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〈要 約〉

　脳のはたらきの基本には，ニューロンどうしが巧みにつながり“配線”された神経回路のあることが知られている．しかし，どこまで微細な構造のレベルまで機能的な配線がなされているのかについては知られていない．筆者らは，多くのシナプス活動を観察できる新しい撮影技術“大規模スパインイメージング法”を開発した．この手法によりニューロンが1/1000ミリレベルで局所に集中した回路を正確に編んでいることを証明し，数十年に及んだ神経科学界の重要な議論にひとつのめどをつけた．また，いくつかの状況証拠から，長期増強という学習プロセスにより精度の高い配線が実現することを示した．以上の結果は，脳が精細な配線機構にもとづき回路を編成していることを示唆しており，脳がどう機能を発揮しているのかについて基本的な知見をあたえるものである．今後，この方法の活用が記憶や学習の分子機構，神経疾患の原因の解明に役立つことが期待される．

はじめに

　細胞体より伸びる樹状突起にはスパインとよばれる多数の後シナプス構造が存在する．上流のニューロンからの情報はシナプス入力としてスパインを介し受容され，樹状突起において統合される．このとき，入力は単調に加算されるわけではない．複雑に分岐した突起の形態や，そこに発現する種々のイオンチャネルや受容体により加算様式は非線形となる1)．すなわち“どのスパインが，いつ，どこで入力をうけたか”という入力の時空間パターンがニューロンの発火活動のパターンに大きく影響する2,3)．しかし，実際のニューロンがどのようなパターンのシナプス入力をうけているのかについてはほとんどわかっていない．

　現在，統合の過程を大きく左右する同期したシナプス入力の空間パターンについて2つのモデルが提唱されている．1つ目は，同期した入力は樹状突起において局所に収束するというクラスター入力モデルである（図1a）．2つ目は，同期した入力は樹状突起において全体に分布するという分散型入力モデルである（図1b）．クラスター入力モデルはニューロンの一部を強く活動させるのに有利とされ，一方，分散型入力モデルは情報のロスが少ないという利点のあるものと考えられている．いずれのモデルが正しいのかについては数十年来の議論の的となっているものの，これを検証するための実験技術がなかったためこれまでに明確な解答は得られていなかった．

1．大規模スパインイメージング法の確立

　現在，活動しているニューロンの観測にはCa2+イメージング法が広く利用されており，この手法では発火したニューロンを検出するのに活動時に上昇する細胞内Ca2+により蛍光を発する色素（Ca2+蛍光指示薬）を用いる．しかし，この蛍光は微弱なため，従来の手法では強いレーザー光が当たることにより観察中に細胞が死んでしまうことを回避できなかった．今回，筆者らは，光透過性の高い光学レンズと超高感度のデジタルカメラを用いることなど多くの改良を行い“大規模スパインイメージング法”を開発した．その結果，多数のシナプスから一斉にCa2+活動を計測することができるようになった．

　まず，海馬CA3野の自発的なシナプス入力に着目しその時空間パターンの解明に取り組んだ．生理学的な研究で汎用される急性脳切片では，切片を作製する過程で大部分の神経投射が切断されるため自発的な入力はほとんど観察されない．そこで，海馬切片を一定の期間（12～19日間）培養し神経投射が修復された培養切片を用いて実験を行った．このような培養切片の海馬CA3野では豊富な再帰性のシナプスが保持され，生体の脳で観測される同期性のシナプス入力がin vitroにおいても再現されている4)．

　海馬CA3野の錐体細胞からパッチクランプ記録を行い，ガラス電極をつうじ細胞体にCa2+蛍光指示薬Fluo-5Fを注入した（図2，ステップ1）．シナプス入力をうけたスパインではNMDA受容体を介したCa2+流入が生じ，それをスパインに限局した蛍光の上昇としてとらえることができる．そして，複数のスパインについて同時にその蛍光の変化を参照することで，どのスパインが，いつ，どこで入力をうけたのかというシナプス入力のパターンがわかる．この研究では，同時に数百個ものスパインから個別にシナプスの活動パターンを計測することに成功した．観測されたスパインの配置は，実験ののち再構築された樹状突起の形態にもとづいて三次元的に同定し（図2，ステップ2），それぞれのスパインでの入力の時系列パターンはラスタープロットとして表記した（図2，ステップ3）．

