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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は小脳神経回路における記憶誘導の処理、統合機構と活動依存的な神経回路成
熟化機構を明らかにする事である。神経回路の伝達を可逆的、特異的に遮断するreversible neurotransmission block
ing (RNB)法を開発し、条件付瞬目反射と視運動性眼球反射の小脳記憶の素過程において共通性と神経回路による制御
機構の違いがあること、また小脳顆粒細胞の成熟化を制御するシグナル伝達系とマスター転写因子の同定と協調的な内
的及び外的因子による成熟化のシグナル制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This project is directed to explore how motor learning is acquired, expressed and 
stored in the cerebellar network and how the functional cerebellar network is organized during 
development in an activity-dependent manner. The studies using a novel, pathway-specific 
neurotransmission blocking technique disclosed that two forms of motor learning, eyeblink conditioning 
and optokinetic reflex, are induced by distinct circuit-dependent neural plasticity. The studies also 
identified the key signaling mechanism and the master transcription factor responsible for cerebellar 
maturation and demonstrated that the cerebellar maturation is controlled by convergence of the 
activity-dependent and extracellular signaling mechanisms.

研究分野：総合領域
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１．研究開始当初の背景 
小脳神経回路は協調運動のみならず条件付
け瞬目反射(eyeblink conditioning)や視運動
性眼球反射(optokineic reflex;OKR)の運動記
憶を制御する脳部位である。また本回路の形
成は発達期の活動依存的な調節が重要な役
割を果たしている。小脳神経回路に関しては
数多くの研究がなされているが、小脳運動記
憶の伝達制御と小脳神経回路の成熟機構は
多くが不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は独自に開発した可逆的神経
伝達阻止法 (reversible neurotransmission 
blocking: RNB法)や in vivo顕微内視鏡、さ
らに分子生物学、組織培養等種々の手法を用
いて小脳運動記憶の獲得、維持、発現等の素
過程の機構と小脳神経回路形成の成熟化機
構の解析を進め、脳情報の処理と統合の制御
機構及び活動依存的な機能的神経回路の形
成機構を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
独自に開発した特定の神経伝達を遮断する
RNB法、in vivo 顕微内視鏡 (図１)、分子
生物学的手法を用いて小脳運動記憶誘導の

各素過程の機構を解析し、さらに顆粒細胞単
離培養、器官培養、発達期の小脳を分子生物
学、Ca2+及び FRETイメージング等の手法を
用い活動依存的な小脳顆粒細胞の成熟化機
構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1）小脳運動記憶の機構 
  小脳は条件付け瞬目反射  (eyeblink 
conditioning), 視運動性反射 (OKR)などの
運動記憶を制御する脳部位である。小脳記憶
は条件付け刺激と無条件刺激が小脳の苔状
線維と登上線維によってそれぞれプルキン
エ細胞と小脳深部核 (eyeblink) 或いは前庭
核 (OKR)の２つの神経回路に伝達されるこ
とによって誘導される(図 2)。しかしこの 2
つの神経回路が小脳記憶の素過程にどのよ
うにかかわっているのか不明であった。我々
は上記 RNB 法を用いて顆粒細胞からプルキ
ンエ細胞への伝達を特異的・可逆的に遮断す
ることによって条件付瞬目反射の運動記憶

においては小脳深部核が記憶の獲得、維持に
必須の役割を果たしていることを示した。一
方 OKR 記憶においては記憶の獲得に前庭核
が必要であるが、一旦記憶が誘導されると記
憶情報は前庭核に保持されプルキンエ細胞
への入力がなくとも視運動性刺激によって 
OKR記憶が誘導されることを明らかにした。
この成果は小脳記憶の一連のプロセスが異

なった神経回路の統合的な神経可塑性によ
って制御されていること、さらに条件付け瞬
目反射と OKR の運動記憶の素過程にかかわ
る機構は一部異なるものであるという全く
新しい事実を明らかにした。一方 in vivoの
小脳細胞の活動を Ca2+イメージング法及び
FRET法と in vivo顕微内視鏡法を組み合わ
せて測定できる手法を開発し視運動性刺激
によって誘発される特徴的な小脳顆粒細胞
の活動パターンを明らかにすることに成功
した。 
 
