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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸プロテオグリカンを主成分とする特殊化した細胞外マトリックス
であるペリニューロナルネット（PNN）は、主に抑制性神経細胞周囲に存在し、臨界期の決定やシナプス可塑性
に寄与している。しかしながら、本研究において、扁桃体を含めた情動記憶に関係する脳領域では、PNN は主に
興奮性神経細胞周囲に形成されていることが明らかとなった。この PNN 形成興奮性細胞は、手がかり恐怖条件
づけ学習や恐怖記憶の想起時において、PNN を形成していない細胞と比較して、活性化する割合が高かった。ま
た、PNN 形成興奮性細胞の活性化レベルは、恐怖記憶の強度と正の相関を示した。

研究成果の概要（英文）：Perineuronal nets (PNNs), proteoglycan-rich extracellular matrix structures,
 are thought to be expressed around inhibitory neurons and contribute to critical periods of brain 
function and synaptic plasticity. However, in some specific brain regions such as the amygdala, PNNs
 were predominantly expressed around excitatory neurons. These neurons were recruited during 
auditory fear conditioning and memory retrieval. Indeed, the activation of PNN-expressing excitatory
 neurons predicted cognitive performance.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 特定の神経細胞の細胞体および樹状突起
を取り巻いている細胞外マトリックスであ
るペリニューロナルネット（PNN）は、臨界
期の決定や恐怖記憶の固定、薬物依存などに
関与している。PNN は、コンドロチン硫酸
プロテオグリカンを主成分とし、その特徴的
な糖鎖構造が、細胞周囲のイオン濃度の制御
やシグナル分子に対する足場として役立ち、
また、PNN の密な網目状構造は、シナプス
結合やイオンチャネル、受容体の可動性に影
響を与える。それによって、PNN で覆われ
た細胞の特性は、PNN が形成されていない
細胞とは顕著に異なっていると考えられる
が、これまでその性質の差異が起因となる特
徴的な細胞機能について詳細に検討されて
こなかった。 
 これまで PNN は、100 以上の脳領域で認
められる一方で、各脳領域内では、少数の特
定細胞にしか形成されていないことが認め
られている。特に、パルブアルブミン陽性
（PV）抑制性細胞周囲には、高密度な PNN 
が形成されており、PV 細胞の成熟や神経活
動を制御している。そのため、PV 細胞周囲
の PNN を分解除去すると、局所神経ネット
ワーク内の抑制性活動が著しく低下する。一
方、大脳皮質領域における錐体細胞周囲にも 
PNN が存在することが報告されているが、
その形成細胞数および細胞周囲の存在量が
少ないため、PNN は、興奮性細胞の機能に
はほとんど関与していないと考えられてい
た。 
 こうした背景を踏まえ、本研究では、PNN 
が関わる細胞機能及び分子シグナルを明ら
かにするために、全脳領域内において PNN 
が形成している細胞を同定し、PNN 形成細
胞と個別脳領域の機能との関係性を探るこ
とを目的とした。また、PNN が PV 細胞の
神経活動を制御していることから、PV 細胞
における神経活動依存的な分子シグナルの
はたらきも検討した。 
 
 
２．研究の目的 
 PNN が関わる特徴的な細胞機能を抽出し、
高次機能との関係性を明らかにする。特に、
大脳辺縁系が重要な役割を果たしている連
合記憶やてんかん重積について検討する。 
 
 
３．研究の方法 
PNN 染色法 

PNN を検出するために、コンドロイチン
硫酸鎖を特異的に認識する植物由来のレク
チン（Wisteria floribunda agglutinin, WFA）
を用いた。ビオチン標識した WFA を作製し
たマウス脳スライスと反応させた後、Alexa 
594-conjugated streptavidin によって可視化
した。 
 

手がかり恐怖条件づけ学習試験 
 マウスをテストチャンバーに入れ、30 秒
間のホワイトノイズ（65 dB, 1 Hz）を呈示後、
0.3 mA の電気ショックを 1 秒間与えた。こ
の音と電気ショックの操作は、合計 5 回行
った。翌日、テストチャンバーとは異なる箱
にマウスを入れ、ホワイトノイズを 1 回呈
示した際のすくみ行動を測定し、恐怖記憶の
想起レベルを評価した。すくみ行動は、呼吸
動作を除いたマウスの動きが 2 秒間停止し
た状態とし、ホワイトノイズ呈示中の 30 秒
間マウスが停止した場合を 100% として算
出した。 
 
