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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュを用いて（１）RNA-seq解析により小脳顆粒細胞およびプルキンエ
細胞に発現する遺伝子を同定した。（２）Contactin1bが運動学習及び運動制御の神経回路形成に関与するこ
と、（３）Reelinシグナルがプルキンエ細胞と中脳視蓋I型ニューロンの細胞移動を制御し、Reelinタンパク質
は軸索輸送されること、（４）転写因子Ptf1aとGsx2が下オリーブ核ニューロン分化に関与し、gsx2遺伝子発現
がレチノイン酸シグナルにより制御されること、（５）転写因子Foxp1bとFoxp4及び転写共抑制因子Skor1bと
Skor2がプルキンエ細胞分化のマスター制御因子であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Using zebrafish as a main model system, (1) we isolated granule cell- and 
Purkinje cell-specific genes by RNA-seq. We found that (2) Contactin1b is involved in neural circuit
 formation for motor learning and motor coordination; (3) Reeling signaling is involved in migration
 of Purkinje cells in the cerebellum and type I neurons in the optic tectum, Reelin is transported 
through granule cell axons; (4) the transcription factors Ptf1a and Gsx2 are required for 
differentiation of neurons in the inferior olive nuclei, the expression of gsx2 is regulated by 
retinoic acid signaling; (5) the transcription factors Fop1b/4 and the transcriptional co-repressors
 Skor1b/2 function as master regulators in differentiation of Purkinje cells.

研究分野： 発生生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 高度な情報処理を行う脊椎動物の神経回
路では、ニューロンの軸索と樹状突起が複雑
に接続し、入力情報を統合し出力情報を生み
出すことで機能を発揮している。中でも、円
滑な運動制御や学習に関わる小脳神経回路
は典型的な例であり、神経回路構造が明瞭で
分かりやすいことから、多くの研究者に興味
を持たれてきた。 
 その小脳神経回路は脊椎動物で比較的保
存されている（図１）。 

 

図１ 脊椎動物の小脳神経回路 

矢印は信号伝達方向を示す。 
 
小脳ニューロンである顆粒細胞とプルキ

ンエ細胞は、小脳外から二種類の入力信号を
受ける。一つは、中枢神経の様々な領域に存
在する小脳前核から顆粒細胞への入力線維
（苔状線維）であり、その信号は顆粒細胞軸
索を介してプルキンエ細胞の樹状突起に伝
えられる。もう一つの入力線維は、後脳腹側
に位置する下オリーブ核ニューロンからの
登上線維であり、直接プルキンエ細胞に信号
が伝えられる。二つの入力情報は、プルキン
エ細胞で統合され、投射ニューロン（真骨魚
類では eurydendroid 細胞）を介して小脳外へ
出力されることで情報を処理している。 
 私達のこれまでのゼブラフィッシュを用
いた解析から、哺乳類と同様に、顆粒細胞は
菱脳唇に位置しプロニューラル遺伝子 atoh1
を発現する神経前駆細胞から、プルキンエ細
胞と下オリーブ核ニューロンは脳室帯に位
置しプロニューラル遺伝子 ptf1a を発現する
神経前駆細胞から産生されることが分かっ
てきた。しかし、ニューロン分化および小脳
神経回路形成の分子メカニズムは未だ不明
な点が多い。 
 
２．研究の目的 
ゼブラフィッシュとメダカを用いて、 

（１）顆粒細胞・プルキンエ細胞・下オリー

ブ核ニューロンが神経前駆細胞から分化す
るメカニズム 
（２）これらニューロンが神経突起を伸ばし、
神経回路を形成するメカニズム 
（３）機能的小脳神経回路形成のメカニズム 
を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
私達はこれまで、①ゼブラフィッシュの小

