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研究成果の概要（和文）：多くの神経細胞では、増殖・分化・移動期、静止膜電位は浅く脱分極傾向にあるが、成熟期
を経た細胞では分極している。これまでに、小脳顆粒細胞の静止膜電位の分極は機能的ネットワーク形成に必須で、活
動電位依存的な成熟遺伝子の発現に転写因子Etv1を介することを明らかにした。本研究では、成熟遺伝子の発現と未成
熟遺伝子の発現抑制のメカニズムを解析した。その結果、Etv1が活動電位依存性のカルシウムシグナルによる制御を受
けるだけでなく、TrkB-ERKシグナルによるリン酸化制御を受けることがわかった。また、Etv1と相互作用するコリプレ
ッサーを同定した

研究成果の概要（英文）：In many developing neuronal cell types, the resting membrane potential shift from 
a depolarized state to a non-depolarized state during the early postnatal period. The shift of the 
resting membrane potential and the resulting inactivation of calcineurin are essential for 
activity-dependent maturation gene expression via Etv1 transcription factor and for morphological and 
electrophysiological maturation in cerebellar granule cells. In this study we analyzed the signaling 
mechanism of maturation gene expression and of immature gene suppression during cerebellar network 
formation. We found that Etv1 was regulated not only by activity-dependent calcium signaling but also by 
TrkB-ERK signaling and that Etv1 was associated with a transcriptional corepressor which might regulate 
immature gene expression.

研究分野： 生理学
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１．研究開始当初の背景 
 神経系の発生・成熟に異常をきたすと発達
障害をはじめさまざまな精神・神経疾患につ
ながる。神経発生期（細胞増殖、分化、細胞
移動を意味する）とその後の成熟期における
電気的性質は、ダイナミックに変化しさまざ
まなカルシウムシグナルの活性を制御してい
るにもかかわらず、神経回路形成における役
割はいまだ不明な点が多い。そこで、本研究
では申請者らのこれまでの研究を発展させ、
分子生物学的視点だけでなく電気生理学的視
点を組み込むことで、新しい視点から神経ネ
ットワーク構築メカニズムを明らかにし、今
後の神経発生・成熟の研究に新たな方向性を
示す。 
 多くの神経細胞で増殖・分化・移動期には、
静止膜電位は恒常的に浅く脱分極傾向にある
が、成熟期の細胞では分極していることが報
告されている（Nakanishi S. and Okazawa M., 
2006, J Physiol, 575, 398-395）。小脳顆粒
細胞を用いた研究で静止膜電位の脱分極は恒
常的なカルシウム上昇をもたらし、カルシウ
ム/カルモジュリン依存性カルシニュリン脱
リン酸化酵素を活性化し、増殖・分化・移動
を促進する。一方、静止膜電位が分極すると、
カルシニュリンが不活性化し、神経成熟が誘
導される。さらに、成熟期の活動電位による
脱分極は周期的なカルシウム上昇を伴う。申
請者らは神経細胞の成熟という最終分化プロ
グラムの活動依存的な神経細胞成熟のマスタ
ー因子として転写因子ETV1を同定した（Abe 
H., Okazawa M., Nakanishi S., 2011, Proc 
Natl Acad Sci U S A, 108, 12497-12502）。 
しかしながら、カルシニュリン依存性、未成
熟遺伝子の発現抑制メカニズムなど不明な
点が多い。 
 
２．研究の目的 
 申請者らはこれまでに小脳顆粒細胞を用い
た研究から、未成熟期と成熟期に膜電位の違
いによって、それぞれ恒常的あるいは周期的
カルシウム上昇をそれぞれ引き起こし、カル
シニュリンの活性制御のもと、遺伝子発現や
形態形成、電気的なシナプス形成の制御が行
われることを明らかにした。さらに、成熟期
の遺伝子発現のマスター因子として転写因
子 Etv１を同定した。そこで、本研究では、
細胞膜の膜電位変化から成熟に至る細胞内
外のシグナル伝達系を分子生物学的・薬理学
的に解明し、さらに、未成熟遺伝子の発現制
御機構を解明することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
 生後８日齢マウスから小脳顆粒細胞を酵
素処理により単離し、初代培養を行った。遺
伝子発現の阻害実験では、siRNA あるいは、
shRNA 発現プラスミドを、細胞の単離後、培
養する直前に、エレクトロポーレーション法
により導入した。遺伝子過剰発現実験では
CAG プロモーター下流に対象遺伝子を挿入し
たプラスミドを作製し、同様にエレクトロポ
ーレーション法により導入した。また、薬理
学的な解析では、培養一日後より、種々の薬
物の存在下で培養した。これらの処理による
影響は、培養開始後５～７日で、細胞を回収
し、定量的 RT-PCR やリポーターアッセイに
より、遺伝子発現のへの影響を検討した。蛋
白質の相互作用は免疫沈降法により検討し、
その他、生化学的、細胞生物学的解析等を行
った。 
 小脳顆粒細胞のシナプス形成など、細胞形
態の変化や電気生理学的解析のために、小脳
顆粒細胞の器官培養を行った。すなわち、生
後６～８日齢のマウス小脳のスライスをメ
ンブレン上に培養し、３３℃、５％ＣＯ２下
で培養した。小脳スライス中の顆粒細胞への
遺伝子導入はリポフェクションにより外顆
粒層の分裂期の小脳顆粒細胞へ導入させた
（Okazawa M et al,  2008  J Neurosci. 
29(9) 2983-2947）。 
  
