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研究成果の概要（和文）：大脳皮質の抑制性神経細胞特異的にCTCFを欠損させるマウス（CTCF-cKO）を作製し、
解析をおこなった。CTCF-cKOマウスは、てんかん様の症状を呈し、生後1ヶ月以内に死亡することが分かった。
生理学的解析により、刺激に反応する体性感覚野の領域に有意な広がりが確認された。これらの結果から、抑制
性神経細胞においてCTCFが欠損すると抑制性神経細胞が興奮性の神経活動を正常に抑えられないことが示唆され
た。抑制性神経細胞の大脳皮質における分布を調べた結果、コントロール群と比べて違いが認められた。c-Pcdh
遺伝子群でも同様の解析をおこない、同様の結果を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：I generated and analyzed mice lacking CTCF （CTCF-cKO）specifically in 
inhibitory neurons in the cerebral cortex. CTCF-cKO mice exhibited epileptic-like symptoms and died 
within the first month after birth. Physiological analysis revealed a significant expansion of the 
response area of somatosensory cortex in response to stimuli. These results suggested that 
inhibitory neurons in CTCF-cKO were unable to adequately suppress excitatory activity. In addition, 
the distribution of inhibitory neurons in the cerebral cortex showed differences compared to the 
control mice. The same analysis was performed for the c-Pcdh gene group, and we found similar 
results.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大脳皮質の興奮性細胞と抑制性細胞は別々の場所で産生され、大脳皮質で統合されて機能的神経回路として働く
ことが知られているが、その分子基盤は不明である。また、抑制性の神経細胞は、大脳皮質では散在的に分布す
るが、その分子基盤も不明である。本研究成果は、これらの分子基盤としてc-Pcdh 遺伝子群とその発現制御分
子であるCTCFが働いていることを示唆する。興奮性細胞と抑制性細胞のバランスは機能的な神経回路形成に重要
であり、バランスが崩れると様々な神経疾患の原因となり得るため、本研究成果は、これらの分子メカニズムを
解明するのに重要な知見を与える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

脳には、莫大な数の神経細胞が個性をもちながら存在し、複雑な神経回路網を形成して統

合的に活動している。これらの神経細胞が適切な回路網を形成して協調的に働くことが、神

経回路が機能的であるためには重要であり、その破綻は様々な神経

疾患の原因となる。しかし、その分子基盤は不明な点が多い。神経

細胞は、主に興奮性と抑制性に分類することができる。大脳皮質で

は、興奮性神経細胞は脳室側で産生されて放射状に移動してカラム

構造を形成する（図 1）。一方、抑制性神経細胞は大脳基底核原基で

産生されて大脳皮質を接線方向に移動して皮質内に散りばめられ

る。このように別々の場所で産生された異なる種類の神経細胞が、

大脳皮質で統合されて機能的神経回路として働く発生様式は、神経

回路形成の基本原理を解くうえで重要かつ有用な解析系となり得

る。 

 研究代表者は、クラスター型プロトカドヘリン(c-Pcdh)遺伝子群、

およびその制御を担う CCTCC(CTCF)結合因子に注目してこれまで研

究をおこなってきた。c-Pcdh 遺伝子群は、Pcdhα、β、γの３つの

クラスターからなり、マウスでは計 58 種類のアイソフォームからな

る（図 2）。一つの神経細胞には数種類の c-Pcdh アイソフォームが

Stochastic に発現しており、多量体を形成して Homophillic な接着

活性を示す。また、Pcdhγ欠損マウスの解析から、小脳プルキンエ細胞や網膜アマクリン細

胞で、樹状突起が互いに反発すること

なく交差してしまうdendritic self-

avoidanceの異常が見つかり、神経細

胞の自己と非自己の認識に関与する

可能性が報告されている。 

 研究代表者は、個々の神経細胞で発

現する c-Pcdh の種類が異なることに

着目し、その発現制御機構の解析から

高次染色体構造形成に関わる CTCF 結

合因子が c-Pcdh の発現のうち

Stochastic な発現様式を示すアイソ

フォームにのみ必須であることを世

界に先駆けて明らかとした （図 2）。

また、興奮性神経細胞特異的に CTCF

を欠損させたマウスの解析から、体性

感覚野のバレル構造が全く形成されないこと、樹状突起やシナプスの発達に異常が認めら

れることを見出した。さらに、予備的知見として興奮性神経細胞の c-Pcdh がバレル形成に

働くこと、抑制性神経細胞の分布、シナプス形成、バレルの神経活動に CTCF と c-Pcdh が共

に関わることが分かってきた。これらの結果は、c-Pcdh の多様性が大脳皮質の興奮性と抑

制性とがつくる機能的神経回路の形成に働いている可能性を強く示唆する。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、これまでの研究成果に基づき c-Pcdh 遺伝子群および Ctcf の遺伝子発

