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1.　はじめに

神経細胞の主要な機能は情報の一方向性の伝達であり，こ

の目的のために神経細胞間にはシナプスと呼ばれる特殊な細

胞間接着装置が発達する．哺乳類の大脳皮質においてはシナ

プスの密度は生後早期に急激に増加し，げっ歯類では生後

1 か月でその密度が最大となり，以降は漸減する 1）．ヒトの

大脳皮質ではシナプス密度は 10 歳頃まで増加し続け，その

後安定期を経てから漸減すると考えられている 2）．時間のス

ケールは異なるが，動物種を超えてシナプス密度は生後早期

に急激に増加し，成熟後には一転して長期に亘って漸減する

時期に入ると考えられる．シナプス密度の急激な増加が終了

する時期は，いわゆる「臨界期」と呼ばれる脳の可塑性が終

了する時期とも近接しているが，両者に共通する回路レベル

での性質の変化については未だ不明である．さらに自閉症を

初めとする発達障害や，統合失調症などの精神疾患が発症す

る時期も，シナプス密度の増加・安定化・漸減のパターンの

移行期に対応しているため，シナプスの動的な変化と精神疾

患の間にも何らかの関係性がある可能性も存在し，現在多く

の研究者が注目している 3,4）．

10 年ほど前までは，顕微鏡を用いてシナプス形成過程を

可視化し，更にシナプス内部の分子動態を顕微鏡により定量

解析することは技術的な制約により不可能であった．近年の

蛍光プローブの進歩と光学顕微鏡技術の進展により，従来で

は観察および解析が不可能とされていたサブミクロン・オー

ダーでの形態解析・分子動態解析が生きた神経細胞，更には

個体組織内で可能となり，多くの知見が急速に得られつつあ

る 5）．本総説では筆者のこれまでの研究内容の紹介を中心と

して，過去 10 年のシナプス可視化技術の進展とそれによっ

て明らかにされつつある新しい神経回路の形成とリモデリン

グの原理について概説する．

2. シナプス足場蛋白質を利用したシナプス形成過程のラ

イブ・イメージング

シナプス形成の可視化には，シナプスを構成する分子を探

索し，その分子機能についての情報を得ることが前提となる．

中枢神経シナプスを構成する蛋白質分子については，古典的

な生化学的精製が 1970 年代から進められてきたが，効率が

悪く分子構築の全体像を理解することはこの方法のみでは不

可能であった．1980 年代に入り，酵母を用いた yeast two-

hybrid 法がシナプス蛋白質のスクリーニングに応用され，シ

ナプス分子，特にシナプス後部の主要な構造物であるシナプ

ス後肥厚部（PSD）に存在する分子群の理解が飛躍的に進ん

だ 6）．特に yeast two-hybrid 法は蛋白質間相互作用を基盤と

したスクリーニング手法であるため，PSD 内部での分子間

のつながりについても，データに基づいたモデルを同時に構

築できるようになった点は大きな進展であった．これらの

PSD 分子の中で，足場蛋白質（scaffolding proteins）と呼ば

れる一群の分子に筆者は注目した 7）．シナプス後部の主要な

機能はシナプス前部から開口放出される神経伝達物質（中枢

の興奮性シナプスではグルタミン酸）をシナプス後部膜に存

在する伝達物質受容体で感知し，その情報を細胞質に伝達す
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ることにある．その意味ではシナプス後部に存在する最も重

