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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、グルタミン酸受容体(GluR)複合体の分子動態と小脳
皮質シナプス機能制御との関連を明らかにすることである。そのため、シナプスを構成する主
要な細胞で選択的にノックアウトできるシステムを開発した。作製された細胞種特異的ノック
アウトマウスの解析から、プルキンエ細胞の GluR 活性が登上線維及び並行線維の前シナプス機
能を調節している可能性や、バーグマングリアに発現する β-catenin が小脳層構造形成に必須
の役割を果たしている可能性を見出すことができた。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to reveal the relationship between 
molecular dynamics of glutamate receptor complex and regulation of synaptic function in 
cerebellar cortex. We first developed a system for conditional knockout in the cells 
constituting synapses. By analyzing the cell type-selective knockout mice, we found that 
the activity of glutamate receptors in Purkinje cells may regulate the presynaptic 
function at climbing and parallel fiber synapses and that β-catenin expressed in Bergmann 
glia may play an indispensable role in the formation of the laminar structure of 
cerebellum. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 小脳は厳密にプログラムされた回路発
達を経て整然とした神経回路網を構築し、そ
の機能は生体の運動制御に深く関わること
から、小脳皮質シナプスは中枢神経シナプス
機能解析の最も良いモデルの一つである。研
究代表者は Cre-loxP 組換え系を用い、時期

及び部位特異的な（コンディショナル）ノッ
クアウト（KO）マウスを作製、解析すること
でシナプス機能制御機構の分子基盤の解明
を目指している。これまでに小脳皮質におけ
る GluR タンパク動態の解析を行い、NMDA 型
受容体のシナプス局在と複合体安定化には
GluRε サブユニットが必須であることを証明
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した（Abe M. et al., J. Neurosci. (2004) 
24: 7292-304）。 
(2) これらの研究をさらに発展させるため
には脳神経研究に適したC57BL/6 系統の遺伝
子改変マウスの作製法を整備することが必
要不可欠であると考え、研究代表者として科
学研究費（若手研究（B）H19̃H20、C57BL/6
マウスにおけるシナプス機能分子の系統的
遺伝子改変システムの開発）を受け、AMPA 型
グルタミン酸受容体（AMPAR）に着目してコ
ンディショナル KO マウスを作製してきた。 
 
(3) 作製したマウスの 1 系統である、プルキ
ンエ細胞（PC）選択的 GluRα2（GluA2） KO
マウスは、明らかな運動失調症状を呈した。
また、登上線維(CF)-PC 間シナプスの電気生
理学的解析から、CF の前シナプスの機能が低
下し、CF による多重支配が残存している可能
性が示唆された。この結果は AMPAR 活性に依
存した逆行性シグナルを介した前シナプス
機能の調節機構が存在することを示唆する。
PC-GluRα2 KO マウス小脳を生化学的に検索
し、前述の逆行性シグナル分子の同定を最初
の目的とする。並行して、PC シナプスの機能
制御に関連する分子を標的とした KO マウス
を作製し、解析する。PC-GluRα2 KO マウスと
同様に解析して比較することで、PC シナプス
の機能制御の分子機序がより明確になるこ
とが期待された。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は GluR 複合体の分子動態と
小脳皮質シナプス機能制御との関連を明ら
かにすることである。 
 
(1) 小脳プルキンエ細胞シナプスをモデル
として、前シナプス、後シナプス、グリアの
三要素、すなわち小脳顆粒細胞（平行線維
（PF））、下オリーブ核神経細胞（CF）、プル
キンエ細胞（PC）、バーグマングリア（BG）
においてそれぞれで異なった遺伝子発現制
御を行うことのできるシステムを開発する。
シナプスという微細構造中の独立した三部
位におけるタンパクの機能を、それぞれ別個
に、生体内および個体レベルで検証できるこ
とが本研究の独創的な点であり、シナプス機
能制御の分子機構を解明とするために非常
に有用なシステムとなることが期待された。 
 
