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１．研究実施の概要 

複雑な脳内神経回路網が一個の受精卵からできあがるプロセスは、１）発生初期から中期にか

けて遺伝情報によって発現する分子に基づいて形成されるプロセスと、２）中期から後期の外部か

らの入力や神経細胞自身の活動によって修正あるいは精緻化されるプロセスに分けられる。 本研

究は、後者のプロセス、つまり神経活動依存性プロセスに焦点を当てそのメカニズム解明を目指し

ている。 

この後者のプロセスは入力操作が比較的容易なことから視覚系で多くの研究がなされてきた。

例えば、仔ネコの片眼を一時的に遮蔽すると大脳皮質視覚野ニューロンがその眼に対する反応性

を消失することや視覚野のコラム構造も変化することが報告された。また、このような変化には、入

力によって伝達効率が良くなったり悪くなったりするシナプス長期増強や長期抑圧が関与している

という仮説が提唱され、さらに、そのような変化の物質メカニズムとして神経栄養因子の関与が示唆

された。本研究はこのような視覚野の可塑性に関する仮説や示唆を検証し、ひいては発達脳神経

回路の神経活動依存的変化のメカニズムを解明しようとするものである。 

これまでの研究成果として 1）仔ネコの視覚野において、脳由来神経栄養因子(BDNF)は眼優位

コラムを拡大する作用があること、及びその作用は発達期にみられるが、成熟ネコ視覚野では見ら

れないこと、2）BDNF はシナプス伝達を急速に増強すること、この作用はシナプス前からの伝達物

質放出増加作用によること、及び神経細胞の成熟につれてそのような作用は消失すること、3）

BDNF は発達脳において未熟なシナプス前部に働き、連続入力によって伝達物質の放出が減るこ

とを防ぐ作用を示すこと、を見出した。さらに、4）BDNF 遺伝子と蛍光タンパク質遺伝子の連結遺伝

子を神経細胞の核内に直接注入する方法によって、BDNF は神経活動に応じてシナプス前から後

細胞へ移動することを発見した。また、5）in vivo ラット標本において、外側膝状体刺激で誘発され

る視覚野の反応に対する BDNF の増強作用の持続時間を調べたところ、その作用は投与直後か

ら約８時間ほど持続するが約 16 時間で元にもどることを見出した。さらに、6）シナプス伝達増強と

いう急性作用と視覚野眼優位コラム拡大という慢性作用の関係を明らかにするために、培養神経

細胞に対する BDNF の慢性投与の効果を調べた結果、シナプス増強がシナプス前終末の拡大や

シナプス数の増加といった長期的な変化に移行することを示唆する知見を得た。 



平成 13 年度はこれらに加えて以下の知見を得た。1）従来の研究で調べられてきた外来性

BDNF ではなく、内在性 BDNF の動態を、２種類のトランスジェニックマウスから調製した大脳皮質

神経細胞の共培養標本を作製して、解析した。その結果、内在性 BDNF はシナプス後部の抑制性

細胞に移行し、その樹状突起の伸展と分岐点増加作用を示すことを見出した。2）脳切片標本では

シナプス長期抑圧を起こす刺激が、より生理的な状態にある in vivo の大脳視覚野では長期抑圧

を起こさないことを見出した。さらに、これは in vivo で存在する内在性 BDNF の作用によることを示

唆する結果を得た。3）大脳皮質視覚野における神経栄養因子タンパク質の発現が生後発達或い

は入力や神経活動によって変化するのかを調べた。その結果、４種のニューロトロフィンのうち、

BDNF だけが入力や皮質神経細胞の活動によって変化することを見出した。4）視床からの投射線

維と皮質細胞間シナプスの機能発達を体性感覚野の髭の領域の切片標本で調べた。その結果、

生後 4-8 日には伝達物質放出確立の高いシナプスが存在するが、それらは生後 10 日以後は見ら

れなくなることを見出した。 

上述したように、異なったトランスジェニックマウス由来の細胞の共培養標本を作製することが可

能となったので、今後は、BDNF ノックアウトマウスや GFP マウスに加えて、赤い蛍光タンパク質

DsRed を発現するマウスからの大脳皮質細胞の共培養標本を使用して本研究をさらに進展させ得

るものと期待している。さらに、in vivo 標本を使用し、内在性 BDNF の生理的な状態での機能をさ

らに明らかにできるものと考えている。 

２．研究実施内容 

１） 内在性 BDNF の動きを目で見えるようにするため、緑色蛍光蛋白質 (Green Fluorescence 

Protein, GFP) をすべての細胞に発現する GFP トランスジェニックマウスから調製した大脳皮質

