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研究成果の概要（和文）：小脳神経回路を構成する顆粒細胞・プルキンエ細胞・投射神経・下オリーブ核ニューロン特
異的に転写活性化因子Gal4を発現するトランスジェニックゼブラフィッシュ系統を単離し、ゼブラフィッシュ小脳神経
回路の解剖学的・発生学的解析を行った。また、顆粒細胞の軸索走行に異常を示す変異体の責任遺伝子をcollagen4a6
と同定し、IV型コラーゲンが基底膜の構造を保つことで軸索走行を制御していることを見出した。失調性遊泳異常を示
すメダカ変異体roの原因遺伝子としてcontactin1bを同定した。小脳神経回路特異的Tg系統からFACSで小脳神経回路ニ
ューロンを単離し、トランスクリプトーム解析を行った。

研究成果の概要（英文）：We isolated transgenic zebrafish lines that express a modified version of Gal4 in 
the cerebellar neural circuits: granule, Purkinje, eurydendroid cells, Bergmann glia, and or the neurons 
in the inferior olive nuclei. Using these lines, we investigated the anatomy and developmental processes 
of the cerebellar neural circuitry. Identification of the locus of the zebrafish mutant shiomaneki, which 
displays aberrant axons of granule cells, revealed that type IV collagen controls the formation of 
granule cell axons by regulating the integrity of the basement membrane. Analysis of the medaka mutant 
ro, which shows abnormal swimming behavior, revealed that Contactin1 plays a conserved role in the 
formation and/or function of the neural network involved in motor coordination. We carried out 
transcriptome analysis of cerebellar neurons to identify molecules controlling the cerebellar neural 
circuit formation.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 小脳は、円滑な運動を制御する中枢神経
領域であるが、近年認識・感情・学習など
の高度な神経活動に関与することが知られ
るようになった。小脳の異常は運動失調だ
けでなく、自閉症などの精神疾患にもつな
がることが報告されており、小脳神経回路
形成の理解は、高次神経活動のメカニズム
の解明につながると考えられる。 
 小脳の高次神経活動を制御するのが、脊椎
動物で保存された小脳構造と神経回路であ
る（図１）。小脳ニューロンである顆粒細胞
とプルキンエ細胞は、小脳外から二種類の入
力信号を受ける。一つは、中枢神経の様々な
領域に存在する小脳前核から顆粒細胞への
入力線維（苔状線維）であり、苔状線維の情
報は顆粒細胞軸索を介してプルキンエ細胞
の樹状突起に伝えられる。もう一つの入力線
維は、脳幹部に位置する下オリーブ核からの
登上線維であり、直接プルキンエ細胞に信号
が伝えられる。この二つの入力情報はプルキ
ンエ細胞で統合され、投射ニューロン（哺乳
類では小脳核、魚類では eurydendroid 細胞）
を介して小脳外へ出力されることで、複雑な
神経活動を制御している。小脳神経回路の構
造には以下のような解剖学的特徴がある。 
（１）特定の下オリーブ核ニューロンは、特
定のプルキンエ細胞と一対一の関係で登上
線維を投射する。 
（２）プルキンエ細胞は、複雑な樹状突起を
有しており、多数の顆粒細胞の軸索から信号
を受け取る。 
（３）顆粒細胞の軸索は平行に走行し（平行
線維）、一つの顆粒細胞の軸索が、多数のプ
ルキンエ細胞樹状突起とシナプスを作り、信
号を伝達する構造をとっている。 
 これらの特徴は小脳の神経活動に必要で
あると考えられているが、その神経回路形成
過程および形成の分子機構は明らかでなか
った。これまでの申請者らの研究から、ゼブ
ラフィッシュ顆粒細胞の軸索異常を示す変
異体 shiomanekiおよび小脳失調様の行動異常
を示すメダカ変異体 ro の責任遺伝子の候補
として、それぞれ基底膜構成要素 IV 型コラ
ーゲンおよび膜タンパク質 Contactin1の遺伝
子が上がっているが、これら分子の小脳神経
回路形成および機能における詳細な役割は
明らかでなかった。 
 
