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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウス小脳をモデル解析系とし仮説「同じPcdhを発現するニューロン同
士で神経回路を作る」の検証を試みた。その結果、Pcdh欠損により(i)小脳神経回路が異常になる、(ii)小脳の
運動学習機能が異常になる、ことが判明した。本結果により、小脳の機能的神経回路形成にPcdhが関与すること
が明らかとなった。また、上記仮説を検証するために用いるPcdh発現レポーターマウスの作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the mouse cerebellum was used as a model system to verify the
 hypothesis that two neurons expressing the same Pcdh wire each other and make neural circuits. We 
found that Pcdh deficiency caused (i) abnormal cerebellar neural circuits in cerebellum and (ii) 
motor learning deficits. These results indicate that Pcdh is involved in the formation of functional
 neuronal circuits in the cerebellum. Furthermore, we have generated a Pcdh-expression reporter 
mouse, which will contribute to directly verify the hypothesis in the near future.

研究分野： 神経生物学

キーワード： プロトカドヘリン　小脳　運動学習

  １版

   9渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、小脳の機能的神経回路形成にPcdhが関与することが明らかとなった。小脳は運動学習を制御する
ことが知られていた。さらに、近年になって自閉症への関与も報告され、高度な精神機能への関与も明らかとな
った。従って、本研究を発展させることで、運動学習や高度な精神機能を担う新たな分子メカニズムの解明が予
想される。将来的には、運動機能を向上させる新規な手法や自閉症の新たな治療法の開発に結びつく可能性があ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｆ－１９－２	
１．研究開始当初の背景	

	 ニューロンは適切なパートナーを識別して神経ネットワークを作る。しかし、個々のニューロ

ンを識別する分子メカニズムには不明な点が多い。私たちは、個々のニューロンごとに異なるプ

ロトカドヘリン(Pcdh、細胞接

着分子)が発現する事を見出し

た(Nat	Genet,	2005,	JBC,	2006,	

Front	Mol	Neurosci,	2012)（図

１）。Pcdh は脳神経系で発現す

る接着分子群である。哺乳類で

は約 50 種類の互いに異なった

Pcdh 遺伝子(α、β、γ)が存在

する。同じ Pcdh タンパク質同

士が結合することも考え合わ

せ、仮説「同じ Pcdh を発現す

るニューロン同士で神経回路

を作る」を立てた。	

	 私たちは上記仮説の検証を目的として研究を進めてきた。本研究開始当初には、以下（あ）（い）

の進展が得られていた。	

(あ)単一Pcdh分子種発現可視化レポーターマウス樹立	

	 生きた脳の中でPcdh発現パターンを知る手段が嘱望されていたが、他グループも含めて失敗続

きであった。しかし、本国際共同研究の開始直前に、Pcdh-β3遺伝子座に赤色蛍光タンパク質

(RFP)をノックインしたマウス(Pcdh-β	RFPマウス)が完成した。本マウス使用により、遂に単一

Pcdh分子種の発現を可視化できた。	

(い)Pcdh欠損マウスにおける小脳機能異常の発見	

	 2014 年度よりオランダ・エラスムス医療センター	 Chris	De	Zeeuw 教授との共同研究を始め

た。Pcdh 欠損マウス(小脳 Pcdhg	KO マウス)をオランダにて繁殖し、運動機能を計測したとこ

ろ、その異常が認められた。本結果は、小脳機能異常の可能性を示しており、小脳の神経回路

形成における Pcdhg の関与が示唆された。	

	

	

２．研究の目的	

	 私たちは上記の仮説「同じ Pcdh を発現するニューロン同士で神経回路を作る」の検証を目的

としている。しかしながら、マウス個体レベルでの生理学的解析技術の経験・機材・ノウハウ不

足のために Pcdh 依存的に神経回路が形成される場所や時期の同定が困難であった。そのために、

オランダ・エラスムス医療センター	 Chris	De	Zeeuw 教授の研究室に滞在することで上記困難

を克服し、上述の進展（あ）（い）を発展させることで上記仮説を直接的に検証することが、本

国際共同研究の目的である。	

	

	

３．研究の方法	

	 マウス小脳の神経回路をモデル解析系とし、以下３課題を行なう。	

a)Pcdh 欠損マウスにおける神経回路の形態学的・電気生理学的解析	

b)Pcdh 欠損マウス小脳機能の in	vivo 解析（De	Zeeuw 教授と共同研究にて実施）	

c)個々の神経回路における Pcdh の発現解析（De	Zeeuw 教授と共同研究にて実施）	

	 これら実行には(ア)遺伝子改変マウス、(イ)Pcdh 発現解析、(ウ)マウス個体での小脳機能解

析法を用いる。申請者は(ア)(イ)には経験と実績がある(Nat	Protocols,	2006 など)。一方、課

題 b)および c)は De	Zeeuw 教授との共同研究にて行なう。	

a

b

図1 約50種のcPcdh遺伝子(a)とその発現(b)
cPcdhは個々のニューロンでランダムな組み合わせで発現する。

~1 Mb

Pcdh-α1 ~ α12 Pcdh-β1 ~ β22 Pcdh-γ1 ~ γ19
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	 特に課題 c が本研究計画の最も重要な点である。すなわち、Pcdh 発現を可視化できるレポー

ターマウス(Pcdh-β	RFP マウス[完成]および Pcdh-γ	PA	tag マウス[作製中])を用いる。De	

Zeeuw 研究室にて本マウスに運動学習させる。学習により形成された神経回路は同一の Pcdh 発

現と予想する。そのため、これらマウス小脳において学習により形成された神経回路を標識し、

その神経回路における Pcdh 発現をレポーターマウスを用いて解析する。	

	

