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研究成果の概要（和文）：単一バスケット細胞（ニューロンの一種）を可視化できるマウスおよ

びクラスター型プロトカドヘリン欠損マウスを世界に先駆けて作製・解析した。その結果、プ

ロトカドヘリン a&b 二重欠損マウスは運動障害様の異常を認めた。本研究により、神経結合に

おける個々のニューロン識別への Pcdh の関与が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：We have generated transgenic mice that genetically label individual 
cerebellar GABAergic neurons with red fluorescence. Moreover, several lines of clustered 
Pcdhs deficient mice have been generated and the Pcdh-a&b deficient mice showed motor 
abnormalities. These experiments support our hypothesis that protocadherins provide 
molecular codes for neuronal individuality in neural circuit formation.  
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研究分野：神経発生・再生 

科研費の分科・細目：脳神経科学・神経科学一般 

キーワード：(1)神経発生  (2)   多様性 (3) 神経回路 (4) バスケット細胞 (5) プロトカド

ヘリン       (6)   GABA ニューロン (7)   小脳  (8) 遺伝子改変マウス     

 

 
１．研究開始当初の背景 

国内・国外の研究動向及び位置づけ：個々の

ニューロンは識別されている 

 ニューロンは適切なパートナーを識別し

て結合する。例えば、小脳皮質にある抑制性

ニューロンの一種、バスケット細胞は周囲に

存在する多様な細胞群(ステレイト細胞、顆

粒細胞、バーグマングリア、プルキンエ細胞)

の中からプルキンエ細胞のみと結合する。さ

らに、１つのバスケット細胞は平均 8個のプ

ルキンエ細胞のみと結合する（注：ヒト小脳

には、プルキンエ細胞は約 1400 万個存在す

る）。”細胞種”の識別においては、接着分

子 L1CAM が関わる。一方、”個々のプルキン

エ細胞”を識別する機構はほとんど解明さ

れていない。 



２．研究の目的  大脳皮質や網膜においても、個々のニュー

ロンを識別した神経結合が観察される。した

がって、個々のニューロン識別メカニズムの

解明は、神経結合の制御機構を知る上で重要

である。 

着想に至った経緯 

 最近、外国のグループが血球系培養細胞の

強制発現系を用いて、同一の Pcdh 間でのホ

モフィリック結合を報告した。以上を踏まえ

「同一の Pcdh を発現するニューロン同士が

神経結合する」との仮説を立てた。本仮説を

証明するためには以下の２点を明らかにす

る必要がある。 

 

これまでの成果：ニューロンごとに異なる

Pcdh 発現パターン 

 個々のニューロンはどのように識別され

るのだろうか？。申請者らは、この過程にも

接着分子が関わると考えた。特に、個々のニ

ューロンごとで発現が異なる接着分子の関

与を想定した。そこで、クラスター型プロト

カドヘリン(Pcdh)に着目した。Pcdh は脳神経

系で発現する接着分子群である。マウスでは

58 種類の互いに異なった Pcdh 遺伝子(α、β、

γ)が同一染色体上にクラスターを作ってい

る(図 1a)(Kohmura et al, Neuron, 1998; Wu 

et al, Cell, 1999)。 

 申請者らは、マウス小脳の単一プルキンエ

細胞を用いたsingle-cell RT-PCR法を開発し

た(Esumi, Kaneko et al, Nature Protocols, 
2006)。これを用いて、Pcdh-αおよび-γの

発現を調べた結果、個々のプルキンエ細胞に

おいてPcdh-α、-γそれぞれが細胞ごとに異

なった組み合わせでランダムに発現してい

た(Kaneko et al, JBC, 2006)。Pcdh-βも同

様の発現パターンであった(図１b)。これら

Pcdhの組み合わせは、理論上 2500 万以上の

多様性をもたらす。さらに、大脳皮質や海馬

の錐体ニューロン、背根神経節や三叉神経節

のニューロンにおいても、個々のニューロン

ごとに異なるPcdhが発現していた(Hirano, 

Kaneko et al, in preparation)。 

(i) Pcdh 欠損により神経結合が異常にな

るか？ 

(ii)神経結合するニューロン間における 

  Pcdh 発現は同一か？  
 

 本研究では、上記(i)を検討する。 

 

研究期間内の目的 

研究期間内に、「Pcdh 欠損により神経結合が

異常になるか？」を明らかにする。そのため、

以下３課題を行なう。 

a) 個々のバスケット細胞の神経結合を可

視化できる遺伝子改変マウスの開発 

b) Pcdh 欠損マウスの作製 

c) Pcdh 欠損マウスにおけるバスケット細

胞神経結合の解析（課題 aのマウスを利用

する） 

 これらにより、個々のニューロン識別メカ

ニズムへの Pcdh の関与を調べることを目的

とした（図２）。 

 
 
