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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、外界の刺激に応じてシナプス・神経回路が変化する過程をCblnファ
ミリー分子がどのように制御するのか明らかにするためParabrachial Nucleus；PBN）の痛み応答に着目し研究
を推進した。PBNでCblnを発現する細胞種を特定するために、HAタグをCbln1/2遺伝子座に挿入したノックインマ
ウスを作成し、免疫組織化学法を用いて各分子をS/N比高く検出することが可能となった。さらに、PBNの投射領
域でのシナプス機能に果たす役割を明らかにするため、各種ノックアウトマウスの電気生理学的解析を行い、
Cblnファミリーが重要な役割を果たすことを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we aimed to clarify the functional significance of
 Cbln family proteins in synapses targeted by the parabrachial nucleus (PBS), which regulates 
emotional responses to chronic pain. In order to identify cell types that express Cbln, we generated
 knock-in mice with an HA tag inserted into the Cbln1/2 locus. These mice allowed us to characterize
 the localization of Cbln1/2 with a high spatial resolution. Furthermore, electrophysiological 
recordings from the brain regions innervated by PBN suggested that Cblns play an important role in 
synapse formation in these areas.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
精神神経疾患の多くは、中枢神経系のシナプス機能が破綻し、外界刺激への応答性が障害されるために惹起され
ると考えられている。本研究では、シナプスの形成を強力に誘導するCblnファミリー分子が痛みを司る神経領域
に高いレベルでは存在することに着目し、その局在と生理的意義を明らかにすることを目的とした。慢性的な痛
みは長期的な情動変化を引き起こすが、その分子基盤解明に必須な基礎的知見が得られたと考えられている。

※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、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 

Cbln1 は主に小脳の神経細胞から放出される分泌タンパクだが、強力なシナプス形成誘導

因子として作用する （Ito-Ishida, J Neurosci, 2008; Matsuda, Science, 2010）。これまでに、申請

者らの研究から、Cbln1 の小脳での発現量が神経活動によって変化し（Iijima, J Neurosci, 

2009; Ibata, Neuron, 2019）、Cbln1が受容体（δ2型グルタミン酸受容体；GluD2 と Neurexin）と

の相互作用を介し小脳顆粒細胞の軸索の形態変化を起こすことでシナプスの成熟化を促進

することや（Ito-Ishida, Neuron, 2012）、小脳の興奮性・抑制性バランスを制御することが明らか

にされてきた（Ito-Ishida, Eur J Neurosci, 2014）。また、Cbln1は小脳だけでなく海馬や大脳皮

質など他の脳領域にも存在し、マウスの行動制御に関わることや（Otsuka, J Neurosci, 2014）、

Cbln1 と高い相同性を持つファミリー分子が各脳領域に発現することが明らかにされている。

以上の結果は、Cblnファミリー分子が小脳以外の領域でも、シナプスの機能を調節し、神経回

路網の機能的変化を引き起こすことを示唆する。そこで本研究ではマウスを用い、Cblnファミリ

ー分子が小脳以外の脳領域において、外的な刺激に応じシナプスの変化を引き起こすメカニ

ズムを明らかにすることを目指す。Cbln2 が侵害刺激に応答する結合腕傍核（Parabrachial 

Nucleus; PBN）に強く発現することに着目し、刺激により惹起されるシナプスの形態学的・機能

的変化と Cblnファミリーの役割を明らかにする。 

 

2．研究の目的 

本研究では、外界からの刺激入力に応じてシナプスの機能と神経回路網が変化する過程

で、Cblnファミリー分子の果たす役割を明らかにすることを目的とした。シナプスの入力依存的

な変化を捉えるために、モデル領域として結合腕傍核（PBN）に焦点を当てた。PBN には

Cbln1 と Cbln2 の両者が高いレベルで発現するが、PBN は痛みや各種ストレスなどの侵害刺

激に強く応答し、慢性的な侵害刺激は PBN とターゲット領域間のシナプス機能の変容を引き

起こす。この過程に着目し、Cbln ファミリー分子の担う役割を明らかにすることで、神経活動依

存的に神経回路が変化する分子基盤の解明を目指した。 

 具体的な実施項目しては、PBN において Cbln2 が発現する細胞種を同定し、Cbln の発現

量・局在が痛み刺激に反応してどのように変化するのか定量するため、HA タグノックインマウ

スを作成した。また、PBN→ターゲット領域間のシナプスにおいて Cbln ファミリーの役割を検

証するため、形態学的解析と電気生理学的解析を行った。さらに、Cbln の役割を個体レベル

で明らかにするため、各種遺伝子改変マウスを用い、疼痛刺激に伴う情動・学習行動を解析し

た。 

 

3．研究の方法 

 