要な分子は中枢の興奮性シナプスではグルタミン酸受容体と

いうことになる．一方でこれらの膜受容体は決して単独では

シナプス後部膜に集積することは出来ず，シナプス後部の膜

を裏打ちする足場蛋白質がこれらの受容体と結合することが

必要である．従って足場蛋白質はシナプス構造の基本骨格を

形成し，かつ受容体の局所への集積を実現するという点でシ

ナプス後部構造の中心となる分子である．特に足場蛋白質の

中でも，PSD-95 と呼ばれる分子は主要な二種類のグルタミ

ン酸受容体である AMPA 受容体および NMDA 受容体と

（NMDA 受容体とは直接に，また AMPA 受容体とは TARP と

呼ばれる受容体の補助サブユニットを介して間接的に）結合

し，さらに他の足場蛋白質とも結合する能力を持つ点で，特

に機能的に重要と考えられた 8）．筆者は PSD-95 分子の局在

を生きた神経細胞において直接可視化することにより，神経

回路の形成に伴うシナプスリモデリングの過程がどのような

原理により進行するのか，という疑問に直接的な答えを得る

ことを目的として実験を行った．

我々がシナプス可視化の実験を開始した時期は，下村修先

生により発見されたオワンクラゲ由来の蛍光蛋白質 GFP 9）

がようやくライブイメージングに応用され始めた時期であっ

た 10）．それまで，神経細胞内で起こる現象を蛍光顕微鏡で検

出するには，脳蛋白質を精製して化学的方法により蛍光色素

を標識し，更に標識蛋白質を細胞内にマイクロインジェク

ションするという非常に労力がかかり効率の悪い方法を用い

る以外には道がなかったが 11），GFP を直接目的蛋白質にラ

ベルし，神経細胞に発現させることで，樹状突起上に存在す

る PSD 一個一個を鮮明に画像化することが可能となった．

更にこのような可視化技術と生細胞を顕微鏡ステージ上で長

時間培養する技術を組み合わせることで，神経細胞の突起上

で新たに形成されるシナプスについて，その形成速度，寿命，

消失速度，などのパラメーターを単一シナプスのレベルで取

得し，解析することが出来た（図 1）12）．

筆者らによるライブセル・イメージングの実験以前は，固

定標本のシナプス蛋白質の免疫染色のデータから，神経細胞

の成熟に伴って，シナプスはゆっくりと形成され成熟する，

というモデルが教科書にも掲載されていた．実際に培養神経

細胞において突起上のシナプス密度を計測し，プロットする

と，一週間での密度の上昇はせいぜい二倍程度であり，個々

のシナプスがゆっくりと形成され，シナプスは形成されてし

まうと安定で，壊れることはない，というモデルによく一致

するように見える 13）．我々もこの定説に従い，おそらく一旦

形成されたシナプスは安定と考えられるので，まず二週間程

度培養して神経細胞がかなり成熟した状態でのタイムラプス

観察を対照実験のつもりで行った．ところが実際の画像を観

察すると，全体としてのシナプス密度の増加はそれほど大き

くなくても，同じ細胞を 24 時間間隔で観察するとおよそ

2 割程度のシナプス・PSD が消失し，ほぼそれと同数のシナ

プス・PSD が新たに形成されていることが明らかになっ

た 14）．この結果を素直に解釈すれば，シナプス総数の増加と

してはわずかであっても，その間に新たに付け加わり，また

消失するシナプスの数ははるかに多い，という事になる．シ

ナプス密度がゆっくりと増加する理由は，形成・消失の速度

がほぼ拮抗している事に由来していたのであった．

このような PSD-95 を蛍光プローブとして得られた結果

は，他の足場蛋白質を利用した実験においても確認さ

れ 15,16），更に興奮性シナプスの形態学的なマーカーであるス

パイン（神経細胞の突起の一種である樹状突起の表面に伸び

だす棘状の構造）を指標とした場合にも PSD-95 の集積が開

始するのとほぼ同じ時間経過でスパイン形成が引き起こされ

図 1 PSD 形成過程のタイムラプスイメージング

Homer1c-GFP を発現する培養海馬神経細胞の 12 時間のタイムラプスイメージング画像を示す．矢印は新しく形成された PSD
構造．Bar = 5 μm

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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ることがわかった 17）．更にシナプス後部だけではなく，伝達