神経細胞と BDNF ノックアウトマウスから調製した大脳皮質神経細胞の共培養標本を作製した。

この標本では、GFP で緑色の蛍光を発する細胞は内在性BDNFを持っているが、蛍光を発しな

い細胞はノックアウトマウス由来で BDNF を持っていない。さらに、対象とする神経細胞が抑制性

細胞か興奮性細胞かを区別するため抑制性伝達物質 GABA の合成酵素 GAD の抗体で共培

養標本を免疫組織化学的に染色した。その結果、内在性の BDNF はシナプス後部の GABA 細

胞に移行すること、さらに、この BDNF は GABA 細胞の樹状突起を伸展させ、分岐点を増加させ

る作用を持つことを見出した。 

２） シナプス長期抑圧は神経回路の形成や精緻化に一定の役割を担っていると想定されている

が、その誘発は従来ほとんど脳切片標本で観察された。より生理的な状態にある in vivo の大脳

皮質に長期抑圧が生じるかどうかを調べるため、麻酔したラットで外側膝状体電気刺激に対す

る大脳視覚野の誘発電位反応を記録した。切片標本ではほとんど常に長期抑圧を起こす１Hz, 

15 分の低頻度連続刺激を外側膝状体に与えたが長期抑圧を起こすことが出来なかった。この

結果は、 in vivo では自発的に活動している網膜細胞からの入力が長期抑圧を阻止しているた

めである可能性が考えられた。そこで、麻酔下で両眼球を摘出して網膜からの入力を皆無にし

たが、長期抑圧を起こすことが出来ず、この可能性は否定された。次に、in vivo 標本では内在



性の BDNF が働いているので長期抑圧が生じない可能性が考えられた。そこで、BDNF 受容体

(TrkB)活性を阻害する薬物を投与したところ、長期抑圧が生じた。また、機能阻止抗体で TrkB

の機能を阻害したところ、同様に長期抑圧を起こすことが出来た。ただし、このような長期抑圧の

誘発は幼若ラットでのみ見られ成熟ラットではみられなかった。以上の結果から、発達期の大脳

皮質では内在性 BDNF がシナプス抑圧を阻止している可能性が示された。 

３） 大脳皮質視覚野における神経栄養因子タンパク質の発現が発達や神経活動によって変化す

るかを明らかにするため、BDNF, Nerve growth factor (NGF)、Neurotrophin-3 (NT-3)、

Neurotrophin-４ (NT-４)と４種のニューロトロフィンタンパク質量を２部位酵素免疫測定法を用い

て、幼若期及び成熟期フェレットの視覚野、体性感覚野、海馬、小脳において測定した。視覚

入力を遮断するため両眼球内にテトロドトキシン（TTX）を注入したところ、24 時間後に BDNF 量

は、体性感覚野、海馬、小脳では有意な変化がみられないのに対し、視覚野では幼若期、成熟

期共に有意に減少した。また、片眼からの視覚入力のみを遮断したところ、BDNF の減少量は両

眼からの視覚入力遮断時の約半分であった。一方、NGF、NT-3、NT-4 はどの領域においても

視覚入力遮断による有意な変化を示さなかった。次に、BDNF 発現に及ぼす皮質ニューロン活

動の影響を調べるため、主にシナプス後で神経活動を抑制することが知られている GABAA受容

体の agonist である muscimol を浸透圧ミニポンプで視覚野内に 48 時間注入したところ、BDNF

量が著しく減少した。この結果は、BDNF の発現には末梢からの入力のみならず神経細胞自体

の活動が関与していることを示している。 

４） 大脳皮質の発達には、主な入力源である視床からの投射線維と皮質ニューロンの作るシナプ

スの機能発達が重要である。シナプス機能発達を正確に調べるには脳切片標本が有用である

が、視覚野では主な入力源である外側膝状体からの投射線維を含む切片標本の作製は困難で

ある。したがって、視床を同時に含む脳切片標本の作製可能な体性感覚野の髭の領域（barrel 

cortex と呼ばれる）を対象とした。今年度は特に、伝達物質放出確立の変化を、主に NMDA 受

容体の open channel blocker である MK801 を使用して解析した。その結果、生後 4-8 日ごろに

は放出確立の高いシナプスが存在するが、それらは生後 10 日以後は見られなくなることを見出

した。シナプスの生後発達においては、存在していても機能していない、いわゆるサイレントシナ

プスが生後 4-8 日ごろに多く、その後激減することが知られているので、この知見は、放出確立

の高いシナプスはサイレントシナプスに存在する可能性を示唆するものと考えられた。 
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