　まず，それぞれのスパインの空間位置と入力頻度との関係を検討した．細胞体より尖端側および基底側，もしくは，近位および遠位でのそれぞれのスパインの入力頻度を比較したが，それらに有意な違いは観察されなかった．興味深いことに，スパインのあいだでの入力頻度の偏りは大きく，20％のスパインが全体の入力数のうち80％程度をしめていることがわかった．一部のシナプスが大部分の情報を伝達しているものと考察された．

2．同期した入力の空間特性

　大規模スパインイメージング法により海馬CA3野におけるニューロンのシナプス活動を観察していると，しばしば同期したシナプス入力にともなって複数のスパインが同時に活動するようすがみられた（図2，ステップ4）．ここでは，それら同時に入力をうけたスパインの空間分布を検討した．100ミリ秒以内に同期したスパインの対の樹状突起にそった距離を測定したところ，8μm以内に近接したスパインのあいだでは有意に高い頻度で同期した入力をうけていることを見い出した．同様の結果は，生体のマウスの皮質ニューロンの樹状突起においても確認された．すなわち，麻酔をしたマウスのバレル皮質2/3層の錐体細胞からパッチクランプ記録を行い自発的なシナプス活動を観察したところ，6μm以内の近傍のスパインのあいだで同期した入力が多くみられた．

　以上の結果はクラスター入力モデル（図1a）を支持していた．そこで，以下では，同期した入力をうけて活動する近傍（10μm以内）のスパイン群をアセンブレット（assemblet）と定義し，その特性についてより詳細な検討を行った．

　まず，局在化した同期入力の成因を探った．クラスター入力が観察される理由として，つぎの3つの可能性が考えられた．1）同期発火したニューロンからの投射が近傍のスパインのあいだで収束している，2）同一の軸索が近傍のスパイン群に対し複数のシナプスを形成している，3）単一のシナプスから放出されたグルタミン酸があふれ出ることにより近傍のスパインが同時に活性化される．まず，2）および3）の妥当性を検証するため，電気刺激により同時に活動させたスパインの空間分布を計測した．2）および3）が正しいのならば，海馬CA3野のニューロンの入力層である放線層を刺激した場合にも同期入力の局在化がみられるはずである．ところが，刺激により同期したスパインの局在化は観測されなかった．さらに，2）については，シナプス結合したニューロン対の形態を可視化することにより結合構造を精査したが，同一の軸索が複数の近傍スパインに連続して投射することはまれであった．以上の結果から，自発入力でみられた局在性は2）や3）に起因するとは考えにくく，1）同期発火するニューロン群からの収束性のシナプス投射を反映しているものと考えられた．

　アセンブレットの統計値を以下にまとめる．観測した全スパインのうちアセンブレットに参加したのは31.5％であり，全スパイン活動のうちアセンブレットを形成した活動は29.5％であった．それぞれのアセンブレットには3.6±0.7個のスパインが含まれており，樹状突起は4.7±3.3μmの広がりをもっていた．アセンブレットの28.0％は2～3分間の観察時間においてくり返し発生した．特定のアセンブレットに参加したスパインのうち58.9％は別のアセンブレットにも参加した．こうした挙動はスパインの活動をランダム化した疑似データにおいては観察されなかったことから，自発的なシナプスの活動に特有の現象であるものと考えられた．

3．クラスター入力の分子機構
　では，同期した入力を樹状突起において局在化させるようなシナプス回路はどのように形成されるのであろうか？　観測したスパインのサイズを定量化したところ，アセンブレットに参加するスパインはほかのスパインと比較して有意に大きいことが見い出された．スパインの大きさはそのシナプスがうける入力強度と相関し，その変化は長期増強（long term potentiation：LTP，シナプス可塑性の一種で記憶の素過程と考えられている）と関連することが知られている5)．そこで，海馬の切片をNMDA受容体の遮断薬であるAP5の存在下で培養したところクラスター入力は観察されなかった．同様に，培養日数の短い標本（3～4日間）を用いた場合にもクラスター入力は観察されなかったことから，クラスター入力の形成にはNMDA受容体に依存したシナプス回路の編成が関与していることが推察された．