	

４．研究成果	

	 本国際共同研究では、課題 a),	b),	c)について下記の成果が得られた。	

課題 a)Pcdh 欠損マウスにおける神経回路の形態学的・電気生理学的解析	

	 小脳のほぼ全てのニューロンにおいてPcdhを欠損させたマウス	(PV-cre:	Pcdhg	cKOマウス。

課題 b でも解析)の小脳神経回路を形態学的に解析した。その結果、様々なニューロンタイプに

おける細胞数の減少を見出した（顆粒細胞、分子層インターニューロン、プルキンエ細胞）。さ

らに、プルキンエ細胞の配置の乱れを見つけた。興味深いことに、配置が乱れているプルキン

エ細胞では樹状突起の形態異常も認めた。これらは Pcdh 欠損により神経回路が異常になること

を示す。電気生理学的解析については、現在、共同研究を進めている。	

	

課題 b)Pcdh 欠損マウス小脳機能の in	vivo 解析	

	 問）Pcdh 欠損により脳機能が異常になるか？に答えるべく研究を進め、以下の成果を得た。

これまでに小脳のほぼ全てのニューロンにおいて Pcdhg を欠損させたマウス(PV-cre:	Pcdhg	

cKO マウス。課題 a でも解析)では運動機能（歩行機能など）の異常を見つけていた。しかしな

がら、この異常には小脳以外の関与も考えられる。そこで、小脳依存性がより限局した学習課

題である、瞬目条件付け反射学習能を調べた。その結果、本学習能には異常がないことがわか

った。本結果は本マウスにおいては基本的な小脳学習能が保持されていることを示唆する。次

いで、より高度な学習課題である、位相逆転眼球運動学習における学習能を調べた。その結果、

本欠損マウスでは位相逆転眼球運動学習の成績が低下していた。本結果は、位相逆転眼球運動

学習の際に作られる神経回路の少なくとも一部は Pcdhg に依存することを示唆している。本結

果は、Pcdh 欠損により脳機能が異常になることを明確に示している（図 2）。	
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図２　小脳ニューロンにおけるPcdhg欠損マウスの行動学的異常



	 次いで、運動学習において Pcdhg が必要なニューロンタイプの同定を試みた。そのため、３

系統の細胞種特異的 Pcdh 欠損マウス（L7-cre:	Pcdhg	cKO マウス、A6-cre:	Pcdhg	cKO マウス、

Ptf1a-cre:	Pcdhg	cKO マウス）を作製し、これらの小脳機能を調べた。発生後期以降のプルキ

ンエ細胞特異的なPcdhg欠損マウス(L7-cre:	Pcdhg	cKOマウス)の運動学習能を調べたところ、

ほぼ正常であった。顆粒細胞特異的 Pcdhg 欠損マウス（A6-cre:	Pcdhg	cKO マウス）では位相

逆転眼球運動学習において、わずかに運動学習能の低下が見られた。発生初期以降にて小脳抑

制性ニューロン特異的な Pcdhg 欠損マウス(Ptf1a-cre:	Pcdhg	cKO マウス)では位相逆転眼球運

動学習において運動学習能の低下が見られた。これらの結果より、発生初期の小脳抑制性ニュ

ーロンにおいて Pcdhg が機能的な神経回路形成に関与することが示唆された。	

	

	

課題 c)個々の神経回路における Pcdh の発現解析	

	 問）神経回路を構成するニューロン群における Pcdh 発現は同一か？に答える際に必要となる

Pcdh 発現細胞可視化マウス（蛍光タンパク質ノックインマウス）を作製・解析し、以下の成果

を得た。まず、Pcdhb3-tdTomato マウスを用いて、小脳における tdTomato 発現パターン（すな

わち、Pcdhb3 発現パ

ターン）を解析した。

脳透明化法を用いて

３次元的に tdTomato

発現パターンを解析

し た と こ ろ 、

tdTomato 発現パター

ンは個体ごとに異な

ることが判明した。

また、プルキンエ細

胞だけでなく、抑制

性インターニューロ

ン、顆粒細胞におい

ても tdTomato 発現が

認められた。これら

の結果は、これらの

ニューロン群が作る

神経回路の構築にお

いて Pcdhb3 が関与す

ることを示唆する。	

	 Pcdhg への PA	tag

ノックインマウスも

得られた。本マウスを用いることで、Pcdhg タンパク質の局在を組織学的に解析することが可

能となる。本マウス脳を組織学的に解析した結果、発生初期の小脳においてはプルキンエ細胞

の細胞体や樹状突起、そして、平行繊維（顆粒細胞の軸索）に Pcdhg タンパク質が存在するこ

とが判明した。一方、成熟したプルキンエ細胞-平行繊維シナプスには Pcdhg タンパク質は存在

していなかった。本結果は、Pcdhg タンパク質がプルキンエ細胞-平行繊維シナプスの形成初期

において機能することを示唆する。	

	 今後は、上記(iii)にて得られた Pcdh 発現細胞可視化レポーターマウスを用いて、神経回路

を構成するニューロン群における Pcdh 発現は同一か？を直接的に検証する。	

Pcdh-γ PA tag knock-in mouse, Postnatal day 3"
Cerebellum, Sagittal section, 20 μm thickness"
Immunostaining: anti-PA tag antibody (Wako, 1/500), mouse anti-calbindin antibody (swant, 1/1000), or"
rabbit anti-BLBP antibody (Frontier Institute, 1/200)
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図3 発生初期におけるPcdhgタンパク質の局在解析
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