２．研究の目的 
（１）小脳神経回路形成過程の解明 
蛍光タンパク質を用いて小脳神経回路、特に
登上線維、顆粒細胞軸索、プルキンエ細胞の
樹状突起を可視化し、in vivoでの回路形成過
程を明らかにする。 
（２）小脳神経回路形成を制御する分子メカ
ニズムの解明 
①基底膜依存性の顆粒細胞の軸索形成のメ
カニズムを明らかにする。 
②Contactin1による神経回路形成機構およ

び神経回路機能における役割を解明する。 
③小脳神経回路を構成するニューロンに特
異的に発現する遺伝子を探索し、小脳神経回
路形成に関与する分子の候補を見出す。 
 
３．研究の方法 
（１）小脳神経回路形成過程の解析 
①小脳神経回路ニューロンに特異的に改変
型 Gal4を発現するトランスジェニック（Tg）
ゼブラフィッシュ系統の確立：酵母の転写因
子Gal4のDNA結合ドメインと単純ヘルペス
ウイルスの VP16 タンパク質の転写活性化コ
アドメインをつなげた融合タンパク質
Gal4FF をコードする遺伝子と Tol2 トランス
ポゾンを用いて、遺伝子・エンハンサートラ
ップスクリーニングを行い、Gal4依存性にレ
ポーター遺伝子（UAS:GFP）が小脳神経回路
に発現する Gal4系統を単離した。また、プル
キンエ細胞特異的遺伝子 aldolase Ca（aldoca）
の上流 5 kbpのプロモーターを用いてGal4FF
または膜型蛍光タンパク質（GAP-Venus、
GAP-mCherry）をプルキンエ細胞で発現する
Tg系統を確立した。 
②小脳神経回路の解剖学的解析：上記の Gal4
系統と、レポーター系統（UAS:GFP、
UAS:Kaede）と交配し作製した仔魚および成
魚を用いて、神経回路の解剖学的解析を行っ
た。さらに Gal4依存性に神経トレーサーであ
る WGA（経シナプス性に運搬される）を発
現する UAS:AcGFP-P2A-WGA 系統と交配す
ることで、小脳神経回路の構造を解析した。 
③小脳神経回路形成過程のライブイメージ
ング解析：顆粒細胞特異的 Gal4系統とレポー
ター系統 UAS:GFP、UAS:Kaedeを交配させ得
られた仔魚を用いて、顆粒細胞の軸索形成過
程のライブイメージングを行った。 
（２）小脳神経回路形成を制御する分子メカ
ニズムの解析 
①基底膜依存性顆粒細胞軸索形成機構 
顆粒細胞軸索形成に異常を示す変異体
shiomaneki の責任遺伝子および表現型の詳細
な解析を行った。顆粒細胞軸索形成と基底膜
との関係を免疫組織染色および電子顕微鏡
により解析した。 
②Contactin1 を介した神経回路形成機構の解
析：メダカ ro変異体の責任遺伝子を確認する
ため、責任候補遺伝子 contactin1b を
CRISPR/Cas9法でノックアウトし、同じ表現
型になること、roの変異を相補できないこと
を確認した。さらに解析ツールがそろってい
るゼブラフィッシュの contactin1a, 1bの遺伝
子を、TALEN法を用いてノックアウトし、変
異体の表現型解析を行った。 
③小脳神経回路を構成するニューロンに特
異的に発現する遺伝子の探索：（１）①で単
離・作製したゼブラフィッシュTg系統から、
蛍光タンパク発現細胞を FACS（fluorescence 
activated cell sorting）で単離し、RNAを回収
後、RNA sequencingを行った。 
 



４．研究成果 
（１）小脳神経回路形成過程の解明 
①小脳神経回路ニューロンに特異的に改変
型 Gal4を発現するゼブラフィッシュ Tg系統
の確立：顆粒細胞・プルキンエ細胞・投射ニ
ューロン（eurydendroid細胞）、下オリーブ核
ニューロンおよび Bergmann グリア細胞に特
異的に改変型 Gal4 を発現する系統を単離し
た。プルキンエ細胞に関しては、膜型 Venus
および膜型 mCherry を発現する Tg 系統も合
わせて作製した（図１）。 

 
図１ゼブラフィッシュ小脳と小脳神経回路を標識
するトランスジェニックフィッシュ。 （A）ゼ
ブラフィッシュ小脳神経回路の模式図。（B）ゼブ
ラフィッシュ小脳領域の背側像模式図。顆粒細胞
特異的Gal4系統（C）、eurydendroid細胞特異的Gal4 
系統（D）、プルキンエ細胞特異的 GAP-Venus系統
（E）、下オリーブ核特異的 Gal4系統（F）。 
 
