateしている
可能性を示している．

4　入力線維に障害がある環境下でのシナプス構
築の発生過程

　PCには，PFとCFの両者の入力を受けるが，シナプス
構築を形成する際に互いにどのよう作用をするか不明であ

る．そこで，それぞれに障害を加えた環境下でのシナプス

構築形成過程を調べた．

4・ 1 PFに障害を加えた場合（図 3B）
　GCは生後細胞分裂により増加することが知られている．そ
のため，生後X線を照射もしくはMAM（methylaoxymethanol 
acetate）を投与することでその産生を抑制し，GCより発す
るPFの数を減少するこができる 4，13）．しかし，大量に投与

するとPCDが発育不全となる．そこで，PC層が単層を保
つことの出来るMAX量をもとめ，その量のMAMを生後
0日に投与することにより観察した．P7，P9の PCDは
PCDの分枝数も長さも対照と比べると少なく短く，CFが到
達しない部位はほとんど僅かであり，そこには少数の FSと
PFシナプスが混在している．P12になると，分枝は増える
ものの枝の長さは短いままである．CFは PCDの先端近く
まで伸長しており，また，周囲に側枝を伸ばし，隣接する別

の PCDともシナプスを形成している．PCDの遠位部では
FSとPFシナプスが混在している．P15あるいは成体にお
いても，PCDの長さは対照に比べ有意に短く，CFは PCD
の終端近傍にまで到達し，そこでは FS，PFシナプスと混
在してCFシナプスを形成している．このことは，CFが PF
の支配領域に侵入するものの不安定なシナプスしか形成で

きないことを示唆している．また，P12と同様に，PCDに
伴走するCFは隣接する別の PCDに側枝を伸ばしシナプス
を形成している．また，細胞体のCFシナプスは消失してい
ることから，成体で報告された hypogranularマウスのCF
による多重支配 14）は隣接するPCDにCFが跳躍しシナプ
スを形成することにより形成される，可能性が高い．

4・ 2 CFに障害を加えた場合（図 3C）
　CFは P7までは細胞体に留まっているため，P7にて下オ
リーブ核を焼却し PCDにCFが伸展しないようにして，シ
ナプス構築の発達段階を調べた．CFを破壊した成体での
PCDの分枝，長さは，対照と差が見られない 14）．発達過程

を追跡すると，PFシナプスが密に分布する領域の相対的位
置は対照と各齢でほぼ一致し，成長と共に PCDの遠位部
に移行する傾向を示した．このことは，CFの作用とは関係
なく，PFシナプスについても translocationあるいは
reinnervationが起きている蓋然性が高いことを示している．
CFを欠落させた PCにおける対照でCFが支配する領域に
対応する部位には，CFシナプスとほぼ一致した密度の FS
と少数の PFシナプスの混在がみられる．そのことは，PF
がCFの支配領域に侵入するものの安定化されないことを
示唆している．
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5　成体で，興奮性線維に障害を加えた場合

5・ 1 PFに障害を加えた場合（図 3D）
　平行線維は，PCDの分布する面と垂直にすなわち小脳の
分子層の表層を内外側方向に走行しているため，矢状方向

に表面から切開を加えることで平行線維を部分的に破壊す

ることができる 15）．破壊後 1日では，FSが近位部も含む
PCD全体に発現するが，7日後には FSは 99％消失し，
PCDの遠位部では PFシナプスが再形成される．また，
PCDの遠位部の長さは短くなるが，反比例するように PF
シナプス密度が増加する．CFが PFの領域である遠位部に
侵入したか否か，を確認するため，CFに特異的に発現する
VGLT2（小胞性グルタミン酸トランスポーター2型）を用
いて標識して調べたが，CFが PFの支配領域を侵して伸長
した形跡はみられなかった．30日後には，PFが分子層内に
満ち，切開前とほぼ同様の超微形態像を示した．

5・ 2 CFに障害を加えた場合（図 3E）
　マウスと異なりラットでは 3-acetyl-pyridine（3－AP）を
投与すると下オリーブ核が破壊され CFが消失する．そ
のため，大部分の CF破壊実験はラットを用いられてき
た 16－18）．今回の実験では一連の実験系あるいは遺伝子欠損

マウスからのデータと比較検討するためにマウスを使用し

た．CFをマウス成体で電気焼却により破壊すると，CFを
P7で破壊して成熟した成体と同じ様式のシナプス構築が観
察される．つまり，遠位の PFシナプスで占められる領域に
変化がなく，近位部ではCFシナプスとほぼ一致する密度
の FSとPFシナプスが分布する．しかし，ラットの実験系
からは，CFの喪失した部位にはCFシナプスよりも有意に
高い数の FSとPFシナプスが形成されると報告されてい
る．それについては，マウス，ラットの種差というよりは，

