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研究成果の概要（和文）：本研究ではマウス小脳をモデル実験系として用いて、仮説「同じクラスター型プロト
カドヘリン（Pcdh）を発現するニューロン同士で神経回路を作る」の検証を行った。その結果、小脳構築および
運動学習機能の発達に関わる分子メカニズムの一端を明らかにした。特に、運動学習に必須となる小脳の構築に
おいて、ニューロンの数、密度、配置へのPcdhの重要性が判明した。

研究成果の概要（英文）：This study used mouse cerebellum as a model system, and examined the 
hypothesis that clustered protocadherin (Pcdh) specifies fine neural circuit. This study revealed 
novel molecular mechanism contributing cerebellum formation and motor learning. It is discovered 
that Pcdh is crucial for regulation of neuron number, neuron density, and neuronal spatial 
distribution in cerebellum formation.

研究分野：神経生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、精神疾患などの脳機能異常状態の多くでPcdhの発現量やエピゲノム状態の異常が観察されている。しかし
ながら、これら異常が精神疾患などの原因なのか結果なのかは不明であった。本研究により、Pcdhは少なくとも
小脳の構築異常や機能異常の原因となりうることが判明した。これまで小脳は運動の制御に関わると言われてき
たが、最近は社会性や動機付けなどの高次精神機能への関与が明らかとなってきた。したがって、Pcdhがこれら
高次精神機能の制御に関わる可能性も示唆される。
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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。 
 大脳皮質や海馬においても、個々のニューロンを識別した神経回路が報告されている。した
がって、個々のニューロン識別機構の解明は、神経回路の構築原理を理解する上で重要である。 
 

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。哺乳類では約 50 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)。 
 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、-β、-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、-β、-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(図１b) (Esumi et al, Nat Genet, 2005; Kaneko et al, JBC, 2006; Hirano, 
Kaneko et al, Front Mol Neurosci, 2012、これら論文は近年のPcdh関連論文でも頻回に引
用)。本Pcdh発現パターンは、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
馬の興奮性ニューロンや抑制性ニューロン、また小脳抑制性ニューロン(含、バスケット細胞)
でも、個々のニューロンごとに異なるPcdhが発現していた。 
 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する。 
 

２．研究の目的 
着想に至った経緯：同じ Pcdh を発現するニューロン同士が結合するか？ 
 最近、外国のグループが血球細胞の強制発現系を用いて、同一 Pcdh 間でのホモフィリック
結合を報告した。これら結果より、「同じ Pcdh を発現するニューロン同士で機能的ネットワ
ークを作る」との仮説を立てた。本仮説を検証するためには以下３点に答える必要がある。 
 (a)同じ Pcdh を発現するニューロン同士が結合するか？ 
 (b)Pcdh 欠損によりネットワーク構造が乱れるか？    
 (c)Pcdh 欠損により脳機能が異常になるか？  
 本研究ではマウス小脳のバスケット細胞̶プルキンエ細胞間回路をモデル解析系とし、上記
仮説の検証を目的とする。具体的には、問(a)(b)(c)に答える。 



 