３．研究の方法 

仮説「同一の Pcdh を発現するニューロン同

士が神経結合する」を証明するためには以下

の２点を明らかにする必要がある。 

(i) Pcdh 欠損により神経結合が異常にな

るか？ 

(ii)神経結合するニューロン間における  以上の結果は、Pcdhが個々のニューロンを

識別する分子基盤となる可能性を示唆して

いる。 

  Pcdh 発現は同一か？  
 

 本研究では、バスケット細胞—プルキンエ

細胞間の神経結合をモデル解析系とし、上記

(i)を検討する。本解析系の利点は➀神経結

 
 
 



合の同定が容易、➁Pcdh 発現解析が進んでい

る、➂両ニューロン共に Pcdh を発現してい

る、の３点である。 

 上述の仮説によれば、Pcdh欠損によって、

個々のバスケット細胞が神経結合するプル

キンエ細胞の数や配置が異常になると予想

される。このような解析の際には、一般的に

はゴルジ染色法が使われる。しかし本方法に

は運任せの部分があるため効率が悪く、多重

染色も困難である。 

 本研究では、ごくわずかのバスケット細胞

で蛍光タンパク質を発現するマウスを作製

する。本マウスでは、蛍光シグナルによって

個々のバスケット細胞の神経結合を効率よ

く可視化でき、多重染色も可能である。本マ

ウスを用いて、Pcdh 欠損による神経結合への

影響を解析する。 

 さらに、Pcdh 欠損マウスの個体レベルでの
表現型も調べる。 
 
４．研究成果 

a)個々のバスケット細胞の神経結合を可視

化できる遺伝子改変マウスの開発 

 目的は「個々のバスケット細胞の神経結

合を効率良く可視化する方法」の確立であ

る。そのため、ごくわずかのバスケット細

胞で蛍光タンパク質を発現するトランスジ

ェニック(Tg)マウスを作製する(図３)。実

験には、以下２系統のマウスを作製・交配

した、二重 Tg マウスを用いた。 

 

[１系統目] バスケット細胞特異的な CreER

発現マウス 

 バスケット細胞特異的に発現する遺伝子

Galntl4プロモーターの制御下でDNA組換え

酵素 CreER を発現するマウスを作製した。

Galntl4 の BAC プラスミド(#RP23-199G5)を

利用した Tg マウスを作製した。In situ ハ

イブリダイゼーションにより、バスケット

細胞優先的な Cre 発現する系統の確立を確

認した。本マウスでは、薬剤(タモキシフェ

ン)投与によってDNA組換え頻度を制御でき

る。 

[2 系統目] Cre 依存的な蛍光タンパク質発

現マウス 

 Cre 活性依存的に蛍光タンパク質を発現

する、VGAT-stop-tdTomato マウスを作製し

た。。具体的には、小胞型 GABA トランスポ

ーター遺伝子(VGAT)プロモーターBAC プラ

スミド(#160L22)へ tdTomato 遺伝子を挿入

した。tdTomato (アメリカ・Tsien 教授より

供与)は現在最も明るい赤色蛍光タンパク

質である。本改変 BAC を用いて Tg マウスを

作製した。その結果、抑制性ニューロンを

特異的に赤色蛍光標識できるマウスの作製

に成功した。 

 

 現在までの予備的検討により、上記２系

統を交配した二重 Tg マウス（胎生 19.5 日

齢）に薬剤(タモキシフェン)投与すること

で、個々のバスケット細胞の神経結合を可

視化できている。今後はさらに綿密な条件

検討を進めることで、効率の良い解析が可

能となる。 

 個々のバスケット細胞の神経結合を可視

化できる遺伝子改変マウスは、これまでに

報告は無く世界初の成果である。 

 

b)Pcdh 欠損マウスの作製 

 下記３系統のPcdh欠損マウスを世界に先

駆けて作製成功した(図４) (大阪大学・八

木健教授との共同研究)。 

  b-1) Pcdh-α欠損マウス 

  b-2) Pcdh-β欠損マウス 

  b-3) Pcdh-α&Pcdh-β二重欠損マウス 

 いずれのマウスも生存・成長に異常は見

られず、繁殖も通常通り可能であった。 

 

 しかし、興味深いことに、Pcdh-α&Pcdh-

β二重欠損マウスでは軽微な運動障害が観



察された。運動制御における小脳の関与を踏

まえると、本観察結果は課題(i)「Pcdh 欠損

により神経結合が異常になるか？」を肯定す

る結果である。 

 

 以上に記した本研究の成果は以下２つに

まとめられる。 

（1）個々のバスケット細胞の神経結合を効

率良く可視化する方法を確立できた。 

（2）Pcdh 欠損マウスを作製し、運動障害を

認めた。 

 

 本研究により、Pcdh 欠損により神経結合が

異常になることが示唆された。したがって、

今後、今回の成果を元にして研究を進めるこ

とで、神経結合における個々のニューロン識

別メカニズムの解明が期待できる。 
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