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研究成果の概要（和文）：嗅球介在ニューロンにおいて感覚入力依存的な嗅球神経回路再編の分子機構の解明を目指し
た。その結果、嗅球顆粒細胞において転写因子Npas4を過剰発現すると、樹状突起のスパイン密度は増加するのに対し
てNpas4をノックダウンやノックアウトすると、樹状突起のスパイン密度は顕著に減少していた。さらに、Npsa4はMdm2
を介して、スパイン形成分子であるDcxのユビキチン化による分解を調節することで、嗅球顆粒細胞のスパイン密度を
制御していることが明らかになった。またNpas4遺伝子はDcxのタンパク質合成を抑制するmicroRNAの発現を抑制的に制
御していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Sensory experience regulates development in olfactory bulb (OB). Recently, we 
identified a transcription factor, neuronal Per/Arnt/Sim domain protein 4 (Npas4) gene, which is 
expressed in a subset of OB GCs following sensory experience. Npas4 overexpression in newborn OB GCs 
increased the spine density even under sensory deprivation. Conversely, both Npas4 knockdown and knockout 
resulted in a significant reduction in the spine density of OB GCs. Then, to investigate molecules that 
play a role in the downstream of Npas4, we searched for microRNAs (miRs), whose expression levels 
differed between the wild-type and Npas4-knockout OBs, and whose expression correlated with the 
interneurons, based on RNA-sequencing plus in situ hybridization screenings. Among ~50 miRs, we found 
that three novel miRs show a clear difference in expression between the wild-type and Npas4-knockout OBs.
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１．研究開始当初の背景 
大脳皮質の視覚野や海馬で明らかにされ

ているように、ニューロンは神経活動に応じ
て樹状突起の発達やシナプス形成を行うこ
とで、より洗練された神経回路へと成熟して
いく。しかしながら、このような神経活動依
存的な回路形成機構については不明な点が
多い。 
嗅球介在ニューロンは胎生期のみならず、

成体期においても新生され続け新たな神経
回路を形成している。嗅球の神経回路は成体
においても常に新たな回路を作り続けてい
る動的なものであり、これは他の神経系では
見られない極めてユニークな特徴である。さ
らに、この嗅球神経回路形成は神経活動によ
って、その回路の精密化が行われていると考
えられているがその機構は明らかになって
いない。申請者はこれまでの解析により、神
経活動依存的に発現する膜タンパク質や転
写因子が嗅球介在ニューロンの樹状突起の
発達やシナプス形成を制御していることを
明らかにした。 
 そこで本研究では、嗅球介在ニューロンを
モデルとして、神経活動依存的な神経回路の
精密化の分子機構の解明を目指す。また本研
究は、統合失調症や自閉症等の精神疾患に関
する原因解明や、損傷された脳内神経回路の
修復等の再生医学への応用にも繋がると期
待される。 
 
２．研究の目的 
申請者はこれまでに成体期においても新

生され続けるという興味深い特徴をもった
嗅球介在ニューロンに注目して、そのニュー
ロンの発達機構の解析を行ってきた。この解
析を行うに当たり、遺伝子組換えマウスを作
製する従来の方法よりも、より簡便で迅速に
遺伝子の機能解析を行うためにレンチウイ
ルスを用いた遺伝子導入の系を嗅球介在ニ
ューロンに試みた。その結果、レンチウイル
スを脳室に注入して感染させると新生の嗅
球介在ニューロンに効率良く外来遺伝子が
導入できることが申請者の実験によって明
らかになった。このレンチウイルスの系を用
いて嗅球介在ニューロンの神経活動依存的
な回路形成機構の解析に現在着手している。
これまでに申請者は、神経活動は嗅球介在ニ
ューロンの樹状突起の伸展とシナプス形成
に必須であることを明らかにした。 
次に、この嗅球介在ニューロンの神経活動

依存的な発達の分子機構を解明するために、
片側の鼻孔を閉じて匂い刺激を遮断したマ
ウス嗅球と正常な嗅球とで発現量が変動す
る遺伝子について DNA マイクロアレイによ
る探索を行った。その結果、転写因子である
Npas4 遺伝子などの発現が匂い刺激を遮断し
た嗅球で減少しているという結果が得られ
た。ここに申請する研究では、これらの神経
活動依存的な神経回路形成に関与する可能
性のある遺伝子群のうちNpas4遺伝子の機能