脳神経回路形成異常の変異体、メダカの失調
様行動異常（小脳の機能異常に付随する）を
示す変異体の単離・解析を行ってきた。また、
②エンハンサー・ジーントラップ法および
個々のニューロン特異的な遺伝子発現制御
領域を用いて、顆粒細胞・プルキンエ細胞・
下オリーブ核ニューロン・バーグマングリア
細胞に転写因子 Gal4 または蛍光タンパク質
を発現するトランスジェニック（Tg）系統を
多数単離した。さらに、③これら Tg 系統を
用いて、神経回路形成期の顆粒細胞・プルキ
ンエ細胞・下オリーブ核ニューロン・バーグ
マングリア細胞を単離し、RNA sequenceing
（RNA-seq）を行い、個々の小脳神経回路素
子に発現する遺伝子の探索を行ってきた。本
研究においては、(a)失調様行動異常を示すメ
ダカ変異体 ro のポジショナルクローニン
グ・表現型の解析を行った。さらに、
(b)RNA-seqで見出した遺伝子のCRISPR/Cas9
法を用いた変異体作製を行い、その解析から
脊椎動物に普遍的な小脳神経回路形成機構
の解明を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）RNA-seq によるゼブラフィッシュ小脳
の顆粒細胞およびプルキンエ細胞特異的に
発現する遺伝子の同定 
 小脳神経回路を構成する顆粒細胞、プルキ
ンエ細胞、投射神経、下オリーブ核ニューロ
ン、バーグマングリア細胞に Gal4 あるいは蛍
光タンパク質を発現する Tg 系統を用いて、
各々の細胞系列を FACS により単離し、
RNA-seq を行った。この結果をもとに、細胞
系列間で遺伝子発現量を比較検討し、各々の
細胞特異的に発現する遺伝子を同定した（図
２）。 

 

図２小脳ニューロンの遺伝子プロファイリング解析 

小脳神経回路に蛍光タンパク質を発現する Tg(A,B)を用



いて、FACS により各々の系列の細胞を単離した。細胞

から RNA を抽出し、RNA-seq を行い、顆粒細胞・プル

キンエ細胞に特異的に発現する遺伝子を同定した。同定

した遺伝子について in situ hybridization により発現解析

を行った。その例を示す。（C-F）顆粒細胞、(G-J)プルキ

ンエ細胞特異的に発現する遺伝子群。 
 
顆粒細胞に高く発現する遺伝子群につい

て性質を調べると、細胞の発生に関わるもの
が多く、プルキンエ細胞においては、神経細
胞の機能に関わる遺伝子が多く存在してい
た。また、顆粒細胞やプルキンエ細胞に特異
的に発現する遺伝子のうち、いくつかは小脳
類似の細胞・回路を持つ小脳様構造にも発現
していたことから、小脳様構造においても共
通の分子機構があることが示唆された。 
 
（２）免疫グロブリンファミリースーパーフ
ァミリードメインを有する Contactin1 の解析 
 メダカ ro は、遊泳中にふらつき、回転する
運動異常を示す突然変異体である。ポジショ
ナルクローニングにより、ro 遺伝子座は免疫
グロブリンスーパーファミリータンパク質
Contactin1b (Cntn1b)をコードすると予想され
た。私達は、CRISPR/Cas9 法によりメダカ
cntn1b 変異体を作製した。cntn1b 変異体およ
び cntn1b と ro のトランスヘテロ変異体は ro
と同様の遊泳異常を示したことから、ro の責
任遺伝子は cntn1b と同定した。また、TALEN
法によりゼブラフィッシュ cntn1 ファミリー
遺伝子変異体を作製した。cntn1a 変異体では
異常は見られないが、cntn1b 変異体において
遊泳異常が観察された。このことから、Cntn1b
は、真骨魚類において、遊泳運動に関して保
存された役割をもつことが示された。Cntn1
ノックアウトマウスは小脳神経回路に異常
を示すが、メダカ・ゼブラフィッシュ cntn1b
変異体においては小脳回路の形態異常は見
出せなかった。しかし、メダカ ro 変異体では、
視運動性反応(OKR)の学習が低下し、水流に
対する走性が不安定であった（図３）。 

 

図３ Cntn1b は走流性に必要である 

(A) メダカは水流に逆らって泳ぐ性質をもつ。水流に対

する遊泳行動をビデオ撮影し、頭部の y 軸方向の動きを

プロットして数値化し、x 軸を時間としてグラフとして

示した（右下）。(B) y 軸の値について、Lab Chart software
を用いて、low-frequency (1-4 Hz, body displacement: 体
の移動を表す)と high- frequency (4-20 Hz, head yawing: 
頭部のブレを表す)の動きとして分離し、二乗平均平方根

（RMS）を計算した。野生型(WT)に対して変異体(ro)で
は値が上昇した結果から、cntn1b 変異体の遊泳が不安定

であることが示された。 
 
 これらの結果は、Cntn1b が小脳神経回路を
含む運動協調に関与する神経回路形成に関
与することを示唆しており、メダカ・ゼブラ
フィッシュ cntn1b 変異体は運動学習や運動
制御について理解する良いモデルと考えら
れた。 
 