現を操作することで、大脳皮質の興奮性と抑制性の神経細胞が形成する神経回路がどのよ

うに変化するかの解析をおこない、c-Pcdh の Homophillic な細胞接着と CTCF による

Stochastic な遺伝子発現制御が機能的神経回路形成の分子基盤として働いていることを示

すことにある。 

図２ c-Pcdh の遺伝子構造と個々の神経細胞における発現 

Stochastic な発現を示すアイソフォームは、個々の神経で発現
している種類が異なる。 
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３．研究の方法 

これまでの解析結果に基づき CTCF-cKO および Pcdhγ-cKO マウスを中心に解析をおこなう。解

析には、遺伝子操作技術、行動学的、免疫組織化学的、生理学的手法等を駆使して解析をおこな

った。 

 

４．研究成果 

大脳皮質の抑制性神経細胞における CTCF の役割を解析するため、大脳基底核原基の幹細胞か

ら産生される抑制性神経細胞特異的に発現する遺伝子の下流で Cre を発現するマウスと交配す

ることで、抑制性神経細胞特異的に CTCF を欠損したマウスを作製した(CTCF-cKO)。CTCF-cKO マ

ウスは予測されるメンデル比通りに生まれてくるが、その後てんかん様の症状を呈し、生後 1ヶ

月以内に死亡することが分かった。ペンチレンテトラゾール（PTZ）投与により、てんかんを誘

発することができるが、PTZ 投与量に対する反応をみると CTCF-cKO の方がコントロールマウス

に比較して少量でてんかん様の症状を呈することが分かった。 

 次に、フラビンイメージング法を用いて、ヒゲからの興奮性の刺激の伝わり方を大脳皮質体性

感覚野で測定した。マウス左側のヒゲ C2, C3 を piezo 素子に固定し、30 Hz の振動を３秒間与

え、右側の体性感覚野から記録を取得した。その結果、最大の amplitude になるまでの時間が増

加するとともに、刺激に反応する体性感覚野の面積に有意な広がりが確認された。これらの結果

から、抑制性神経細胞において CTCF が欠損すると抑制性神経細胞が興奮性の神経活動を正常に

抑えられないことが示唆された。 

 抑制性神経細胞は大脳基底核原基で産生されて大脳皮質を接線方向に移動して皮質内に入り

分散して配置されるが、CTCF-cKO では大脳皮質における抑制性神経細胞の分布に異常が認めら

れないかを免疫組織科学的手法により調べた。抑制性細胞のマーカーである GABAに対する染色

の結果、大脳皮質における分布にコントロール群と比べて違いを認めた。さらに、GABA 陽性の

抑制性細胞のうち、パルブアルブミン、ソマトスタチン、カルレチニン陽性細胞の分布を解析し、

どの細胞群に分布の異常を認めるかの結果を得た。以上の解析より、CTCF による発現制御機構

が大脳皮質抑制性神経細胞の分布に影響を与え、興奮性神経細胞の異常な活動の結果、てんかん

様の症状を示すことが示された。 

中枢神経系で CTCF の発現制御を受ける遺伝子として c-Pcdh 遺伝子群が知られている。c-Pcdh

遺伝子群の抑制性の神経細胞での役割を明らかにするため、Pcdhα、Pcdhβ、Pcdhγ の３つあ

る遺伝子クラスターのうち、Pcdhγを CTCF-cKO と同様に抑制性神経細胞特異的に欠損させたマ

ウス(Pcdhγ-cKO)を作製し、解析をおこなった。Pcdhγ-cKO マウスでも CTCF-cKOほどでは無い

が、てんかん様の症状を示し、生後 1ヶ月以内に死亡することが分かった。フラビンイメージン

グ法で CTCF-cKO と同様の解析をおこなった結果、最大の amplitude になるまでの時間が増加す

るとともに、刺激に反応する体性感覚野の面積に有意な広がりが確認された。CTCF-cKO 同様に

抑制性神経細胞において Pcdhγ が欠損すると抑制性神経細胞が興奮性の神経活動を正常に抑え

られないことが示唆された。 

 次に、GABA 陽性の抑制性細胞の分布を大脳皮質の体性感覚野で調べた結果、コントロール群

と比べて違いを認めた。さらに、GABA 陽性の抑制性細胞のうち、パルブアルブミン、ソマトス

タチン、カルレチニン陽性細胞の分布を解析し、どの細胞群に分布の異常を認めるかの解析をお

こなった。また、Pcdhγ が欠失した細胞を蛍光タンパク質で可視化できるマウスを作製して、

細胞数の解析をおこなったところ、生後１週間ほどで抑制性の神経細胞数が減少していること

がわかった。 

 Pcdhγ 欠損によりどのような遺伝子の発現が変化しているのかを次世代シークエンサーで解

析した。Pcdhγ を欠損した細胞を蛍光タンパク質で可視化できるマウスを用いて、セルソータ

ーにより蛍光タンパク質を発現している細胞のみを回収した。また、コントロールとし て、蛍

光タンパク質を発現しているが Pcdhγ を欠損していない抑制性神経細胞も同様にセルソーター

で回収した。回収した神経細胞から RNA 抽出をおこない、次世代シークエンサーによる網羅的な

解析をおこなった。その結果、cPcdhγが欠損した抑制性神経細で発現が変動している遺伝子を

同定することができた。 
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