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研究成果の概要（和文）： 
脳は複雑なシステムであり、莫大な数の神経細胞が個性をもって活動することにより機能
を生みだしている。本研究は、脳にある個々の神経細胞の個性をもたらす分子メカニズム
を明らかにし、この神経細胞の個性によりもたらされる神経回路形成メカニズムを明らか
にすることを目的として研究を行った。その結果、多数のメンバーからなる CNR/プロト
カドヘリン遺伝子が、個々の神経細胞で異なった組み合わせで発現をしていることを明ら
かにすることに成功した。また、CNR/プロトカドヘリン遺伝子が、正確な神経回路形成
に必要なものであることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The brain is a complex system, and is composed of enormous number of neurons, which 
have individual activity. To understand mechanism of generation and regulation of the 
complex brain system, we try to examine molecular mechanisms for acquiring 
neuronal individuality and for generating neural networks in the brain. Here we 
revealed that about 50 members of CNR/protocadherin genes are differentially 
expressed in individual neurons, and their expressions are random and combinatorial 
in each neuron. Also molecules of CNR/protocadherin have significant function for 
generating correct neural networks during brain development.       
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物の脳システムは莫大な数の神経細
胞より構築されており、それぞれの神経細胞
が多様化している。この神経細胞の多様化に
関わる分子群を同定し、脳システム形成に関
わる分子機能を明らかにすることは、脳シス
テム形成と制御の原理を解明して行く上で
意義の高いものとなる。これまでに嗅神経細
胞において発現する多様化分子群—匂い受
容体—が単離・同定され、この匂い受容体の
遺伝子改変マウスを用いた解析により、同一
匂い受容体を発現する嗅神経細胞が特定の
嗅球糸球体に神経投射していることなど、神
経回路形成における新たな分子メカニズム
が明らかになってきた。しかし、これまでに
中枢神経系の神経細胞において、この様な多
様化膜分子群を用いた研究は十分になされ
ていなかった。そこで本研究では、中枢神経
系の神経細胞で発現する多様化膜分子群、
CNR/プロトカドヘリン分子群に注目して研
究を行った。CNR/プロトカドヘリンは、ゲ
ノム DNA 上で遺伝子クラスターを形成し、
個々の神経細胞で異なった遺伝子発現をし
ていること、タンパク質が神経軸索やシナプ
ス領域に局在することが示されている。本研
究では、CNR/プロトカドヘリンの神経細胞
の多様化、神経回路形成への役割を明らかに
することを目標に、遺伝子変換マウスを用い
た解析を行い、ヒトの脳システムの解明をも
視野に入れて、哺乳動物の脳システム形成と
制御に関わる新たな分子的基盤の解析を行
った。 
２．研究の目的 
 本研究では、脳神経系で発現する多様化膜
分子群、CNR/プロトカドヘリンファミリー
に注目して、脳システム形成における神経細
胞の多様化、神経回路形成に関わる新たな分
子メカニズムの解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、CNR/プロトカドヘリン遺伝子
に注目し、遺伝子変換マウスの作製と、遺伝
子発現、分子生物学、生化学、組織学、行動
学についての解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）CNR/プロトカドヘリンファミリーの単
一プルキンエ細胞における差次的発現と新
たな遺伝子制御メカニズムの発見 
 小脳プルキンエ細胞を用いた単一神経細胞
遺伝子発現解析系を新たに開発した（Esumi 
et al, 2006）。この系を用いて単一プルキン
エ細胞における CNR/プロトカドヘリンαと

γ遺伝子クラスターの遺伝子発現の解析を
行った。その結果、個々のプルキンエ細胞に
おいて異なって発現するαアイソフォーム
が明らかとなり、これらのアイソフォームは
単一細胞中の対立染色体ごとに独立した遺
伝子制御を受けていることが明らかとなっ
た（図１、Esumi et al, 2005）。更に、γ遺
伝子クラスターについて解析した結果、α遺
伝子クラスター同様、個々のプルキンエ細胞
での差次的発現と対立染色体ごとの遺伝子
制御が明らかになった（Kaneko et al 2006）。