（３）小脳および中脳視蓋ニューロンの移動
および層形成におけるReelinシグナルの役割
の解析 
 RNA-seqの解析からゼブラフィッシュ小脳
顆粒細胞に細胞間シグナル分子Reelinの遺伝
子が強く発現していることを見出し、
CRISPR/Cas9 法による reelin 変異体の作製を
行った。さらに、Reelin の受容体 VLDLR お
よびシグナル伝達分子Dab1aの遺伝子変異体
に関しても解析を行った。これらの変異体で
は、異所的なプルキンエ細胞に加えて異所的
な eurydendroid 細胞やバーグマングリア細胞
が認められた。また、中脳視蓋に存在する小
脳様構造においても、プルキンエ細胞様細胞
である I 型ニューロンの異所的局在が観察さ
れた。異所的なプルキンエ細胞と I 型ニュー
ロンに対して入力線維（顆粒細胞や下オリー
ブ核ニューロンからの軸索投射）が認められ
た。Reelin タンパク質は、小脳および中脳視
蓋の表層（分子層）に観察されるが、mRNA
は深層の顆粒細胞の細胞体に認められる。私
達は、軸索切除や、軸索輸送に関与する Kif5aa
と Kif5ba（Kinesin I 構成分子）の遺伝子二重
変異体では、顆粒細胞の軸索形成と Reelin タ
ンパク質の局在異常を引き起こすことを見
出した。以上の結果は、小脳および小脳様構
造の層・神経回路形成において、①Reelin タ
ンパク質が顆粒細胞の軸索を通って深層の
顆粒細胞層から表層に運搬され分泌される、
②Reelin は化学誘引物質として、脳室帯で産
生されるニューロンやグリア細胞の移動を
制御する、③移動したプルキンエ細胞や I 型
ニューロンは、細胞非自律的に入力線維を誘
引することで、神経回路が形成されると考え
られた。 
 
（４）下オリーブ核ニューロンの分化機構の
解析 
 私達は Tg 系統を用いた解析から、下オリ
ーブ核ニューロンの神経前駆細胞にプロニ
ューラル遺伝子 ptf1a に加えてホメオボック
ス遺伝子 gsx2 を発現することを見出し、これ
ら遺伝子の CRISPR/Cas9 法による変異体作
製を行った。どちらの変異体においても、下
オリーブ核ニューロンの減弱または消失が



認められた。ptf1a の発現は gsx2 変異体では
影響を受けず、gsx2 の発現も ptf1a 変異体で
は影響を受けていなかったことから、ptf1a と
gsx2 は独立して下オリーブ核ニューロンの
分化に関わっていることが示された。下オリ
ーブ核が位置する後方の後脳のパターニン
グには、体節で産生されるレチノイン酸（RA）
のシグナルが重要であることが示されてい
る。RA 合成酵素阻害剤やアンチセンスモル
フォリーノを用いて、RA の産生を阻害した
仔魚では、gsx2 の発現が減弱し、下オリーブ
核ニューロンの分化が抑制された。このこと
から、ptf1a 発現神経前駆細胞からプルキンエ
細胞や下オリーブ核ニューロンなど多様な
ニューロンが産生されるが、後方の後脳では
RA シグナルの下流で発現する gsx2 が下オリ
ーブ核ニューロンの運命決定に関わってい
ると考えられた。 
 
（５）プルキンエ細胞の分化機構の解析 
 私達は、RNA-seq 解析を通じて、分化段階
の早い時期からプルキンエ細胞特異的に、フ
ォークヘッド型転写因子 Foxp1b と Foxp4 お
よび転写共抑制因子Skor1bと Skor2の遺伝子
が発現していることを見出した。これら遺伝
子の CRISPR/Cas9 法による変異体作製およ
び解析を行った。それぞれの遺伝子の単独変
異体ではプルキンエ細胞の分化に異常を認
められなかったが、foxp1b; foxp4 の二重変異
体ではプルキンエ細胞が非常に減少してお
り、skor1b; skor2 の二重変異体においてはプ
ルキンエ細胞が完全に欠損していた。これら
の結果から、転写因子 Foxp1b と Foxp4、転写
共抑制因子 Skor1b と Skor2 が、重複的にプル
キンエ細胞の分化を制御するマスター転写
制御因子として機能すると考えられた。 
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