CF除去の方法すなわち薬剤投与と部分焼却の影響の違い
による可能性が高い．また，TTXなどで活動電位発生に障
害を与えると類似の結果が得られるとの報告もある 19）．これ

らのことから，CFの領域の保持は電気活動に依存すること
を示している．また，CF領域が欠落した場合には，基本的
に PFシナプスの構築は保たれ，しかもPFシナプスの伝達
に減少がみられなければ欠落領域のスパイン密度は一定に

保たれる．しかし，PFシナプスの伝達が減少すると崩壊し
た領域に多数の FSとPFシナプスが出現することになる．
いずれにせよ，その領域に PFは侵入しシナプスを形成する
ものの安定化しない．

5・ 3 CFと PFの両者に障害を加えた場合（図 3F）
　CF除去とPF部分除去を同時に行った系である．それを，
個々に行った場合と比較すると，1）近位部に多数の FSと
PFシナプスの出現，2）遠位部の PFシナプスの再形成が
30日を経ても未完である，ことがおもな相違点であった．
前者については，PFを除去した直後の FSの出現を考慮す

ると，PCに対する興奮性シナプスの減少がもたらしたこと
であろうと推察される．後者については，CFが PFのシナ
プス再形成において促進する役割を担っていることを示し

ていることを示唆し，言い換えると完成されたシナプス構築

を維持するように作用することを示している．CFを部分破
壊したところ，CFを失った PCDに向け生き残ったCFが
側枝を jumpさせて再 innervateするとの報告もある 16，17）．

今回は，PFは一部生存しCFは完全に消滅した状態での実
験系であったが，CFの側枝の再 innervationについて調べ
た場合 PFの存在がどのように作用するのかは興味のあると
ころであり，今後の課題となる．

6　おわりに

　プルキンエ細胞について，適切なシナプス構築するため

の形成機序を求めるための一連の実験系を紹介してきた．

発生期についてまとめると，1）発生期では PFが PCDの
成長を促す役目を果たし同時に延伸した PCDとともに PF
の支配領域も遠位に移動し，CFがその後を追いかけるよう
に PCD上を伸長しシナプスを形成する．2） PFとCFの間
にシナプス形成に関して競合がみられ，そこで形成された

シナプスが適切であると安定化作用を受ける．ただし，一

方の線維に障害が生じると残りの線維が支配領域を越えて

侵入するが，形成されたシナプスは安定化しない．3）幼若
期の細胞体におけるCFの多重支配は消失するが，PCDに
おけるCFの一重支配形成には PFシナプスがスパインを占
有し FSが存在しないことが必要となる．一方，成体期にお
いては，PFはCFの欠除した領域に侵入するものの，CF
は PFの領域に侵入せず逆にシナプス構築を維持するよう
作用することが明らかとなった，これは発達段階でCFの一
重化およびシナプスの安定化作用を受けたためであると考

えられる．なお，PFのCFの再 innervationにどのような役
割を果たすのかは今後の課題である．本稿では省略したが，

プルキンエ細胞でシナプスを安定化させる分子が発見され

ており，PFシナプスに対しては，PCに発現するグルタミン
酸受容体δ2サブユニット 4），PFに発現するCBln1分子，
CFシナプスに対してはカルシウムチャンネル P/Q型 1Aα
サブユニット 20），などが報告されている．他に，CFの一重
支配を導く分子としては，mGluR1，Gαq，PLCβ4，
PKCγ，21），22）なども報告されている．

　今後，シナプス構築の形成機構については分子レベルか

らの探索が必要となるため，筆者は，分子生物学あるいは

分子組織学の分野の研究者と連携をより一層深めようと考

えている．また，形成機構とは別に，シナプス構築がおこな

う情報処理の作用機序を解明すべく，シナプス構築の解析

により得られた形態学的な情報を電気生理学的データと照

らし合わせながら神経数理学的な面からも検討するために，

その方面の研究者との共同研究も模索しつつある．一方，

筆者のシナプス構築を解析するための技術が本プロジェク

トを実行する中でより向上したため，神経系の最高次中枢で
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ある皮質－視床系の情報処理の機序解明を目指して視床中

継核神経細胞を対象としてシナプス構築解析を試みるプロ

ジェクトをも企画している．
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