解析を、レンチウイルスの発現系を用いて行
い、嗅球介在ニューロンの神経活動依存的な
神経回路形成機構を解明することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
申請者によるこれまでのDNAマイクロアレ
イによる解析から、匂い刺激を遮断したマウ
ス嗅球においてはシナプス形成を制御する
転写因子であるNpas4などの発現が変動して
いる結果が得られた。これらの神経活動依存
的なニューロンの発達に関与すると考えら
れる遺伝子について、後述するレンチウイル
スを用いた遺伝子のin vivoでの機能解析実験
を行う。 
 レンチウイルスはレトロウイルスの一種
であり、改変されたレンチウイルスベクター
によって神経細胞を含む様々な種類の細胞
に効率よく遺伝子導入できることが報告さ
れている。申請者の実験によってレンチウイ
ルスベクターを生後1日目のマウス脳室に感
染させ1週間後に解析を行ったところ新生嗅
球介在神経細胞に効率よく遺伝子導入され
ていることが明らかになった。レンチウイル
スベクターに嗅球介在ニューロンの神経活
動依存的な発達に関与すると考えられる
Npas4遺伝子を組み込み、マウス脳室に感染
させることで、その遺伝子のin vivoでの神経
回路形成における機能解析を行う。また
Npas4遺伝子のドミナントネガティブ型タン
パク質の強制発現やRNAiを用いた遺伝子の
発現阻害実験も行うことで、Npas4遺伝子の
嗅球介在神経細胞の発達における機能を明
らかにする。 
上記の実験と共に、転写因子である Npas4

遺伝子が制御する遺伝子の探索を、Npas4 抗
体を用いたクロマチン免疫沈降(ChIP) Seq 法
を用いて行う。上記の探索実験により、Npas4
分子の下流に位置する分子が得られた場合
には、それらの分子の嗅球介在ニューロンの
発達における機能を前述したレンチウイル
スの系を用いて明らかにする。これらの嗅球
介在ニューロンの発達を制御する分子の同
定及びその分子の発達における機能を明ら
かにすることで、嗅球介在ニューロンの神経
活動依存的な発達の分子メカニズム解明に
向けてさらに大きな進展が得られると考え
られる。 
 
４．研究成果 
ニューロンは一般的に大人になってから新
生されることはないが、匂い情報を処理する
嗅球における抑制性介在ニューロンは、例外
的に大人になっても産生されて、新しい神経
回路を形成し続けている。我々は、嗅球介在
ニューロンにおいて神経活動依存的な発現
を示す遺伝子の探索と機能解析を通して、感
覚入力依存的な嗅球神経回路再編の分子機
構 の 解 明 を 目 指 し た 。 ま ず 、 in situ 
hybridization スクリーニングにより、PAS ド



メインを持つ転写調節因子であるNpas4遺伝
子を同定し、その発現が嗅球顆粒細胞におい
て匂い刺激による神経活動依存的に制御さ
れていることが分かった。嗅球顆粒細胞にお
いて Npas4 を過剰発現すると、樹状突起のス
パイン密度は増加するのに対してNpas4をノ
ックダウンやノックアウトすると、樹状突起
のスパイン密度は顕著に減少していた。次に、
ク ロ マチン 免 疫沈降 シ ークエ ン ス 法
(ChIP-Seq)を用いて、Npas4 の下流遺伝子を
探索したところ、E3 ユビキチンリガーゼであ
る Mdm2 遺伝子を見出し、Npas4 がその発現
を抑制的に制御していることが分かった。さ
らに、Mdm2 が分解する標的タンパク質をプ
ロテオミクス解析により探索したところ、微
小管結合タンパク質であるダブルコルチン
（Dcx）を同定し Npas4 を欠損した嗅球介在
ニューロンでは、Mdm2 の発現が増加して、
Dcx の分解を促進していた。以上の結果から、
Npas4 は Mdm2 を介して、スパイン形成分子
であるDcxのユビキチン化による分解を調節
することで、感覚入力依存的な嗅球顆粒細胞
のスパイン密度を制御していることが明ら
かになった。さらに Npas4 遺伝子はいくつか
のmicroRNAの発現を抑制的に制御している
ことが明らかになった。microRNA のなかに
はDcxのタンパク質合成を抑制する働きのあ
るものが含まれていた。 
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