３．研究の方法 
 仮説「同じ Pcdh を発現するニューロン同士で機能的ネットワークを作る」を検証する。そ
のためマウス小脳のバスケット細胞̶プルキンエ細胞間の神経回路をモデル解析系とし、以下
３課題を行なう。 
 (i) Pcdh 発現を可視化する実験系の開発と解析（蛍光タンパク質ノックインマウスの作製と解析） 
 (ii)Pcdh 欠損マウスにおけるネットワーク配線の解析（形態学的解析）    
 (iii)Pcdh 欠損マウスの脳機能解析（Pcdh 欠損マウスの小脳依存的学習課題の解析）  
(i)Pcdh 発現を可視化する実験系の開発と解析（蛍光タンパク質ノックインマウスの作製と解析）  
 最近、Pcdh-β3 遺伝子座に赤色蛍光タンパク質(tdTomato)をノックインしたマウス(β
3-tdTomato マウス)が完成した。本マウスでは赤色蛍光にて、単一 Pcdh 分子種の発現を可
視化できる。本研究では、本マウスを用いて小脳のバスケット細胞̶プルキンエ細胞における
Pcdh 発現様式を解析し、問 a)同じ Pcdh を発現するニューロン同士が結合するか？、に関す
る知見を得る。本課題は、オランダ・ラドバウド大学・Nael Nadif Kasri 准教授の協力も得な
がら進める。 
 (ii)Pcdh 欠損マウスにおけるネットワーク構造の解析（形態学的解析）     
 問 b)Pcdh 欠損によりネットワーク構造が乱れるか？に答えるため、Pcdh 欠損マウス(作製
済。小脳特異的 Pcdh-γ 欠損マウス)における個々の神経回路の形態学的解析を行う。 
(iii)Pcdh 欠損マウスの脳機能解析（Pcdh 欠損マウスの小脳依存的学習課題の解析）           
  問 c)Pcdh 欠損により脳機能が異常になるか？に答えるため、オランダ・エラスムス医療セ
ンター・Chris De Zeeuw 教授との共同研究を行なう。具体的には、小脳特異的 Pcdh-γ 欠損
マウスに小脳依存的学習課題(①眼球運動テスト、②瞬目反射条件付けテスト、③歩行運動テス
ト)を課し、脳機能を測定する。 

 
４．研究成果 
 本研究では仮説「同じ Pcdh を発現するニューロン同士で神経回路を作る」の検証を行い、本
仮説を支持する結果を得た。具体的な結果を以下に記す。 
 課題(i): β3-tdTomato マウスを用いて、小脳における Pcdh 発現を解析した。その結果、バ
スケット細胞とプルキンエ細胞共に Pcdh を発現しており、その発現時期はこれら細胞間の神経
回路が形成される時期（生後１週頃）に高いことが判明した。本結果は、Pcdh がバスケット細
胞-プルキンエ細胞間の神経回路形成に関わることを示唆する。 
 課題(ii): 問 b)Pcdh 欠損によりネットワーク構造が乱れるか？に答えるため、小脳のほぼ全て
のニューロンタイプにおいて Pcdhg を欠損させたマウス（小脳 Pcdh 欠
損マウス）を作製・解析した。その結果、以下の知見を得た。本マウスで
は、小脳サイズの減少、小脳バスケット細胞数の減少、プルキンエ細胞の
層構造の乱れ、が観察された。これらの結果は、小脳における Pcdh 欠損
は神経ネットワーク構造が乱れることを示している。さらにバスケット細
胞数の減少に関わる分子メカニズムとして、アポトーシスの亢進が示唆さ
れた。また、この過程で抑制性ニューロン数を簡便に定量する方法
(VGAT-tdTomato マウス)を開発し、これを論文発表した（右図）。 
 課題(iii): 問 c)Pcdh 欠損により脳機能が異常になるか？に答えるため、小脳 Pcdh 欠損マウ
スの小脳依存的学習能を調べた。その結果、本マウスは、運動機能ならびに運動学習能が低下し



ていた。すなわち、Pcdh 欠損により脳機能が異常になることが判明した。 
 次いで、Pcdhg 欠損によるネットワーク構造の異常化メカニズムを調べた。まず、Pcdh に
よるアポトーシス制御の関与を直接的に調べるため、小脳 Pcdh 欠損マウスにおいてアポトーシ
ス制御因子 Bax を欠損させる（小脳 Pcdhg&Bax 二重欠損マウス）ことでアポトーシスを阻害
した。その結果、本マウスの小脳は野生型マウスと同様のサイズであり、運動学習能も大幅に改
善していた。本結果は Pcdhg はアポトーシス抑制を通じて小脳抑制性ニューロンの数を調節し
ていることを示している。興味深いことに、小脳 Pcdhg&Bax 二重欠損マウスは、運動学習の
固定化が阻害されていた。本結果は、Pcdhg が学習の固定化に関わることを示す初めての結果
である。 
 以上のように、本研究では仮説「同じ Pcdh を発現するニューロン同士で神経回路を作る」の
検証を行い、本仮説の妥当性を支持する結果を得た。さらに、Pcdhg が学習の固定化に関わる
ことが示された。したがって、学習が固定化される際には個々のニューロンを識別した精緻な神
経回路が作られることが示唆される。 
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