物質を放出する構造であるシナプス前部の形成過程をシナプ

ス小胞蛋白質である synaptophysin に蛍光蛋白質を融合した

分子を利用して観察した場合にも，PSD-95 のシナプス後部

への集積と synaptophysin のシナプス前部への集積がほぼ同

時進行で引き起こされることを確認した 17）．以上の実験は，

PSD，スパイン，シナプス前部，という三つの主要なシナプ

スの構成要素が数時間という短い時間幅において一気に出来

上がる事を示しており，前述した 24 時間で形成される多く

の新しいシナプス構造はこのような急激な形成過程を経て出

来上がっていることが明らかとなった．

それではシナプスは何故このように無駄に多く形成され，

その中の少数のシナプスだけが選択的に安定化されて生き残

るのであろうか．この疑問に対して直接的に答える研究は少

ないが，シナプスの形成が基本的に確率的な現象であり，形

成直後のシナプスはその形態が小さく，より消失しやすく，

時間が経過するに従って自発的にその形態および分子集積が

成長し，安定化されていく，とするモデルが最近提唱さ

れ 18），我々の実験結果にもよく一致すると考えられる．シナ

プスの形成は数時間で終結する速い現象であるが，一旦形成

された構造が成長し安定化するには長い時間がかかる，とい

う考え方は，記憶は経験後，短時間は維持されるが，その大

部分は失われ，一部の情動を伴う経験や繰り返し想起された

経験が長期的には安定化される，という心理学な知見にも対

応する．両者の関連性についてより厳密な実験を行うことが

今後の課題であろう．

3. 単一シナプス内に存在するPSD蛋白質の絶対数の推定

細胞内の多くの構造は蛋白質複合体からなる分子機械とも

捉えることが出来る．単一蛋白質の繰り返し構造を持つ，細

胞骨格系のようなシステムでは分子数と構造を対応付けるこ

とは比較的容易であるが，PSD のような 200 種類以上の分

子が複雑なネットワークを形成する構造について，1 個の

PSD 内に何個の分子が存在するのかを推定することは難し

い．一方でこのような定量的なデータを持たずに，PSD の

基本構造を議論することは不可能であり，例えば PSD 構造

1 個あたり平均 5 個しか存在しない分子に構造的な機能を推

定することは無謀であろう．蛍光蛋白質は分子数の推定を行

う上でもきわめて有用な道具である．1 個の GFP 分子に由

来する蛍光量（厳密には単位時間あたりの放出光子数）をも

のさしとして，PSD 構造内部に何個の GFP 融合分子が存在

するのかを推定することが可能であり，この推定量を元にし

て，内在性の PSD 足場蛋白質の絶対数も推定できる．この

手法を実現するために，全反射顕微鏡を用いて精製した GFP

分子 1 個に由来する蛍光量を定量し，蛍光ビーズの出す蛍光

との比較を行った．その結果直径 100 nm の蛍光ビーズは平

均およそ GFP 3700 個に対応する蛍光量を持つことがわかっ

た．次に PSD-95-GFP を発現する神経細胞が存在する基質上

にキャリブレーションした蛍光ビーズを適当な密度で撒き，

PSD とビーズの両者を同時にイメージングし，蛍光量の比率

を測定した（図 2）．この比率から，「シナプス内に存在する

蛍光を発する GFP 分子の絶対数」を計算することができる．

更に「発現している GFP の中で，蛍光を出す分子と変性して

蛍光を出さない分子の比率」，「遺伝子導入によって外から加

えられた GFP 融合 PSD-95 分子と内在性の PSD-95 分子の比

率」という二つのパラメーターを測定・計算することで，最終

的には内在性の PSD-95 分子がシナプス一個あたり何個存在

するのか，という基本的な量を決定することが出来た．得ら

れた結果は，シナプスに存在し，基本骨格を形成すると考え

られる 4 種類の足場蛋白質（PSD-95, GKAP, Shank, Homer）

に関して，およそ 100–500 個の分子が絶対数として PSD1 個

あたり存在することを示していた 19）．これら 4 種類の足場蛋

白質が相互に 1 対 1 のモル比で結合することが試験管内での

再構成実験で確認されていることと組み合わせて考えると，

生体内においても足場蛋白質が 1 対 1 のモル比で結合して足

場となる基本骨格を形成していることを強く示唆する．

PSD に存在する分子の絶対数の情報は，更に PSD 全体の

蛋白質構成と関連付けて議論する必要がある．1 個の PSD

