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研究成果の概要（和文）：小脳プルキンエ細胞が複雑かつ秩序立った形態の樹状突起を形成する
分子機構を明らかにするために、培養プルキンエ細胞に対して様々な遺伝子の siRNA を単一
細胞エレクトロポレーションを用いて導入し、樹状突起形成への影響を調べた。リアノジン受
容体、CaM kinase、myosin Vaが、それぞれ独自の働き方で樹状突起形成に関与することを
発見した。また、単一細胞エレクトロポレーションを用いた遺伝子強制発現系や、小脳切片と
分散プルキンエ細胞との共培養実験系を確立した。	 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate molecular mechanisms of formation of complex and 
organized dendrites by cerebellar Purkinje cells, we introduced siRNAs of various genes 
into cultured Purkinje cells using single-cell electroporation. We found that ryanodine 
receptor, CaM kinases and myosin Va are involved in dendrite formation of Purkinje cells 
in their own manners. In addition, we established the forced gene expression system using 
single-cell electroporation and the coculture system of a cerebellar slice and dissociated 
Purkinje cells. 
 
交付決定額 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	 計 
２０１０年度 1,500,000	 450,000	 1,950,000	 

２０１１年度 1,000,000	 300,000	 1,300,000	 

２０１２年度 800,000	 240,000	 1,040,000	 

年度 	 	 	 

	 	 年度 	 	 	 

総	 計 3,300,000	 990,000	 4,290,000	 

 
 
研究分野：分子神経生物学 
科研費の分科・細目：脳神経科学、神経解剖学・神経病理学 
キーワード：プルキンエ細胞、樹状突起、小脳、siRNA、単一細胞エレクトロポレーション、 
	 	 	 	 	 	 細胞培養、切片培養、形態形成 
 
１．研究開始当初の背景 
	 小脳のプルキンエ細胞は、脳内で最も複雑
な形態の樹状突起を形成する。その形態は、
単に複雑であるだけでなく、非常に秩序立っ
た構造に形成される。すなわち、一次樹状突
起を特定の方向に伸ばし、それが著しく分枝
し、そのような樹状突起が特定の平面に広が

るという形態をとる。また、最終的にこのよ
うな形態の樹状突起が形成される過程では、
一時的に過剰に形成された樹状突起のうち
で、一部の樹状突起の退縮が起こることも知
ら れ て い る  (e.g., Tanaka et al., J. 
Neurosci., 2003; Neuroscience, 2006)。 
	 プルキンエ細胞樹状突起の形成メカニズ
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ムについては、これまでに様々な研究が行わ
れてきている。特に、顆粒細胞との細胞間相
互作用が重要であり、顆粒細胞から分泌され
るグルタミン酸などの因子によって、複雑な
形態の樹状突起が形成されることが明らか
にされている。グルタミン酸以外にも、神経
栄養因子、ホルモン、蛋白質リン酸化酵素、
オーファン受容体、転写調節因子、微小管重
合調節因子などの様々な分子が、プルキンエ
細胞の樹状突起形成を促進または抑制する
ことが示されている (Tanaka, Neurochem. 
Res., 2009)。 
	 しかし、プルキンエ細胞の樹状突起形成の
特徴である、複雑かつ秩序立った形態形成に
ついては、これまでの研究成果だけでは十分
に説明することができない。その大きな原因
は、関与する分子が多数あり、それらの機能
に重複があるため、単一の分子を解析するだ
けでは不十分であるためと考えられる。そう
したことも一因となって、ノックアウトマウ
スにおいては、補償機構が働いて遺伝子欠損
の効果が現れにくいという問題が生じてし
まうことが多い。また、培養系を用いた in 
vitroの実験では、多くの場合に in vivoのプ
ルキンエ細胞樹状突起の形態的特徴を十分
に解析することができないという問題もあ
った。そのため、このような障壁を克服して、
プルキンエ細胞樹状突起の複雑かつ秩序立
った形態形成のメカニズムを十分に解明す
ることが求められていた。 
 
 
２．研究の目的 
	 上記のようなこれまでの研究の障壁を克
服して、プルキンエ細胞樹状突起の複雑かつ
秩序立った形態形成の分子機構の理解を進
めるために、小脳培養系における単一細胞エ
レクトロポレーションを用いた siRNA 導入
（Tanaka et al., J. Neurosci. Meth., 2009；
田中，バイオイメージング，2010；Tanaka, 
Neuromethods, 2012）という手法を中心に
した研究を行うことを計画した。この手法を
用いれば、複数の siRNA を同一の狙った細
胞に導入するという実験を、簡便かつ低価格
で実現することができる。プルキンエ細胞の
発達過程で標的遺伝子の発現を急に抑制す
るため、ノックアウトマウスの場合のように
個体発生の長い時間の中で補償機構が働い
てしまうということも起こりにくい。この手
法で導入した siRNA の効果が十分に長時間
（少なくとも２週間）持続することも確認し
ている (Tanaka et al., Neurochem. Res., 
2011)。また、遺伝子や siRNAが非常に導入
されづらいプルキンエ細胞に対して簡単に
siRNA を導入できることも大きな長所であ
る。この手法を用いてプルキンエ細胞に対し
て様々な遺伝子の siRNA を導入し、樹状突

起形成への影響を調べた。	 
	 さらに発展させた手法として、in vivoの小
脳の構造が維持された切片培養系における
siRNA導入や、単一細胞エレクトロポレーシ
ョンを用いた外来遺伝子の強制発現を実現
させることを目指した。また、プルキンエ細
胞樹状突起の伸長方向や選択・淘汰に関わる
分子機構を解析するために、小脳切片と分散
プルキンエ細胞との共培養実験系を確立し
て応用することを目指した。	 
 