興奮/抑制バランスの解析 
 マウスの腹腔内にカイニン酸を投与 4 時
間後に、マウスを灌流固定し脳スライスを作
製した。抗 cFos 抗体を用いた免疫組織化学
的染色後、cFos 陽性抑制性細胞数に対する 
cFos 陽性錐体細胞数との割合を解析し、興
奮/抑制バランスを評価した。 
 
 
４．研究成果 
PNN 形成興奮性神経細胞の同定 
まず全脳領域で PNN が認められる細胞
種を WFA 染色によって調べた。この際、抑
制性細胞と興奮性細胞を区別して PNN を
検出するために、GAD67 遺伝子に GFP を
ノックインした遺伝子改変マウスを用いた。
視覚野や前帯状回、側坐核、中隔核、黒質、
海馬（CA1, CA3, 歯状回）などの領域では、
WFA の陽性反応は、全て GFP 陽性の抑制
性細胞周囲に認められた。一方、扁桃体や視
床下部、海馬 CA2 領域、嗅内皮質、梨状皮
質、ectorhinal cortex、temporal association 
cortex などの情動記憶に関わる脳領域では、
WFA 陽性反応は、ほとんど GFP 陰性の細
胞周囲に認められた。この GFP 陰性の細胞
には、CaMKII が発現していた。従って、情
動記憶に関係する脳領域における一部の興
奮性細胞には、PNN が集積していることが
明らかになった。 
 
PNN 形成興奮性神経細胞は記憶獲得および
想起時に優先的に活性化する 
 次に、音と電気ショックによる手がかり恐
怖条件付け学習で活性化する細胞を抗 cFos 
抗体によって検出し、PNN 陽性細胞が記憶
痕跡にリクルートされるか否かを検討した。
その結果、WFA 陽性興奮性細胞では WFA 
陰性興奮性細胞と比較して、cFos の発現確
率が約 6 倍も高かった。一方で、PV 細胞で
は、PNN 形成の有無によって cFos 発現の
選択性に有意な違いは認められなかった。ま
た、音と電気ショックをランダムに与えて連
合記憶を形成させなかったマウスでは、連合
記憶を形成させたマウスに比べて WFA 陽
性興奮性細胞における cFos の発現確率が
有意に低かった。従って、連合学習時に PNN 



形成興奮性細胞は、優先的に活性化すること
が明らかとなった。また興味深いことに、
WFA 陽性興奮性細胞における cFos の発現
確率は、恐怖記憶の想起レベルと正の相関を
示した（図 1）。以上のことから、PNN 形成
興奮性細胞の活性化が認知能力を決定して
いることが明らかとなった。 
 

 
図 1. PNN 形成興奮性細胞における cFos 
の発現割合が高いマウスでは、強い恐怖記憶
を示し、cFos の発現割合が低いマウスでは、
記憶レベルが低い。 
 
神経活動依存的な PV 細胞の活動制御分子
メカニズムの解明 
細胞外プロテアーゼであるニューロプシ
ンは、Neuregulin-1 (NRG1)-ErbB4 シグナル
を介して PV 細胞の神経活動を制御する。そ
こで、ニューロプシンが海馬 CA1 領域の興
奮/抑制バランスを制御しているか検討した。
その結果、ニューロプシン遺伝子欠損マウス
では、PV 細胞の活動低下による興奮/抑制バ
ランスの増大を示すことが明らかとなった。
また、この神経ネットワーク異常が易てんか
ん性を引き起こす要因となっていた。こうし
たネットワーク異常や易てんかん性は、ニュ
ーロプシンによって切断された NRG1 ペプ
チドの投与によって回復した。このように、
ニューロプシンによる PV 細胞の状態操作
によって海馬機能を修飾できることが明ら
かになった。 
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