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研究成果の概要（和文）：  
イノシトール３リン酸受容体(IP3R)は、小胞体からのカルシウム放出を制御し細胞内カルシウ
ム動態に多大な影響を及ぼす重要なイオンチャネルの一つである。現在までに、IP3R1、2、3
の３つのサブタイプが報告されており、このうち IP3R1 は、特に脳神経系に強く発現している
ことが知られている。本研究では、脳特異的 IP3R１欠損マウスを作製し、各脳領域（小脳、前
脳、線条体）の IP3R1 が高次脳機能に果たす役割を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Inositol trisphosphate receptor (IP3R1) is one of the important Ca

2+ channels that release 
Ca2+ from the endoplasmic reticulum (ER). There are three subtypes of IP3R so far, and 
IP3R1 is a major subtype in the central nerves systems. In this study, we constructed 
several brain-specific IP3R1 conditional IP3R1 mice and analyzed the role of IP3R1 in the 
higher brain function.  
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１． 研究開始当初の背景 
  脳神経系における細胞内カルシウム動態の
異常は、神経細胞死、てんかん、行動異常など
をきたすことが知られており、細胞内カルシウ
ム動態の適切な制御が高次脳機能の発揮に必須
である。イノシトール３リン酸受容体(IP3R)は、

小胞体からのカルシウム放出を制御し細胞内カ
ルシウム動態に多大な影響を及ぼす重要なイオ
ンチャネルの一つであり、３つのサブタイプの
うち IP3R1 は、特に脳神経系に強く発現してい
ることが知られている。 
これまでに、IP3R1 を欠損するマウス(IP3R1KO)



が、運動失調、てんかん様発作、神経可塑性の
異常など脳機能障害を起こすことを明らかにし
ていたが、各脳領域に発現する IP3R1 とこれら
の脳疾患とのより詳細な関係は、未だ明らかに
されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
  本研究では、小脳特異的、線条体神経特異
的、及び前脳特異的に IP3R1 を欠損したマウス
を作成し、脳の各領域に発現する IP3R1 を介し
たカルシウムシグナルと IP3R1KO マウスに生じ
た各表現型（てんかん様発作、運動失調、生後
21 日までの死亡など）の関係を明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
   

loxP IP3R1 allele をもったマウスを、様々
な脳特異的 Cre トランスジェニックマウスと
交配し、脳領域特異的 IP3R1KO マウスを作成し
た。 
Cre トランスジェニックマウスは、プルキンエ
細胞特異的に Cre recombinase を発現している
マウス(pcp-2/L7-Cre)(Barski, J.J et 
al.Genetics 28:93-98.)、及び、小脳特異的な
Wnt-1-Cre トランスジェニックマウス
(Danielian P.S., et al., Current Biol. 
8:1323-1326)、前脳特異的に Cre を発現する
Emx1-Cre(Iwasato T.,et al. (2000) Nature 
406,726-731)、線条体神経特異的な Cre トラン
スジェニックマウスの 4系統を用いた。このう
ち、線条体神経特異的 Cre トランスジェニック
は orphan レセプター、GPR88 遺伝子のプロモー
ターの下流に Cre 遺伝子を配置した BAC clone
をマウス受精卵にインジェクションして作製し
た。 
  次に作製した各種コンデイショナル IP3R1
マウスの脳凍結切片を作製し、抗体を用いて
IP3R1 の発現を免疫染色法にて明らかにした。
また、各組織をホモジナイズし、ウエスタンブ
ロット法を用いて IP3R1 の発現をチェックし、
組織特異的にIP3R1 が欠損していることを確認
した。 
  行動バッテリー解析は、理化学研究所の行
動施設を利用し、マウスにとって負担の最も軽
いもの（自発活動性の実験など）からはじめ、
徐々に負担のかかる行動実験（学習など）を進
めて行った。 
  プルキンエ細胞の自然発火活動の電気生理
的測定は、急性小脳スライスを用いた in vitro の
実験と、in vivo 麻酔および freely moving の条件
下でタングステン電極を用いて行った。 
  
 
４．研究成果 
    

小脳中脳特異的に IP3R1 を欠損したマウス

は、IP3R1KOマウスと全く同様の表現型を生じ、
ジストニア症状を起こすことを明らかにした。
そこで、小脳中脳における神経活動異常を神経
活動のマーカーとなる cfos の発現で調べた結
果、プルキンエ細胞に cfos の異常発現を認め、
プルキンエ細胞の異常発火がジストニアをおこ
していることが考えられた。 

プルキンエ細胞には、顆粒細胞からの入
力（平行線維）と、オリーブ核からの入力（登
上線維）がある。そこで、小脳プルキンエ細胞
の活動を、まず、登上線維からの入力が切断さ
れている小脳急性スライスを用いて行った所、
野生型に比べて顕著な違いは見当たらなかった。
このことから、小脳顆粒細胞や抑制性ニューロ
ンからの入力は、ほぼ正常であると考えた。 

次に、登上線維からの入力が存在する in 
vivo でのプルキンエ細胞の活動を麻酔下で行
った。その結果、小脳中脳特異的に IP3R1 を欠
損したマウスのプルキンエ細胞の発火頻度は野
生型に比べて、有意に減少していることを明ら
かにした。また、小脳中脳特異的に IP3R1 を欠
損したマウスでは、プルキンエ細胞の律動性が
野生型に比べて下がっている傾向が見られた。
以前の研究で、登上線維からの入力が、プルキ
ンエ細胞の発火頻度や律動性を下げることが知
られていることから、小脳中脳特異的に IP3R1
を欠損したマウスでは、登上線維からの入力異
常があることが考えられた。 