αとγアイソフォームはタンパク質レベ
ルで複合体を形成していることが明らかに
なっており、個々のプルキンエ細胞で異なる
多様化膜タンパク質複合体を形成している
と考えられる。また、αとγ遺伝子クラスタ
ーにおける染色体レベルでの遺伝子発現制
御は、今までにない新たな遺伝子制御機構で
あることから、脳システム形成における個々
の神経細胞の多様化をもたらす分子メカニ
ズムとして興味深い。 
 
（２）神経回路形成における CNR/プロトカド
ヘリンファミリー分子機能の解析 
 CNR/プロトカドヘリンαタンパク質は、神
経回路形成過程での軸索やシナプス領域に
局在する。このαファミリーの神経回路形成
における分子機能を解析する為に、α遺伝子
クラスターにおける共通領域を欠損したマ
ウスの作製を行った。このα欠損マウスにお



いて M71、P2、MOR23 匂い受容体を発現する
嗅神経の軸索投射の解析を行ったところ、嗅
神経の嗅球糸球への収束の異常、異所的な投
射異常が認められた。また、この異常は成体
になるまで維持されていた。これらの結果よ
り、CNR/プロトカドヘリンαが正確な嗅神経
回路形成において必須であることが明らか
になった（図２、Hasegawa et al 2008）。 

 
 (３）CNR/プロトカドヘリンαのセロトニン
神経投射における役割 
 CNR/プロトカドヘリンαの中枢神経系にお
ける機能を明らかにする目的で、更にα欠損
マウスの解析を行った。In situ ハイブリダ
イゼーション法による解析の結果、CNR/プロ
トカドヘリンαは縫線核にあるセロトニン
神経で特に強く発現していることが明らか
となった。そこでα欠損マウスにおけるセロ
トニン神経の解析を行ったところ、通常の成
体マウスでは広範にほぼ均一に分布してい

るセロトニン神経軸索が、α欠損マウスでは
投射の分布が大きく乱れていた。この異常は、
成体マウスの大脳皮質、海馬、視床、線条体、
嗅球など多くの脳領域で認められており、セ
ロトニン神経の最終標的領域で特に顕著で
あった。これらの結果より、セロトニン神経
の最終標的領域における広範で均一な神経
支配に CNR/プロトカドヘリンαが必須であ
ることが明らかとなった（図３、Katori et al 
2009）。セロトニンは、不安、摂食、概日リ
ズム、うつ病などに関与し、脳幹の縫線核に
あるセロトニン神経細胞から脳全体に軸索
を広範に分岐させ神経支配を行っている。
CNR/プロトカドヘリンαによる新たなセロ
トニン神経の投射メカニズムが明らかにな
ったことより、CNR/プロトカドヘリンαとヒ
ト精神神経疾患との関係についても研究が
発展して行くことが期待される。 
 
（４）CNR/プロトカドヘリンα定常領域欠損
マウスの行動異常の解析 
 CNR/プロトカドヘリンα定常領域欠損マウ
スを用いて網羅的な行動異常の解析を行っ
た。その結果、運動、感覚、不安行動などで
は大きな異常が認められないものの、文脈依
存的な恐怖条件付け学習と８本放射状迷路
での空間ワーキングメモリーにおいて異常
な亢進が認められた。また、海馬体における
セロトニン量の亢進が認められた。更に、
CNR/プロトカドヘリンα定常領域の Aタイプ
及び Bタイプ欠損マウスについて調べたとこ
ろ、これらの異常がα定常領域の Aタイプに
由来するものであることが明らかとなった
（Fukuda et al 2008）。これらの結果により、
CNR/プロトカドヘリンαが哺乳動物の行動
制御に関わる遺伝的基盤であることが明ら
かとなった。 
 
