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1.　はじめに

中枢神経内の神経回路では，一般に，個々の情報は神経細

胞と神経細胞との間の化学シナプスにより伝達される．情報

の出力元である神経細胞はその軸索の膨化した bouton と呼

ばれる部位に形成されたシナプス前部から開口分泌により神

経伝達物質をシナプス間隙へと放出し，情報の受け手である

神経細胞はその樹状突起に形成されたシナプス後部にある受

容体にて情報を受け取る．受け手の細胞は，個々のシナプス

で起きた電位変化および spike backpropagation など他の因子

を統合して最終的な出力を産出する．そのため，神経細胞が

適切な情報処理を遂行するためには，適切なシナプス構築が

形成されること，具体的には神経細胞ごとに適切な入力線維

が適切な樹状突起上の位置にシナプスを形成することが必要

であると想定される．それゆえに，シナプス構築の詳細な解

析は神経細胞の情報処理すなわち活動電位産生のメカニズム

を解明にするに際し有力な手掛りとなると考えられる．同時

にシナプス構築の解析は，適切な情報処理をなす神経回路網

の形成機構を解明する上で，重要な情報を供与する．

シナプス構築を解析するにあたっての困難となる問題点

は，1）入力線維の区分，2）全樹状突起を収容するに足る容

積分の超薄切片の作成 2 点である．しかし，小脳プルキンエ

細胞の場合ではその困難度が低下する，というのは，1）興

奮性線維が平行線維（顆粒細胞の軸索）と登上線維（下オリー

ブ核の神経細胞からの軸索）の 2 種類に限定される，2）ま

た抑制性線維も星状細胞が樹状突起遠位部～近位部と線維ご

とに分節して入力する，3）樹状突起が二次元の面内にほぼ

限局して広がっている，ためである．ただし，プルキンエ細

胞には青斑核，縫線核からの線維の入力があるが微量であり

解析する上であまり問題にはならない 1 ～ 3）．そのため，シナ

プス構築の解析はプルキンエ細胞について多くがなされてお

り，それらから得られた知見を以下に紹介する．

2.　シナプス構築の解析の方法

シナプス構築像を得るためには，シナプスを同定しなけれ

ばならない．近年では 2 光子レーザー顕微鏡など分解能の上

昇した光学顕微鏡などを用いてシナプスを近似的に同定し解

析する方法も開発されつつあるが，現時点では透過電子顕微

鏡による連続観察が最も確実な方法である．また，超微形態

の連続観察が可能とする走査電子顕微鏡など 4,5）が開発され

ており，将来的にシナプス構築像の作製にあたって主流とな

る可能性も考えられるが，ここでは，筆者らが用いている透

過電子顕微鏡によるシナプス構築像の再構築法を簡略に記述

する 6）．①登上線維の標識：マウス小脳のプルキンエ細胞を

対象とする．興奮性入力線維の分別を容易にするため順行性

の標識物質（例：BDA）をあらかじめ下オリーブ核に注入

することで登上線維のみを選択的に標識，DAB 発色させる．

それにより標識された登上線維を電子顕微鏡下で high

density 像とする（図 1，2）．②連続超薄切片の作成：小脳

を矢状断にて 50 μm 厚で切断し，組織化学反応，オスミウ

ム固定，2％酢酸ウランへの十数時間の浸漬，脱水，エポン

樹脂包埋までを行う．エポン樹脂をトリミングし，切片が軟

膜と平行な面となるようにエポンロケットに接着剤を用いて

付着させる．概ね，切断面が 200–400 μm×50–200 μm とな

るようにトリミングし，薄切を行う．例として，プルキンエ

細胞の樹状突起が矢状断面内にて留まる傾向を示す 4/5 葉内

に分布するプルキンエ細胞をとりあげると，軟膜からプルキ

ンエ細胞の細胞体の下端まで，100 nm 厚の超薄切片で概ね

1700 枚となる．それらを，1× 2 mm の単孔メッシュにフォ

ルムバール膜を張り，一個あたり 20–40 枚単位で乗せる．③

観察：連続超薄切片を連続的に透過電子顕微鏡により観察．

細胞体より樹状突起の本幹を終端まで追跡，対象物が含まれ

る画像を保存．保存された画像から，研究目的に応じた方法

で，シナプス構築像を 3 次元再構築する．ちなみに，近位―

遠位軸における各興奮性シナプスの分布を解析した際に使用

した摸式図を例として示す（図 4B）．
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要　旨 超微形態像を連続的に観察することにより得たプルキン

エ細胞のシナプス構築の再構築像によると，細胞体の近

位領域では登上線維のみが，中間領域では登上線維と平

行線維の両者が，遠位領域では平行線維のみが，スパイ

ン上に興奮性シナプスを形成し，抑制性線維は全領域の

シャフトにシナプスを形成する．形成，保持させる因子

として，入力線維およびその電気活動，プルキンエ細胞

に発現する特定の分子，などが挙げられている．
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3.　マウスのプルキンエ細胞のシナプス構築