は平均的なサイズとして直径 400 nm，厚さ 60 nm の円板と

して近似できるので，その体積を計算すると，7.5 × 10−12 mm3

となる．細胞内の蛋白質濃度はおよそ 100 mg/ml と推定され

ており，PSD 構造内の蛋白質濃度は一般の細胞質よりも高

いと考えられるが，とりあえず同じであると仮定して総蛋白

図 2　PSD 分子数の定量に用いた多重染色標本

培養海馬神経細胞に PSD-95-GFP（緑）を発現させ，抗 MAP2
抗体（青），抗シナプシン I 抗体（赤）で染色後，蛍光量をキャ

リブレーションした蛍光ビーズ（矢印）を基質上に撒いた．蛍

光ビーズの蛍光量と単一シナプス由来の GFP の蛍光量を比較

して，シナプスに存在する PSD-95-GFP 分子の数を推定する．

Bar = 5 μm

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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質量を計算すると，7.5 × 10−13 mg（450 MDa）となる．従っ

て PSD1 個に対応する総蛋白質量の低めの推定値は 450 MDa

である．更に具体的な実験として，STEM（Scanning Trans-

mission Electron Microscopy）を利用して既に質量の知られ

ているタバコモザイクウィルスの粒子と PSD の質量を比較

する実験が行われ，単一の PSD の質量が 1100 MDa と推定

された 20）．この値は体積からの推定値のおよそ二倍の値であ

り，理論的に考えても妥当なものである．この 1100 MDa と

いう数値を，前述の 4 種類の足場蛋白質の絶対数と比較して

考えてみると，足場蛋白質 4 種類の質量の合計が 120 MDa

となり，この事から PSD 質量の 10％を 4 種類の足場蛋白質

のみで占めていることがわかる．これまでに知られている

PSD 構成分子の数はおよそ 400–500 種類と報告されており，

非常に多種類の構成蛋白質の中でたった 4 種類の足場分子が

総質量の 10％を占めている，という結果はこれらの分子の

構造蛋白質としての重要性を明確に示している 21）．

4.　個体レベルでのシナプス動態の観察

培養細胞系でのシナプス動態観察の結果から，幼弱なシナ

プスの形成は急速におこり，かつ過剰に形成されたシナプス

はその後に大部分が除去され，一部のシナプスのみが選択的

に安定化され，生き残るというモデルを提唱した．このよう

な過剰形成されたシナプスが選択的な安定化を受けて少数が

生き残る，という変化は，一般的にはシナプスの刈り込みと

呼ばれ，特に神経筋接合部や小脳の登上線維・プルキンエ細

胞間のシナプスにおいて典型的に観察される．大脳皮質の興

奮性シナプスを形成する主要な細胞である錐体細胞の樹状突

起スパインに関して，このような「過剰形成から刈り込み」

という原則が成立するのか，また大脳皮質の発達，成熟，老

化に伴ってシナプス動態がどのように変化していくのか，と

いう点についてはこれまでは解析の手法がなく，研究の進展

が見られなかった．近年，二光子励起顕微鏡を利用すること

によって，個体レベルでのシナプス動態の解析が可能となり，

様々な行動実験や疾患モデルとの組み合わせにより，有用な

情報が得られるようになった 22）．二光子励起は二つの光子が

蛍光分子に同時に吸収されることにより，エネルギーの低い

長波長の光（実際には 700–1000 nm の近赤外光）によって，

青から赤の波長領域の（エネルギーの高い）光子を蛍光分子

から叩き出せる，という発見をその基礎としており，生物顕

微鏡への応用は，フェムト秒レーザーが高出力で安定して発

振するようになった，という技術的な進歩に依存している．

レーザー出力をパルス化する技術によって，非常に短い時間

（およそ 100 フェムト秒 = 10−13 秒）に集中して，高い光子密

度で試料に光を照射することが可能となり，本来確率的には

非常に起こりにくい現象である二光子励起現象を効率良く起

こさせることが可能となった．二光子励起現象を基盤とした

顕微鏡には二つの利点がある．まず二光子励起の確率が光密

度の二乗に比例する非線形現象であるため，光密度が高くな

る対物レンズの焦点近傍においてのみ，蛍光分子が励起され

る．従ってレンズの点像分布関数（Point Spread Function;