4．局所的なシナプス可塑性

　最後に，シナプス可塑性の樹状突起における空間パターンについての検討を行った．経験や学習にともない新規に合成されるAMPA受容体は直前に活性化されたスパインに輸送され長期増強を導くことが知られている．そこで，AMPA受容体のGluR1サブユニットにGFPを結合した遺伝子改変マウスを用いてその空間局在パターンの検討を行った6)．この遺伝子改変マウスはTet-On/Off系により時期特異的にc-fos遺伝子プロモーターのもとGFP-GluR1融合タンパク質の発現を制御することでき，特定の行動課題において活動したニューロンにおけるGluR1の細胞内局在を観察することが可能である．この遺伝子改変マウスを新しい環境において500秒間のあいだ自由に探索させたところ，約25％のニューロンにおいてGluR1の発現が確認された．そして，ニューロンの樹状突起においてGluR1をもつスパインの空間配置を検討した結果，8μm以内に局在化していることを見い出した．つまり，長期増強は近傍のスパインのあいだで生じやすいことがわかった．局所的な長期増強の分子機構についてはいくつかのin vitroでの研究により局所的な脱分極や可塑性に関連する分子の拡散が寄与するというモデルが提唱されている7-9)．今回，得られた結果にもこうした分子機構が関与しているものと解釈された．

おわりに

　筆者らは，同期した入力が近傍のスパインのあいだで選択的に集束することを明らかにした．これは，クラスター入力モデル（図1a）を支持する結果であった．培養切片標本という外部入力から単離された系において観察されたことや薬理学的な実験の結果から，クラスター入力はNMDA受容体に依存した活動の履歴により獲得され，ニューロンの情報処理のプロセスに備わった本質的な特性であるものと考えられた．また，遺伝子改変マウスにより示された局所的なシナプス可塑性の機構の存在から，神経回路は自律的にクラスター入力を形成するのに寄与しているものと推測された．筆者らが提案する，クラスター入力の形成過程を示す（図3）．初期過程ではランダムに結合したシナプスは，しだいに刈り込まれていく．その際，局所的な長期増強がはたらくことで近傍に投射する同期性のシナプスがより選択的に保持され，そのほかのシナプスは刈り込まれる．この一連のプロセスをくり返すことで最終的にクラスター入力が形成される．
　今回，見い出されたクラスター入力は樹状突起における非線形的な入力の加算を促し，個々のニューロンがもつ演算能力を高めているものと考えられる．また，近年，近接したスパインが異なる情報を中継しているという報告がなされており10,11)，局所での同期がそれらの情報を統合するような関連学習に寄与している可能性もある．この研究では，スパインのイメージングでの時間解像度が20 Hz程度に制限されていたため，アセンブレットのより詳細な内部構造，すなわち，スパインが活性化される順番を決定することはできなかった．海馬で観測されるリップル波では一部のニューロンが特定の順番で一斉に発火することが知られている．これらはミリ秒オーダーの時間精度で生じており，事実，このレベルでの入力の時間差が樹状突起における入力の加算に大きく影響することが報告されている3)．現在，筆者らは，このイメージング技術の時間分解能の向上に取り組んでおり，今後は，より詳細なシナプス入力の時空間特性にせまっていきたい．
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〈図説明〉
図1　同期したシナプス入力の空間パターンについての2つの仮説

（a）クラスター入力モデル．同期するニューロン群が相手のニューロンの線維の近くに集中的に投射している．

（b）分散型入力モデル．同期するニューロン群に秩序はみられない．

図2　大規模スパインイメージング法

ステップ1：シナプス入力をスパインのCa2+活動として撮影する．ステップ2：スパインの位置を三次元的に再構築しそれぞれのシナプスのあいだの距離を測定する．ステップ3：活動パターンの時空間構造（とくに，同期活動）を解析する．ステップ4：同期活動したシナプスを空間プロットする．

図3　クラスター入力を生じさせるため想定される3つのステップ

ステップ1：初期のニューロン回路では結合の相手の選定は無秩序である．ステップ2：たまたま近くに同期した入力をあたえるような結合ができると長期増強が生じ強化される．ステップ3：強化されなかったシナプスが消えることでクラスター入力をもつ回路が残存する．