プルキンエ細胞のシナプス構築についての記述を簡便化す

るために，シナプス前終末を構成する興奮性線維の種類に

よって樹状突起を以下の 3 つの領域に区分する 4）．①近位型

（type I）領域：登上線維のみの入力，②中間型（type II）領域：

登上線維と平行線維の混合入力，③遠位型（type III）領域：

平行線維のみの入力，である．以下は，これらの各領域のシ

ナプス構築について記述する．なお，定量化したデータは 2ヶ

月齢マウス小脳虫部の 5/6 葉に分布するプルキンエ細胞につ

いて計測したものを取り上げた．

3.1　近位型（type I）領域

分布する興奮性シナプス（非対称性シナプス）の前線維は

登上線維のみからなる領域であり，それは細胞体から連なり，

1 ～数回ほど等分岐した後に中間型へと移行するが，途中で

中間型あるいは遠位型を示す分枝を発する（図 4B，C）．超

薄切片の枚数から見積もった樹状突起の全高に対する本幹に

おけるこの領域の高さは 48.2 ±0.9％（mean± SE）であった．

光学顕微鏡の所見によれば，登上線維は一本の幹より発し，

プルキンエ細胞層から軟膜方向に向けて樹状突起に伴走し概

ね樹状突起の分岐と並行して分岐し，しばしば樹状突起を取

り巻くような側枝（蔦状分枝）を発する 1,2），と報告されて

いる．電子顕微鏡による観察から，一個のプルキンエ細胞に

入力する登上線維シナプスの前線維は全て伴走する一本の登

上線維の枝由来であり，そのことは，電気生理学的方法によ

り得られたデータと一致する．シナプス後部は全てスパイン

上に形成され，逆に，スパインは全て登上線維シナプスを形

成し，シナプスを形成しないスパインは見られない（図 1，4）．
一方，抑制性シナプス（対称性シナプス）は，樹状突起のシャ

フト（スパイン以外の領域）に形成されており，前線維は大

部分が星状細胞由来であると考えられているが，一部は籠細

胞由来である可能性もある 1,2）．樹状突起上のスパイン密度

および登上線維シナプスの密度（高さあたりのシナプス数）

は，1.47 ±0.11/μm であった．

3.2　中間型（type II）領域

登上線維または平行線維の両者がシナプス前線維となる領

域である．それは近位型領域より連なり，本幹は 1 ～数回ほ

ど等分岐した後に遠位型へと移行するが，途中で遠位型の側

枝を分枝する（図 4B，C）．なお，樹状突起の全高に対する

中間型領域の高さは 22.9 ±0.6％であった．登上線維シナプ

スの前線維は近位型と同様に全て伴走する登上線維の分枝で

ある．一方，平行線維シナプスの前線維は多数の平行線維か

らなり，一個のプルキンエ細胞が一本の平行線維から受け取

るシナプス入力は一箇所のみである．両者のシナプス後部は

図 1　プルキンエ細胞樹状突起の近位型を示す領域（PCD-I）
の水平断像（A）とスパインの拡大像（B），および 3 次元再構

築した摸式図（C）．BDA により順行性に標識され DAB により

染色された登上線維（CF）が High density を呈する．Sp は樹

状突起からのスパインをし，登上線維と興奮性シナプスを形成

（矢じり間）．

図 2 プルキンエ細胞樹状突起の中間型を示す領域（PCD-II）
の水平断像（A）および 3 次元再構築した摸式図（B）．High 
density 像は，BDA により順行性標識された登上線維（CF）．
Sp1 は登上線維（CF）とシナプスを形成するスパイン，Sp2 は

平行線維（PF）とシナプスを形成するスパイン，それぞれ興奮

性シナプスを形成（矢じり間）．Sc-ax は星状細胞の軸索であり

樹状突起のシャフトとの間に抑制性シナプスを形成（矢じり間）．
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全てスパイン上に形成され，スパインは全てどちらかの線維