PSF）に対応した，非常に限局した体積の内部で蛍光分子の

励起を起こし，局所からのシグナルを効率よく検出すること

が可能である．共焦点顕微鏡で断層像を得るために必要とさ

れる検出器の前に置かれるピンホールは必要ではない．組織

内で屈折・散乱する光子を効率よく検出する目的において，

ピンホールが必要ないという事はシグナル強度を向上させる

大きな要素となる．二番目に，蛍光分子を励起する波長が組

織内での散乱が少ない近赤外光であるため，可視光を利用す

る場合に比較して，より組織深部に存在する蛍光分子の励起

効率が上昇する．この二つの特徴が相乗的な効果を生んで，

個体レベルでの組織深部からの蛍光シグナルの取得には，二

光子励起顕微鏡を利用した画像取得が従来の手法に比較して

圧倒的に有利であることが明らかとなった 23）．

このような顕微鏡のハードウエアの開発に加えて，動物側

の実験条件の最適化も重要な課題である．脳内のシナプス構

造を解析するには，頭蓋骨の手術により光が透過する窓を形

成し，この窓を介して二光子励起像を取得することになる．

これまでの研究により，光を透過する窓の形成には，骨を除

去してしまう open skull 法と 24），骨を削って 40 ミクロン程

度の厚さにし，この骨の層を介して二光子励起像を取得する

thinned skull 法 25）の二種類の方法が考案されている．この二

つの手法にはそれぞれメリットとデメリットが存在するた

め，その特長と問題点を認識した上で，実験の目的に応じて

適切な手法を選択する，というのが現実的な対応であろう．

我々の研究室でも二光子顕微鏡によるシナプス構造の解析

を，まずスライス培養系に応用することから開始し，シナプ

ス前部と後部の形態変化の間に相関が存在すること 25），また

樹状突起スパインの安定化と成熟において，アストログリア

の突起の直接接触が重要な促進因子として働くこと 26），活動

依存的なカルシウム・カルモデュリン依存性キナーゼの動態

がリン酸化活性とは独立に制御されること 27）を示した．更

に二光子励起顕微鏡法を個体レベルでのシナプス動態解析に

応用するためには，

1．二光子励起顕微鏡システムの改善

2．マウスの頭蓋骨への手術法の改善

3．個体レベルでの蛍光プローブ発現方法の改善

という 3 項目についての検討が必要であると考え，実験条件

の最適化を行った．顕微鏡システムとして対物レンズの射出

口で 150 mW 程度の高い出力を維持するために励起光学系を

単純なものとし，かつ検出器としての光電子増倍管（PMT）

を対物レンズの近傍に置くことで，光子検出の確率をなるべ

く高くすることに配慮している．この顕微鏡システムを利用

すると，頭蓋骨を除去した場合には大脳皮質の表面からおよ

そ 500 ミクロンの深さまで樹状突起スパイン形態の描出が可

能であり，細胞体レベルの蛍光シグナルであれば，800 ミク

ロンまでシグナルの取得が可能であることがわかった．現状

の深部到達度では，解析可能な構造は依然として大脳皮質の

内部に留まり，皮質下の構造である海馬や線条体に関しては

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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その形態解析を行うことは不可能である．頭蓋骨の手術に関