 
４．研究成果 
（１）Etv1 の制御系の解析 
①転写因子 Etv1 が活性化するメカニズムと
して薬理学的解析と Constitutive active 体
の導入による影響を検討した。その結果、
Etv1 が CaMKII の活性化による制御を受ける
ことが示唆された。さらに、培養細胞におい
て、Etv1 と CaMKII が相互作用することを確
認した。この際、カルシニュリンの制御分子
の関与が考えられた。 
②脱分極条件下発現が上昇する未成熟遺伝
子の一つである脳由来神経栄養因子BNDFが、
TrkB-Erk シグナルカスケードにより、Etv1
をリン酸化制御し、その結果、NR2C などの成
熟遺伝子を発現促進することが明らかにな
った。 
 
（２）未成熟遺伝子の発現抑制 
①一連の未成熟遺伝子は、グルタミン酸受容
体活性化による活動電位依存的な周期的カ
ルシウム上昇、CaMKII を介して引き起こされ
る転写因子 Etv1 の活性化によって、発現が
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抑制されたが、新規に同定した遺伝子を含め、
未成熟遺伝子はその発現変化は一様ではな
く（図１）、遺伝子発現抑制メカニズムは複
数の機構が関与することが考えられた。 

図 1. 未成熟遺伝子
の発現の経時変化 
未成熟遺伝子の発現
の変化は、成熟遺伝
子とは対照的にバリ
エーションに富む。 
 

②神経の成熟期に発現の抑制が起こる遺伝
子は多数報告されているが、発現抑制のメカ
ニズムを明らかにした報告はほとんどない。
Etv1 による未成熟遺伝子の発現制御メカニ
ズムは不明であるが、活動電位依存性に発現
が上昇する遺伝子に含まれるコリプレッサ
ーの一つが Etv1 と相互作用することを明ら
かにした。このことは、活動依存的な未成熟
遺伝子の発現抑制メカニズムを明らかにす
る上で意義がある。今後、Etv1 がコリプレッ
サーとの相互作用を介して未成熟遺伝子の
発現を抑制している可能性を検討する。 

 
図２．活動電位依存
的に発現が上昇する
corepressor （ lane 
1,2）は Etv1（lane 2）
と同時に発現させた

場合にのみ免疫沈降によって検出された
(asterisk)。 
 
（３）成熟遺伝子は脱分極条件下では、発現
が阻害される。成熟遺伝子と未成熟遺伝子の
5’あるいは3’DNA領域を用いてレポーター
アッセイから、NPTX, Wnt7 などの成熟遺伝子
の多くの配列で、脱分極条件下で発現が上昇
した。薬理学的解析との結果から、成熟遺伝
子の発現にヒストン修飾を介した遺伝子発
現制御機構の関与が示唆された。 
 
図 3．静止膜電位による小脳顆粒細胞の成熟
制御 
未成熟期、静止膜電位は脱分極している。こ
の時期グルタミン酸受容体の発現は低い。静
止膜電位の脱分極は、活動電位を阻害するが、
電位依存性カルシウムチャネルの活性化に
より恒常的に細胞内カルシウム上昇が起こ
る。その結果、カルシニュリンが活性化し、
未成熟遺伝子が発現する。その際、KCNK9 な
どのカリウムチャネルの発現が静止膜電位
を分極させると考えられる。一方、未成熟期

に発現上昇する BDNF は TrkB-Erk カスケード
を活性化することで転写因子 Etv1 をリン酸
化する。さらに、静止膜電位の分極はシナプ
ス形成を促し、活動電位の誘発によるカルシ
ウム上昇を引き起こす。このカルシウム上昇
はCaMKII活性化により、Etv1を活性化する。
Etv1 の活性化は, 未成熟遺伝子の発現を抑
制し、成熟遺伝子を発現誘導する。その結果、
シナプス関連遺伝子のさらなる発現上昇、
Etv1 の発現上昇が起こり、加速度的に、神経
ネットワーク形成が進行すると考えられる。 
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