(2) AMPAR の構成サブユニットを、小脳顆粒
細胞、下オリーブ核神経細胞、PC、BG のそれ
ぞれで選択的に KO したマウスを作製し、生
理機能解析を行うことで、PC シナプスにおい
て GluR 活性依存的にシナプス機能を制御す
る因子を同定し、シナプス機能制御と AMPAR
サブユニット構成の機能的関連を明らかに
する。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞種特異的に発現する遺伝子にノッ
クイン（KI）法を用いて Cre リコンビナーゼ
遺伝子を導入した遺伝子改変マウスを作製
する。PC-Cre 発現マウス、小脳顆粒細胞-Cre
発現マウスについては既に樹立し、Cre 活性
を検証済みであった。Cre 活性を下オリーブ
核細胞、BG に限局させるための候補とした遺
伝子は、下オリーブ核については Htr5b 遺伝
子、BG については Cacng5 遺伝子であり、そ
れぞれ improved Cre (iCre)遺伝子の KI マウ
スを作製する。 
 
(2) 作製した細胞種選択的 KO マウスの解析 
①形態学的解析：GluR の各サブユニットや関
連分子（裏打ちタンパク（MAGUKs）や補助サ
ブユニット（TARPs））、細胞接着関連分子の
発現量、局在について検証する。また、CF に
よるプルキンエ細胞の神経支配の様式や、シ
ナプスの形態、密度、シナプス小胞数などを
調べる。 
②行動学的解析：これら KO マウスの運動機
能を詳細に評価するための行動解析を行う。 
③電気生理学的解析：小脳皮質シナプス機能
（振幅、kinetics、神経伝達物質の放出量等）
の比較や、CF-PC の神経支配の様式を調べる。 
④生化学的解析による逆行性シグナル分子
の検索：小脳から細胞分画法を用いてタンパ
クを抽出し、逆行性シグナル分子の候補とな
るタンパク質をイムノブロット法により定
量化する。良質の抗体が得られない場合や、
対象の分子が未知のものである可能性も考
慮し、2 次元電気泳動を用いたプロテオーム
解析による検索も行う。対照マウス群と KO
マウス群間で発現量、細胞内局在、翻訳後修
飾様式に変化のあった分子が同定された場
合、それを逆行性シグナル分子の候補タンパ
ク質とする。 
 
(3) GluR 複合体を構成するタンパクの一つと
して知られているβ-catenin の細胞種選択的
KO マウスを作製し 、(2)と同様の解析を行う。 
 
(4) 本研究においては多数の遺伝子改変マ
ウスを作製する必要があるため、研究代表者
が開発した技術である、ES 細胞における相同
組換え効率の上昇法を用いてマウスを作製
する。 
 
４．研究成果 
(1) CF シナプスおよび BG 特異的 KO を可能と
するために、Htr5b 遺伝子、Cacng5 遺伝子へ
の Cre の KI マウスを作製した。これら KI マ
ウスのCre 活性については概ね予想通りの活
性を示すことが示唆されたが、Cre 活性や Cre
発現細胞種の特定など更に詳細な検証を行



 

 

ったところ、Cacng5-iCre KI マウスでは BG
以外の細胞でのCre 活性が高いように思われ
た。より BG 選択性の高い Cre マウスを樹立
するため、S100b 遺伝子を標的とした iCre KI
マウスを作製することができた。現在は Cre
活性について検証中である。 

図 1. Htr5b-iCre KI マウスの Cre 活性。下
オリーブ核に青色で示されるCre 活性が検出
された。 

図 2. Cagng5-iCre KI マウスの Cre 活性。BG
の存在する PC 層に Cre 活性が認められるが、
他の領域にも活性が検出された。 
 
(2) PC-GluRα2 KO マウスについて、各種の解
析を行った。 
①形態学的解析により、このマウスでは小脳
分子層において同じ AMPAR を構成する
GluRα3 の発現が著しく減少していることと、
CF による PC の多重支配生じていることが示
された。しかし調べた限りでは他の関連分子
の発現量や局在に関しては変化が無く、シナ
プスの形態等にも異常は見出されなかった。
これらの解析結果は宮崎太輔助教（北海道
大・院・医）の協力により得られたものであ
る。 