と興奮性シナプスを形成する（図 2）．また，星状細胞の軸

索により抑制性シナプスは樹状突起のシャフトに形成される

（図 2）．なお，樹状突起上のスパイン密度は，5.62 ±0.47/μm

であり近位型領域に比べ約 3 倍増加している．その内，約

1/3 が登上線維シナプスを形成し，約 2/3 が平行線維シナプ

スを形成している．そのことは，中間型領域では，登上線維

シナプスの密度は近位型とほぼ一致し，平行線維シナプスが

新たに加わることにより，スパイン密度が増加したことを示

している．

3.3　遠位型（type III）領域

分布する興奮性シナプスの前線維が全て平行線維である領

域である，それは中間型領域より移行するか，近位型領域よ

りの分枝であるかのどちらかである（図 4B，C）．樹状突起

の全高に対する遠位型領域の高さは 28.9±1.2％であり，中

間型領域と概ね一致する．平行線維シナプスの前線維は中間

型と同様に多数の平行線維からなり，シナプス後部は全てス

パイン上に形成される．なお，スパインは全て平行線維とシ

ナプスを形成する（図 3，4）．一方，シャフトには星状細胞

の軸索との間に形成された抑制性シナプスがみられる．樹状

突起上のスパインと平行線維シナプスの密度は，6.57± 0.21/

μm であり，中間型領域と比べさらに密度が増加する．この

領域の樹状突起は，径が細くなる一方で突出するスパイン数

が増加するため，spiny branchlet と呼ばれることが多い．

4.　プルキンエ細胞のシナプス構築を形成，維持する機構

プルキンエ細胞のシナプス構築の形成，保持に関与する機

構についてさまざまな研究がなされており，現在までに明ら

かになった事柄について簡略に述べる．①発達期からの平行

線維数の減少（発生期に線維の源である顆粒細胞数の産生を

抑制）：プルキンエ細胞の樹状突起の発育が障害され，登上

線維が遠位部にまで進出，加えて自由スパイン（シナプスを

形成しないスパイン）の出現 3）．②成体での平行線維の減少

（半数以上を部分切除）：一過性の自由スパインの出現，その

後短時間でシナプス構築は回復．①～②よりプルキンエ細胞

樹状突起の発育とシナプス構築形成には無傷の平行線維が必

要であるが，成体期では一定量のみの平行線維の生存でシナ

プス構築の回復が可能であることを示している 7）．③幼若期

から登上線維を除去：樹状突起の発育にはほとんど影響を与

えない．但し，近位型であるべき樹状突起領域に自由スパイ

ンと平行線維シナプスが出現 8）．④成体期に登上線維を除去：

近位型であるべき領域に自由スパインと平行線維シナプスが

出現．残存する登上線維の側枝の再入力により自由スパイン

と平行線維シナプスの数は減少 9）．⑤プルキンエ細胞への入

力線維（主に登上線維）の電気活動を遮断：電気活動を再開

した際も含め④と同様の結果がみられる 10）．③～⑤より登

上線維の電気活動は，近位型のシナプス構築の形成，維持に

必要であるが，樹状突起の形成と遠位型シナプス構築の形成

には影響を及ぼさない，ことを示している．また，一方の興

奮性線維が欠失し残りの線維が支配領域を拡大しても，自由

スパインは残存する．そのことは，遠位部には平行線維シナ

プスを，近位部には登上線維シナプスをそれぞれ特異的に安

定化し維持させる分子機構が発現することを示唆する．平行

線維シナプスの維持に働くものとして，プルキンエ細胞側に

グルタミン酸受容体 δ2 サブユニット 6），平行線維側に

CBln1 分子 11）が発現し，登上線維シナプスの維持にはプル

図 4　プルキンエ細胞の光学顕微鏡像（A），Calbindin を抗原

とした免疫染色により標識．樹状突起上での基部から末端部ま

での興奮性シナプスの分布（B），登上線維シナプスを黒にて

樹状突起の左側に，平行線維シナプスを淡灰色にて右側に描画．

シナプス構築からみたプルキンエ細胞の摸式図（C）．近位部

（Ⅰ）では登上線維からシナプス入力を受け，中間部（Ⅱ）で

は登上線維と平行線維の両者から入力を受け，遠位部（Ⅲ）で

は平行線維のみから入力を受ける．

図 3　プルキンエ細胞樹状突起の遠位型を示す領域（PCD-III）
の水平断像（A）とその 3 次元再構築した摸式図（B）．Sp1-7
は樹状突起からのスパインを示し，平行線維との間に興奮性シ

ナプス（矢じり間）を形成．
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キンエ細胞側にP/Q型カルシウムチャンネルα1Aサブユニッ

ト 12）が発現することが，それぞれ報告されている．

シナプス構築の 3 次元再構築法による解析は，電気生理学

的手法および神経数理科学的手法と連携することにより，神

経細胞の活動電位発生のメカニズム解明に寄与すると考えら

れ，今後，プルキンエ細胞以外の神経細胞にその方法を適応

できるよう模索していく必要がある．また，シナプス構築の

形成については，電気活動依存性の機構とは別に，初期発生

期には形成を誘引し成熟期には安定化させる分子機構がそれ

ぞれ存在することが明らかとなった．今後は，シナプス構築

を形成する分子機構の詳細を明らかにするとともに，他の系

での同様な分子機構を明らかにすることが望まれる．
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