しては，生後 2 週間までは open skull 法を利用し，生後 3 週

間以降は主に thinned skull 法を利用している．グリア細胞の

活性化を抑制するためには，thinned skull 法を利用すること

が望ましい 28）が，生後 2 週間までは頭蓋骨の骨化がまだ完

成しておらず，骨を薄くする手技の適用が困難であるため，

open skull 法を利用している．また thinned skull 法では骨を

介して光が透過する際の波面の乱れによって，脳深部での適

切な PSF の維持が出来ず，解像度の高い画像の取得が可能

なのは脳表面から 100 ミクロン程度と限られている．蛍光分

子の濃度が低い場合，蛍光分子の明るさが不足する場合には，

thinned skull 法ではなく，open skull 法を利用して観察を行

うのが現実的である．ただしこの場合にはグリア細胞の活性

化が起こり，シナプス動態がそのためにベースラインとして

既に上昇している可能性がある．結果の妥当性の判断には，

thinned skull 法の結果と比較検討する必要がある．最後の蛍

光プローブの発現に関しては，大別してトランスジェニック

マウスを用いる方法と，子宮内電気穿孔法を利用して遺伝子

を導入する方法の二つが存在する．大脳皮質の錐体細胞の少

数のサブセットに GFP などの蛍光蛋白質を発現するマウス

ラインが既に樹立されているので，これらのマウス系統を入

手することでスパインの形態を同定，追跡することが可能で

ある（図 3）．一方でスパイン形態のみをシナプスのマーカー

として利用することは，特にシナプス発達の段階では危険で

あり，PSD 構造が樹状突起のシャフト部分に形成されるこ

とや，逆にスパイン様の突起が形成されてもその中に PSD

構成蛋白質の集積が見られない場合も存在する．前述した

PSD 足場蛋白質を形態マーカーとなる蛍光分子と同時に神

経細胞に発現させ，両者を同時観察することでシナプス発達

の過程を評価することが必要である．筆者の研究室では子宮

内電気穿孔法を利用することで，複数の蛍光蛋白質を長期間

安定に大脳皮質の錐体細胞に発現させることに成功してお

り，この手法は神経回路の発達過程でのシナプスの形成・除

去，シナプス構成分子の集積と分散を単一シナプスレベルで

直接解析する上できわめて有効に利用されている．

個体レベルでの二光子イメージングを用いた研究により，

成熟後のマウス大脳皮質ではスパインのターンオーバーが低

く抑えられており，1 か月間に生成・除去されるスパインの

頻度はどちらも 5％程度であることが報告されている 29）．一

方で生後早期のスパイン密度が増加する時期での，個々のス

パインの形成・除去の速度と全体としてのスパイン密度の増

加の間の関係性については現在まで報告がなく，今後明らか

にする必要がある．一方で成熟脳においてスパインが安定に

存在するメカニズムを理解するには，シナプスを安定化した

状態から不安定な状態に変化させるシグナル・細胞・システ

ムを抽出することも重要である．筆者らは末梢免疫系の活性

化がスパイン不安定化を引き起こす可能性を検討するため，

リポポリサッカライド（LPS）を腹腔内に投与した後に，ス

パイン動態を解析した．興味深いことに，LPS 投与後一ヶ月

経ってからシナプスの形成・除去速度を見ると，LPS 投与群

ではシナプスの除去が亢進しており，一ヶ月前に存在してい

たスパインの内，その 5 分の 1 が除去されてしまうことが明

らかになった．また LPS により脳内のミクログリアが活性

化されることから，脳内のグリア細胞とスパイン安定化の間

の関連が示唆される（未発表データ）．このような大幅なス

パインの除去が，一回の末梢への LPS の投与により惹起さ

れることは驚きである．一見安定化されたスパインであって

も，その動態をグリア系のシグナルを利用して制御すること

が出来る，という事実も興味深い．個体レベルでシナプス・

スパインとグリア細胞の関係性を更に調べていくことが必要

とされる．

5.　おわりに

新しい顕微鏡画像法，蛍光蛋白質を初めとする様々なプ

ローブの開発，観察対象である神経細胞のサンプル作成法，

などが急速に進歩することで，数年前には想像できなかった

ような多種類の情報を高い時間・空間解像度で取得すること

が現在可能となりつつある．特に二光子励起顕微鏡を利用し

た個体レベルのイメージングは，脳内でリアルタイムに進行

する現象を捉える方法として，今後の発展が期待できる技術

である．二光子励起を脳のより深部で引き起こすための新し

い要素技術の開発も急速に進んでおり，将来的には数ミリ

メートルを超える深部からの形態情報の取得も可能になるで

あろう．
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