 
３．研究の方法 
(1)	 小脳細胞培養系または切片培養系にお
ける単一細胞エレクトロポレーションを用
いた siRNA導入	 
	 小 脳 細 胞 培 養 系 	 (Tanaka et al., 
Neuroscience, 2006) または切片培養系
（Tanaka et al., Brain Res., 1994；田中，神
経化学，2001）中のプルキンエ細胞に対して、
樹状突起形成に関与すると予想される遺伝
子の siRNA を単一細胞エレクトロポレーシ
ョン（Tanaka et al., J. Neurosci. Meth., 
2009；田中，バイオイメージング，2010；
Tanaka, Neuromethods, 2012）を用いて導
入した。siRNAと蛍光色素を入れたガラス微
小電極を、パッチクランプの要領で狙った細
胞に当てて加電し、siRNAと蛍光色素を細胞
内に導入する。単一遺伝子の発現抑制だけで
なく、関連して働くことが予想される複数の
遺伝子を同時に発現抑制する実験も行った。
数日から 10 日間程度培養した後に、固定、
染色し、プルキンエ細胞樹状突起の形態を調
べた。	 
 
(2)	 小脳細胞培養系における単一細胞エレ
クトロポレーションを用いた発現プラスミ
ド導入	 
	 小脳細胞培養系中のプルキンエ細胞に対
して、単一細胞エレクトロポレーションを用
いてGFP遺伝子の発現プラスミドを導入し、
GFPの発現を調べた。電極作成に用いるガラ
ス管の内径、プラスミドの濃度や形状、印加
電圧を変化させて、遺伝子強制発現に最適な
実験条件を検討した。	 
	 
(3)	 小脳切片と分散プルキンエ細胞との共
培養実験系	 
	 野生型マウス由来の小脳切片の上から、
GAD67-GFP マウス	 (Tamamaki et al., J. 
Comp. Neurol., 2003) 由来の分散プルキン
エ細胞をかけて培養し、GFP陽性プルキンエ
細胞の生着や樹状突起について調べた。分散
プルキンエ細胞の濃度や、培養に用いる培地
について検討し、最適な方法を確立した。	 
	 
	 



４．研究成果	 
(1)	 小脳細胞培養系中のプルキンエ細胞に
対して、樹状突起形成に関与すると予想され
る様々な遺伝子（細胞内カルシウム放出チャ
ネル、シグナル伝達分子のアダプター蛋白質、
蛋白質リン酸化酵素、蛋白質脱リン酸化酵素
調節因子、輸送蛋白質、開口放出調節因子、
細胞骨格蛋白質）の siRNA を単一細胞エレ
クトロポレーションを用いて導入し、樹状突
起形成への影響を調べた。その結果、以下の
ような遺伝子が樹状突起形成に関与するこ
とが明らかになった。	 
①	 細胞骨格蛋白質であるβ-actinの発現抑制
によって樹状突起の伸長や分枝が抑制され
ることを確認した。	 
②	 細胞内カルシウム放出チャネルであるリ
アノジン受容体１型の発現抑制によって樹
状突起の分枝が抑制された。	 
③	 蛋白質リン酸化酵素である CaM kinase 
IIα, II β, IVについて、それぞれ単一遺伝子
の発現抑制では影響が見られなかったが、３
遺伝子の同時発現抑制によって樹状突起の
分枝が抑制された。これら３種類の CaM 
kinase が樹状突起形成において共通の役割
を果たしていることが示唆された。	 
④	 輸送蛋白質 myosin Vaの発現抑制によっ
て、樹状突起の形態には影響が見られなかっ
たが、IP3 受容体がスパインに分布しなくな
るという異常が見られた	 (Miyata et al., J. 
Neurosci., 2011)。	 
	 
(2)	 小脳においてリアノジン受容体は、プル
キンエ細胞で主として１型が、顆粒細胞で２
型が発現している。小脳細胞培養系において
顆粒細胞に発現するリアノジン受容体２型
を発現抑制することによっても、プルキンエ
細胞樹状突起の分枝が抑制された。これによ
って、プルキンエ細胞だけでなく顆粒細胞で
発現しているリアノジン受容体にも樹状突
起形成を促進する効果があることが明らか
になった。顆粒細胞においてリアノジン受容
体２型依存的に放出されてプルキンエ細胞
の樹状突起形成を促進する分子として、
BDNFを同定した。	 
	 
(3)	 小脳切片培養系中のプルキンエ細胞に
対する単一細胞エレクトロポレーションを
用いた siRNA 導入を試みたが、導入成功例
が非常に少なく、遺伝子発現抑制効果を確認
するには至らなかった。	 
	 
(4)	 小脳細胞培養系中のプルキンエ細胞に
対する単一細胞エレクトロポレーションを
用いた発現プラスミド導入条件の最適化を
行い、この方法による外来遺伝子 (GFP) の
強制発現に成功した。今後、この実験系も樹
状突起形成の分子機構解析に利用できるこ

とが期待される。	 
	 
(5)	 プルキンエ細胞樹状突起の伸長方向や
選択・淘汰の分子機構解析のための小脳切片
と分散プルキンエ細胞との共培養実験系を
確立した。この実験系を用いて、プルキンエ
細胞の一次樹状突起が小脳皮質の層構造に
対して垂直方向に伸長する傾向があること
を見出した。	 
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