さらにジストニア発症とプルキンエ細
胞の神経活動の関係を明らかにするため、次に、
無麻酔下でプルキンエ細胞の神経活動を測定し、
行動との相関を明らかにすることにした。プル
キンエ細胞の神経活動を生体内記録した結果、
ジストニア発症とプルキンエ細胞の異常活動
（発火頻度の低下）が相関することを明らかに
した。発火頻度が低下したプルキンエ細胞の神
経活動は、ハルマリンを腹腔内投与した際に起
こる登上線維の入力パターンに似ていた事から、
おそらく、オリーブ核からのプルキンエ細胞へ
の入力異常が小脳中脳特異的 IP3R1 欠損マウス
にジストニアを起こしている事が推定された。 

次に、小脳中脳特異的に IP3R1 を欠損し
たマウスにおいて小脳活動がジストニアを起こ
す原因になっているか確かめる為、小脳活動を
グルタミンサン受容体阻害剤で抑えることにし
た。その結果、グルタミンサン受容体阻害剤を
小脳に Infusion することにより、小脳中脳特
異的に IP3R1 を欠損したマウスのジストニア症
状が緩和されることを明らかにした。小脳の不
活化は、野生型マウスの小脳にグルタミン酸受
容体の阻害剤を注入し阻害すると小脳失調を呈
することで判断した。 

次に、プルキンエ細胞の活動がジスト
ニア発症に関わっているかさらに確認するため、
遺伝学的にプルキンエ細胞を消失する Lurcher
ミュータントマウスとの交配をおこなうことに
より、小脳中脳特異的に IP3R1 を欠損したマウ
スのプルキンエ細胞を欠失させることにした。



その結果、小脳中脳特異的 IP3R1 欠損マウスの
ジストニア症状が完全に消失し、小脳失調のみ
示すマウスになることを明らかにした。 

以上の結果、小脳中脳特異的に IP3R1

を欠損したマウスは、小脳を起点とするジスト

ニアモデルとなることがわかった。おそらく、

IP3R1 を介したカルシウムシグナルが inferior 

olive の活性（同調）に関与していると思われ

る。 

小脳中脳特異的に IP3R1 を欠損したマ
ウスの脳においてモノアミン(ドーパミン、ノル
アドレナリンなど)の量に著しい変化が生じる
事を明らかにした。 

 
  一方、プルキンエ細胞特異的 IP3R1

欠損マウスは重篤な小脳失調と振戦のみを起こ
す事を明らかにした。このことから、小脳中脳
特異的 IP3R1 欠損マウスに生じたジストニア症
状は、プルキンエ細胞以外の細胞の IP3R1 が欠
損することによることが示唆される。特に、プ
ルキンエ細胞の発火頻度がオリーブ核からの入
力で変わることが知られている事や、前述のジ
ストニアを起こしている際の神経活動の波形か
ら、登上線維からの入力に異常があることが考
えられた。 

さらに、プルキンエ細胞の樹状突起スパ
インの異常増加がこのマウスにみられることを
明らかにした。また、このマウスのプルキンエ
細胞に発現するカルモジュリン依存性リン酸化
酵素の活性が異常上昇していることを明らかに
した。このスパインの増加は、カルモジュリン
依存性リン酸化酵素の活性を薬剤で阻害するこ
とにより正常に戻ったことから、IP3R1 の欠損
がカルモジュリン依存性リン酸化酵素の活性上
昇を招き、樹状突起スパインの増加をもたらし
たことが予想された。 

 
  前脳特異的 IP3R1 欠損マウスは、

IP3R1 欠損マウスでみられるような明らかな運
動障害は全く見られなかった。また、前脳特異
的 IP3R1 欠損マウスの脳波は正常であり、
IP3R1KO マウスは、てんかんを起こしているの
では無く、ジストニア症状を起こしていること
が明確になった。そこで、この前脳特異的 IP3R1
欠損マウスの行動バッテリー（自発活動活性、
オープンフィールド試験、明暗従来試験、高架
十字迷路試験、聴覚性驚愕反応試験、恐怖条件
付け試験、モリス水迷路、協調運動（フットプ
リント, 回転棒テスト）を行った。その結果、
ホームケージでの活動量の増加がみられること
が分かった。しかし、オープンフィールド試験
や高架十字迷路試験、明暗従来試験におけるマ
ウスの活動量には変化がなかった為、新しい環
境下では、その自発活動性の上昇が抑えられて
いることがわかった。さらに、前脳特異的 IP3R1
欠損マウスは、恐怖に対する反応が下がってい
る事（高架十字迷路試験、明暗従来試験）、また、
統合失調症の目安とされる、聴覚性驚愕反応試

験（Prepulse inhibition）の低下などを示すこ
とが明らかになった。 

 

  線条体特異的に発現するorphan r
eceptor、GPR88遺伝子のプロモーターの下流に
Cre recombinaseを配置したトランスジェニッ
クマウスを作製し、このマウスに於いてCreを
発現する細胞種を詳細に明らかにした所、med
ium spiny neuron特異的にCreを発現すること
が分かった。 

また、このGRP88-Cre トランスジェニ
ックマウスを用いて、線条体特異的IP3R1コン
デイショナルマウスを作製し、線条体特異的に
IP3R1 を欠失していることを免疫染色法、ウエ
スタンブロット法を用いて明らかにした。この
線条体特異的IP3R1欠損マウスも、見かけ上明
らかな運動障害は認められなかった。 
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