②小脳神経回路の解剖学的解析：eurydendroid
細胞の軸索は、小脳を出た後腹側で交差し、
少なくとも一部は反対側の中脳被蓋に投射
することを見出した。下オリーブ核からの登
上線維は、正中線で交差したのち、反対側の
小脳のプルキンエ細胞に投射していること
を見出した。顆粒細胞のWGAを発現させる
と、標的細胞であるプルキンエ細胞・
eurydendroid 細胞、またプルキンエ細胞の入
力細胞である下オリーブ核にもWGAが検出
されたことから、顆粒細胞とプルキンエ細
胞・eurydendroid 細胞・下オリーブ核ニュー
ロンの直接的・間接的接続を確認することが
できた。 
③小脳神経回路形成過程のライブイメージ
ング解析：小脳体の顆粒細胞の細胞体は、分
化直後表層でランダムに動く。その後、顆粒
細胞は軸索（平行線維）を形成するとともに、
細胞体を腹側に移動することを観察した。平
行線維をレーザーで切断すると、腹側への細
胞体の移動が阻害されたことから、軸索形成
と細胞体の移動は連動していることが明ら
かとなった。また、顆粒細胞特異的 Gal4 系
統に、モザイク UAS:Kaedeレポーター系統と
交配、または Tol1トランスポゾンを用いてレ

ポーター遺伝子をモザイクに発現させるこ
とで、詳細な顆粒細胞の構造を解析できた。
典型的なゼブラフィッシュの小脳体の顆粒
細胞は、二本の樹状突起を有しており、T 字
型の軸索（平行線維）を形成しプルキンエ細
胞に投射する（図２）。一方、外側の顆粒細
胞（顆粒隆起）も T字型の軸索を持つが、同
側性と反対側の背側後脳に存在する Crest 細
胞に投射する。尾側の顆粒細胞（尾葉）の軸
索は、同側の Crest 細胞にしか投射しないこ
とが明らかとなった。外側および尾側の顆粒
細胞は、小脳内ではプルキンエ細胞にも投射
していることなど、顆粒細胞の細胞体と軸索
形態の詳細な関係を明らかにした。 

 

図２顆粒細胞特異的 Gal4 系統とモザイク
UAS:Kaede レポーター系統交配による顆粒細胞軸
索構造の解析。 受精後３日目の仔魚の小脳領域
背側像（A-C）。顆粒細胞の細胞体にレーザーを照
射し標識。1細胞体（A）、3細胞体（B）、4細胞体
（C）を標識。変換した Kaede のイメージ：背側
像（D）、横断面像（E）。 
 
（２）小脳神経回路形成を制御する分子メカ
ニズムの解析： 
①基底膜依存性顆粒細胞軸索形成機構：
shiomaneki 変異体においては、外側および尾
側の顆粒細胞の、背側後脳の Crest 細胞への
軸索投射に異常を示す（図３）。ポジショナ
ルクローニングにより、shiomaneki 変異体の
責任遺伝子を IV 型コラーゲン遺伝子
collagen4a6と同定した。 

 

図３IV 型コラーゲン遺伝子 collagen4a6 は顆粒細
胞軸索形成に必要である。（A-D）野生型（WT）
と shiomaneki 変異体（siork18/rk18）の受精後 5 日目
の仔魚を、顆粒細胞の軸索マーカーである Vglut1
抗体で染色したもの（小脳背側像）。（E, F）小脳顆
粒細胞を顆粒細胞特異的 Gal4 系統で可視化した
像。（G）野生型と shiomaneki変異体の顆粒細胞軸
索走行の模式図。 