（５）遺伝子クラスター構造変換マウス作製
による遺伝子発現制御機構の解析 
 これまでの研究により、CNR/プロトカドヘ
リンαのメンバーが個々の神経細胞におい
て異なった発現様式をしており、神経細胞の
個性に関わる分子群であることが示唆され
ている。本研究では、CNR/プロトカドヘリン
α遺伝子クラスター構造を変換させたマウ
スの作製を行い、遺伝子クラスター構造と遺
伝子制御機構との関連性の解析を行った。α
メンバーには、大きく２種類の発現パターン、
個々の神経細胞で異なる発現（確率的発現）
と、神経細胞のほぼ全てで発現（恒常的発現）
が示唆されている。遺伝子クラスターの数を
変換させたマウスにおいても、この２種類の
発現パターンが維持されており、最も下流に
あるメンバーが必ず恒常的な発現パターン
を示すことが明らかになった（図４）。また、
遺伝子クラスターの数を減少させても、αメ



ンバー全ての発現量は変わらず、残ったαメ
ンバーの発現量、各神経細胞における発現頻
度が増加した。これらの結果は、個々の神経
細胞での異なる発現パターンが、遺伝子クラ
スター数に依存した確率的な制御であるこ
とを示すものである。この様な確率的な遺伝
子制御が、脳システム形成過程における個々
の神経細胞で存在していることは、これまで
に全く知られておらず、個々の神経細胞の多
様化と脳の複雑な神経回路をもたらす遺伝
的プログラムを考える上で興味深いもので
ある（Noguchi et al 2009）。 

 
（６）DNA メチル化による遺伝子発現制御の
解析 
 CNR/プロトカドヘリンαが、個々の神経細
胞で異なる発現をすることより、この遺伝子
クラスターにおけるプロモーター領域の DNA
メチル化パターンについて解析を行った。培
養細胞株である C1300 と M3 では発現してい
るαアイソフォームが異なっており、発現が
認められるαアイソフォームのプロモータ
ー領域では脱メチル化状態が、一方発現して
いないプロモーター領域では高いメチル化
状態であった。この培養細胞株を脱メチル化
剤である 5-azacytidineで処理したところ発
現していなかったαアイソフォームの発現
を誘導することができた。これらの結果は、
αアイソフォームの発現にプロモーター領
域の DNAメチル化制御が関与する可能性を強
く示唆するものである。また、小脳プルキン
エ細胞におけるαアイソフォームのプロモ
ーター領域の解析を行ったところ、種々の

DNA メチル化パターンが混在していた
（Kawaguchi et al2008）。これらの結果より、
脳形成過程における個々の神経細胞での DNA
メチル化制御機構についての解析が必要と
なる。 
 
（７）CNR/プロトカドヘリンファミリーのタ
ンパク質構造決定 
 マウス CNR/プロトカドヘリンα4 タンパク
質の EC1 領域について NMR スペクトロスコー
ピー法によるタンパク質構造解析を行ない、
世界に先駆けて CNR/プロトカドヘリンファ
ミリーのタンパク質構造決定に成功した。こ
の解析により、活性化インテグリンと相互作
用するRGD配列、プロトカドヘリン分子群EC1
領域で保存されている CXXXXXC配列が構造表
面に位置する機能ドメインであることを明
らかにした。更に古典的カドヘリンに存在す
るホモフィリック結合ポケット構造が CNR/
プロトカドヘリンα4 タンパク質では認めら
れないことを明らかにし、α4 タンパク質の
ホモフィリックな結合活性が無いことを確
認した（Morishita et al, 2006）。 
 
（８）結語 
 本研究により、多様化膜分子群である CNR/
プロトカドヘリンαが、ヒトを含む哺乳類の
脳システムにおける神経細胞の多様化と神
経回路形成に重要な分子であることが明ら
かになった。また、この CNR/プロトカドヘリ
ンの遺伝子発現制御には、これまでに知られ
ていない確率的な制御機構が関与している
ことが示唆された。やわらかい脳システムの
形成に、遺伝的プログラムにより仕組まれた
確率的な分子的基盤が示唆され、神経回路形
成に必須であることが示唆されたことによ
り、CNR/プロトカドヘリンαのみならずβや
γの中枢神経系で発現する多様化膜分子群
の解析が、これまでに無い新たな脳システム
の形成と制御の概念をもたらすと考えてい
る。 
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