(2)小脳神経回路の成熟機構 
小脳皮質の主要な神経回路は苔状線維—顆粒
細胞—平行線維—プルキンエ細胞からなる。小
脳顆粒細胞は生後の発達期に外顆粒細胞層
で増殖、分化し、内顆粒層に移動して成熟し
シナプスを形成する。小脳の顆粒細胞は他の
神経細胞の成熟と同様に発達に伴って顕著
な膜電位の変化を示し、未成熟な顆粒細胞の
脱分極の状態から成熟細胞の非脱分極の状

 

図１ in vivo 顕微内視鏡 

図 2   OKRの小脳神経回路 

 

 
図３ 小脳顆粒細胞の成熟機構 

図２ OKR の小脳神経回路 



態に移行する。我々は小脳器官培養と顆粒細
胞培養系を用いて生体と同様、未成熟顆粒細
胞は成熟するに伴い静止膜電位が脱分極か
ら非脱分極に移行すること、脱分極から非脱
分極の移行に伴い細胞内の Ca2+シグナル系
が変化し、未成熟な顆粒細胞では Ca2+がカル
シニュ−リン脱リン酸化酵素(CaN)を活性化
し、細胞の分裂、分化、移動にかかわる種々
の蛋白を誘導することを明らかにした。また
我々は単離培養細胞、器官培養及び発達期の
小脳 in vivo 解析を進め、非脱分極は恒常的
な(tonic)細胞外 Ca2+の流入を抑え、CaNを
不活性化し、苔状線維と顆粒細胞の機能的シ
ナプス伝達に関わる少なくとも 20 種類の一
連の成熟遺伝子を誘導する事、逆に少なくと
も 10 種類の未成熟遺伝子発現が抑制される
事を明らかにした。更に我々は顆粒細胞の非
脱分極化がグルタミン酸伝達物質に対する 
AMPA型及びNMDA型の受容体の応答性を
高め、 Na+ チャンネル、引き続き Ca2+チャ
ンネルを活性化し、この結果 oscillatory な
Ca2+の流入が誘発され、この一連の共通の機
構が上記の成熟遺伝子の誘導と未成熟遺伝
子の抑制を制御している事を明らかにした。
更にこの発現機構において、転写因子 Ets 
familyに属する Etv1がマスター制御転写因
子として成熟遺伝子の誘導と未成熟遺伝子
の抑制を制御しているという事実を明らか
にした（図 3）。一方成熟遺伝子の発現には
BDNF が細胞外発現誘導因子として働く。
我々は BDNFが Erkシグナル系を活性化し
Erk による Etv1 の燐酸化が成熟遺伝子の誘
導に必須であることを明らかにした。本研究
成果は神経細胞の成熟という最終分化プロ
グラムにおいて活性依存的な機構と細胞外
シグナル機構が収斂し制御するという全く
新しい機構を提示したものである。 
  
(3)RNB法の新たな展開と運動制御機構 
 我々は小脳と同様運動制御に重要な役
割を果たす大脳基底核の伝達制御の解析
に RNB 法を適用し運動制御及び行動選
択に関して全く新しい機構を明らかにし
た。大脳基底核の線条体、側座核の出力
は直接路と間接路の２つの経路で伝達さ
れ,両経路はドーパミンによって制御を
受けパーキンソン病ではドーパミンが枯
渇し運動失調をきたす。我々は RNB 法
を用いて直接路と間接路の伝達を選択的
に阻害し、急性期のコカイン投与による
運動亢進は両経路が関与すること、一方
コカインの連続投与の結果起こるドーパ
ミンの持続的な上昇は直接路を選択的に
活性化し運動亢進をもたらすこと、さら
に報酬行動と忌避行動は直接路の D1 受
容体と間接路の D2 受容体を介したドー
パミン受容体の選択的な作用がそれぞれ
の行動を制御しているという大脳基底核
の新たな伝達制御の機構を明らかにした。 
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