 ヒトにおいては Collagen4a6と Collagen4a5
は、三量体を形成し基底膜の重要な構成要素
として機能することが知られている。ゼブラ
フィッシュの collagen4a6 および collagen4a5
遺伝子は、脳を囲む上皮細胞に発現しており、
Collagen4a6と Collagen4a5は脳を囲む基底膜
に存在すると考えられた。これまで、ゼブラ
フィッシュの collagen4a5の変異体では、網膜
神経節細胞の軸索走行に異常を示すことが
報告されていたが、collagen4a5おおよび 4a6
の変異体（shionameki 変異体）は、網膜神経
節細胞および小脳顆粒細胞の両方の軸索走
行に異常を示すことから、Collagen4a5と 4a6
の三量体が、２種類のニューロンの軸索形成
に関与していると考えられた。IV型コラーゲ
ンは、軸索ガイダンス分子 Slitと結合し、そ
の濃度勾配を制御することで、軸索走行を制
御していることが報告されていたが、Slit を
過剰発現させても、小脳顆粒細胞の軸索走行
に影響を与えなかった。さらに、IV型コラー
ゲン変異体では顆粒細胞および網膜神経節
細胞の軸索異常は、基底膜の異常と関連して
いることが見出された（図４）。また、仔魚
の顆粒細胞軸索は、レーザーの切断後に再生
するが、collagen4a6変異体は元の軸索と、再
生軸索が類似の軸索走行異常を示した。以上
の結果は、IV型コラーゲンは、基底膜の構造
を安定化させることで、顆粒細胞の軸索を制
御しており、基底膜が標的への軸索の通り道
を提供していると考えられた。 

 
図４collagen4a6変異体において基底膜異常と顆粒
細胞軸索走行異常は連動している。（A-H）野生型
および collagen4a6 変異体の、基底膜を Laminin-1
抗体で、顆粒細胞軸索を顆粒細胞特異的 Gal4系統
を用いて可視化（GFP）している。背側後脳の背
側像。（I, J）抗体染色の結果を模式図で示してい
る。 

②Contactin1 を介した神経回路形成機構：ポ
ジショナルクローニングにより、ro変異体の
遺伝子座は contactin1b 遺伝子を含む領域に
マップされ、ro 変異体のゲノムにおいては
contactin1bの exon15内に 23 bpの欠失変異が
確認できた。contactin1bは巨大遺伝子であり、
野生型遺伝子導入による回復実験が困難で
あることから、 CRISPR/Cas9 法による
contactin1b新規変異体アレルの作製を行った。
exon3 と exon6 を独立に破壊した変異体にお
いても ro の変異体と同様に失調様遊泳異常
を示した。さらに、exon3 の変異は、ro 変異
を相補しないことから、contactin1bが責任遺
伝子であると確定した。Contactin1 の役割を
詳細に検討するため、ゼブラフィッシュの
contactin1aおよび contactin1b遺伝子の変異体
を TALEN 法も用いて作製した。ゼブラフィ
ッシュの contactin1b 変異体も ro 変異体同様
遊泳異常を示した。contactin1a/1bは小脳の顆
粒細胞およびプルキンエ細胞に発現するが、
メダカ ro 変異体成魚、ゼブラフィッシュ
contactin1a/1bダブル変異体仔魚において、小
脳の大きな異常は認められなかった。マウス
の Contactin1変異体は小脳神経回路に異常を
示すことが報告されており、メダカやゼブラ
フィッシュでは他の contactin 遺伝子が
contactin1 の機能を補っている可能性が考え
られた。また、メダカ contactin1b変異体（ro）
では、早い水流に対して定位を保つ能力が減
弱していた。Contactin1 は前庭情報や視覚情
報などの感覚情報を用いて運動制御を行う
神経回路の形成・機能に関与するものと考え
られた。 
③小脳神経回路を構成するニューロンに特
異的に発現する遺伝子の探索：顆粒細胞、プ
ルキンエ細胞、eurydendroid 細胞、下オリー
ブ核ニューロン、Bergmann グリア細胞に
GFP/Venus を発現する Tg 系統から、
GFP/Venus 陽性細胞を FACS で単離し RNA 
sequencing を行った。これら細胞種の中、顆
粒細胞とプルキンエ細胞のトランスクリプ
トームは、他の細胞種の混入が少なく、この
2 種類の細胞でトランスクリプトームの比較
解析を行い、顆粒細胞およびプルキンエ細胞
に特異的な遺伝子を多数同定し、 in situ 
hybridization により発現の解析を行った。こ
れらの遺伝子の中には、神経回路形成初期
（受精後５日）から発現しており、かつマウ
ス等で解析されていな遺伝子が含まれてい
た。神経回路形成に関わる候補遺伝子を選択
し、CRISPR/Cas9法による変異体作製を開始
した。 
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