図 3. PC-GluRα2 KO マウス小脳の GluRα3 抗
体による免疫染色像。対照マウス（Control）
と比較して、PC-GluRα2 KO マウスでは分子層
（ML）の GluRα3 の発現量が減少していた。 
 
②主に運動能力と運動学習を評価するロー
ターロッドテスト、運動能力と平衡感覚を評
価するバランスビームにより、このマウスで
は運動能力に著しい障害を受けていること
が示された。 

図 4. ローターロッドテストによる歩行運動
能力の評価。PC-GluRα2 (GluA2) KO マウスは
歩行運動障害を示した。 
 
③電気生理学的解析により、このマウスの CF
応答は非常に振幅が小さく強い内向き整流
特性を示すこと、Paired-pulse depression
が起こりやすい傾向、定常的に AMPA 受容体
が desensitize している可能性、CF による
PC の多重支配が若干多い傾向、PF 応答で
Paired-pulse facilitation が起こりやすい
傾向などが示された。これらの解析結果は橋
本浩一准教授（東京大・院・医）（当時）の
協力により得られたものである。 
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図 5. CF-PC シナプスにおいて記録される
EPSC（Excitatory post synaptoc currents）
の特性。（上）PC-GluRα2 KO マウスは Paired 
pulse depression が生じやすく、（下）多重
支配の残存数が多い傾向にあった。 
 
④イムノブロット法を用いた生化学的解析
により、このマウスでは小脳の GluRα3 タン
パクの発現量が減少していることが示され
た。しかし、他の抗体を用いたイムノブロッ
トや 2 次元電気泳動により調べた限りでは、
他の関連分子の発現量に関して変化を見出
すことはできなかった。 
 以上の結果から、GluRα2 と GluRα3 のヘテ
ロ複合体が小脳プルキンエ細胞において主
要なAMPAR を構成して興奮性シナプス伝達を
担っており、この AMPAR 活性は小脳発達と運
動制御に重要な役割を果すことを明らかに
することができた。この活性が逆行性シグナ
ルを介して前シナプスの機能制御を行って
いることが示唆されたが、本研究期間内には
その分子的実態を解明するまでには至らな
かった。 
 これらの成果については 2009 年北米神経
科学会と 2010 年日本神経科学会においてポ
スター発表を行った。 
 
 
 

図 6. イムノブロットによる小脳 GluRα1-3
タンパクの発現量の検証。PC-GluRα2 KO マウ
スの小脳ではホモジネート、PSD 画分におい
てGluRα2と共にGluRα3タンパクも減少して
いた。 
 
(3) Cacng5-iCre KI マウスを用いて、
BG-β-catenin KO マウスを作製した。このマ
ウスは生後2週齢から激しい運動障害を示し、
離乳直後に死亡することが明らかとなった。
離乳直前での小脳を形態学的に解析したと
ころ、小脳全体の萎縮、小葉形成の異常、皮
質層構造の乱れ、BG の形態異常などが観察さ
れた。Cacng5-iCre KI マウスでは PC、小脳
顆粒細胞にも弱く Cre 活性が認められたが、
PC－β-catenin KO マウスおよび小脳顆粒細胞
-β-catenin KO マウスでは異常は見出されな
かったので、Cacng5-iCre KI マウスにより小
脳に現れた表現型はBGに発現するβ-catenin
の欠損が原因であることが強く示唆される。 

図 7. BG-β-catenin KO マウス小脳の GFAP 抗
体による免疫染色像。赤（Propidium Iodido）
で示される顆粒細胞が通常では存在しない
分子層（GFAP の染色（緑）で示される）に存
在し、異常な層構造となっていた。 
 
 ごく最近、Wnt シグナルを介してβ-catenin
の分解を促進する APC が BG の発達に重要で

 

 



 

 

あることが報告された。以上の結果から、BG
におけるWntシグナル-β-catenin経路が正常
な小脳発達、層構造形成に必須の役割を果た
している可能性が見出された。 
 
(4) 多数の遺伝子改変マウス作製のために
開発した技術である、ES 細胞における相同組
換え効率の上昇法については、知的財産とし
て成果を社会へ還元する目的で、本研究期間
中に特許出願を行った（特願 2010-228524）。 
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