(1) CRISPR/ Cas9による HA-タグノックインマウスの作成と Cbln発現細胞種の同定  

Cbln2 の存在部位については免疫染色反応に適した抗体がないため、タンパク質として実際



にどの脳領域のどのシナプスに存在するかについては不明である。感度・特異性よくシナプ

ス・細胞体の両方で Cbln を検出するために、HA タグを Cbln 遺伝子の N 末端にノックインし

たマウスを CRISPR/Cas9法により作成する。作成したマウスの脳切片を抗 HA抗体で染色し、

PBNにおいて Cbln が発現する細胞種を明らかにする。PBNの投射領域では、シナプスに局

在する HA-Cbln を可視化し、Cbln ファミリー分子の受容体である δ 型グルタミン酸受容体や

各種シナプスマーカーとの関係を明らかにする。さらに、δ 型グルタミン酸受容体の欠損マウス

と HA-Cblnマウスを交配し、Cblnの局在パターンがどのように変化するのか解析する。 

 

(2) 侵害受容領域におけるシナプス形成制御：Cblnの役割 

課題１で得られた結果から、PBN において Cbln を発現する細胞種と、これらの細胞種のター

ゲット領域が明らかになり、各ターゲット領域における Cbln と受容体の関係を明確にすること

ができる。この結果を踏まえ、ターゲット領域のシナプス形成における Cbln の役割を明らかに

するため、各種欠損マウスや、受容体欠損マウスを用いてシナプスの形態学的解析と電気生

理学的解析を行う。マウス脳切片を免疫染色法により各シナプスマーカーで染色し、各脳領

域におけるシナプス密度の変化を定量する。 

 

4. 研究成果 

 

(1) HA-タグノックインマウスの作成と Cbln2の局

在解析： 

PBNに発現する Cbln1/2のシナプス局在を明ら

かにするため、Crispr/Cas9法を用い、HA タグノ

ックインマウスを作成した。その結果、各分子を

S/N比高く検出することが可能となり、PBN内部

での発現細胞の詳細な解析が可能となった。

Cbln2 については内在性分子を検出する抗体

が存在せず、免疫染色法で確実なシグナルを

検出できなかったが、今回作成した HA タグノッ

クインマウスを用いることで、扁桃体中心核だけ

でなく他の脳領域でも両分子の観察が可能となった。ターゲット領域のシナプス内における分

子局在を高解像度で観察した結果、扁桃体中心核および BNST の興奮性シナプスにおいて、

Cbln2、GluD1が強く局在することを見出した。さらに HAタグノックインマウスを GluD1 ノックア

ウトマウスと交配し、Cbln1/2の局在が受容体である GluD1に依存することを確認した（図 1）。 

 

(2) 扁桃体内側核に存在する Cbln2は PBNの軸索末端から分泌される： 

同定された Cbln2 は軸索末端から分泌されると考えられる。その由来となる脳領域を同定する



ため、HA-Cbln2 マウスの扁桃体中心核に逆行性トレーサー

（Retrobeads）を注入し、各脳領域を観察した。その結果、同側

の PBN において HA 陽性の細胞体でトレーサーのシグナル

が検出された（図 2）。この結果は、PBN で産生された Cbln2

が軸索末端から分泌され扁桃体中心核に存在することを示唆

する。この点を明確にするため、Cbln2 を PBN 局所で欠損さ

せ免疫組織化学実験を行うことを計画している。 

 

 

 

 

(3) 侵害受容領域におけるシナプス形成制御：Cbln2の必要性： 

各種ノックアウトマウスを用い、シナプスの形態学的解析と電気生理学的解析を進め、各分子

が PBN-扁桃体中心核間のシナプスの機能制御に必要か、検証を進めた。解剖学的には、還

流固定後の脳切片を用い、興奮性シナプスマーカー（VGLUT2/PSD95）に対する抗体により

染色し、共焦点顕微鏡画像の定量解析を行った。また、シナプスの電気生理学的特性を解析

するためには、PBNにChannelrhodopsinを導入し、扁桃体中心核からWhole-cell patch clamp

法による記録を行った。現在この結果の解析を進めている。 

 

（4）疼痛関連行動における Cbln2の役割： 

痛みの受容反応における Cbln2の必要性を調べるため、Cbln2欠損マウスを用い行動実験を

行った。急性刺激（Foot shock）を与え、生理的反応を惹起する電流の閾値を定量したところ、

Cbln2 欠損マウスではコントロールと比べ変化が認められなかった。この結果から、急性疼痛

反応には Cbln2 は関与しないことが示された。一方で、恐怖条件付け試験を行ったところ、

Cbln2欠損マウスでは音に対する Cued fearが有意に低下していた。Cued fearには扁桃体が

関与することが示されており、Cbln2 は PBN-CeA シナプスの興奮性シナプス機能を制御する

ことで、疼痛の記憶形成に関わることが示唆された。 
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