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研究成果の概要（和文）：脳神経活動では活動電位が忠実性を保ちながら伝播する必要がある。パラノードに発
現するBKチャネルはこの忠実性に寄与し、T型Ca2+チャネルを介して流入するCa2+によって活性化されることが
示唆された。高頻度発火する小脳プルキンエ細胞の出力先である小脳核ニューロンはペリニューロナルネット
（PNN）を形成する。このPNNを除去するとGABA放出が促進し、瞬目反射条件付け遅延課題の学習効率が高くなる
ことが分かった。成熟に伴って構築される小脳核ニューロンのPNNは、プルキンエ細胞からのGABA放出を低下さ
せ、新たな小脳運動学習を制限し、既に獲得されている記憶の維持に貢献するものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Regulation of axonal action potentials (APs) by K+ channels is important in 
the CNS. Application of BK channel blockers and T-type Ca2+ channel blockers to axons of cerebellar 
Purkinje cells (PCs) increased the failure rate of antidromic APs, suggesting that paranodal BK 
channels support high-fidelity firing at the node of Ranvier. Perineuronal nets (PNNs) are the 
extracellular matrix of neurons and are found around large neurons in the deep cerebellar nuclei 
(DCN). Enzymatic PNN depletion of DCN neurons reduced the paired-pulse ratio of inhibitory 
postsynaptic currents (IPSCs) and increased the miniature IPSC frequency without changing the 
amplitude, suggesting that PNN depletion enhances GABA release from presynaptic terminals. Mice 
having received the enzyme in the interpositus nuclei exhibited a higher conditioned response rate 
in delay eyeblink conditioning than control mice, suggesting that PNNs suppress GABAergic 
transmission and impede motor learning in the adult cerebellum.

研究分野：神経薬理
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１．研究開始当初の背景 
有髄神経の軸索はその大部分がミエリ
ン鞘で絶縁されており、活動電位はミエリ
ン鞘が途切れたランビエ絞輪を跳び跳び
に伝播する跳躍伝導という現象によって
高速に神経終末へ伝わる。したがってラン
ビエ絞輪の正常な形成と生理機能は我々
の脳神経活動において不可欠である。脱髄
性疾患の多発性硬化症のニューロンでは
活動電位の伝播が忠実性を失ってしまう。
また運動協調にかかわる小脳プルキンエ
細胞（PC）は高頻度（～100 Hz）で同期
発火して小脳核（DCN）ニューロンの発火
パターンを制御するが、脱髄が生じると小
脳性運動失調が生じる。 
（１）ランビエ絞輪には種々のチャネルが
局在し、我々は PCの有髄軸索のランビエ
絞輪近傍（パラノード）に Ca2+依存性カリ
ウムチャネル（BK チャネル）が発現し、
このチャネルが高頻度発火の活動電位伝
播に寄与することを明らかにした。パラノ
ードにおけるBKチャネルの活性化にはラ
ンビエ絞輪付近の Ca2+濃度上昇が必要で
あるが、その供給源は不明である。 
（２）ランビエ絞輪のチャネルの局在には
細胞外マトリックスが関与し、PC の標的
ニューロンはペリニューロナルネット
（PNN）とよばれる細胞外マトリックスを
成熟に伴って形成することが知られてい
る。PNN は臨界期の形成や記憶の長期的
な維持にかかわることが知られている。ま
た PNNは統合失調症の脳では低形成であ
り脳梗塞や脊髄損傷からの回復過程では
その成分が阻害作用を示すため、精神神経
疾患にかかわる重要な構造物と考えられ
ている。しかし PNNが PC-DCNニューロ
ン間の GABA シナプス伝達を如何に修飾
して小脳運動学習を制御するかは分かっ
ていない。 
 
２．研究の目的 
（１）PCのランビエ絞輪付近の Ca2+濃度
上昇の供給源を明らかにする。特にその付
近に発現すると推測される電位依存性
Ca2+チャネル（VDCC）やグルタミン酸受
容体を同定し、その膜タンパク質の活性化
が活動電位伝播の忠実性を如何に制御す
るのかを明らかにする。 
（２）DCNニューロンに形成される PNN
が PC-DCNニューロン間のGABAシナプ
ス伝達をどのように修飾して小脳運動学
習を如何に制御するか明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）３～４週齢のマウスから急性の小脳
切片を作製し、PC からホールセル電流固
定法により逆行性活動電位を記録し、
VDCC やグルタミン酸受容体の種々の阻
害薬、アンタゴニスト、アゴニストをラン
ビエ絞輪へ局所投与する。逆行性活動電位

の波形変化や高頻度発火伝播への作用を検
証し、ランビエ絞輪あるいはその周囲で働く
膜タンパク質を同定する。さらに軸索パッチ
法を適用してより生理的な順行性活動電位
や登上線維刺激により生じる複雑スパイク
を遠位の軸索より記録する。ランビエ絞輪の
膜タンパク質の活性化・不活性化がこれらの
スパイクを如何に制御するのか解明する。 
（２）３～４週齢のマウスから急性の小脳切
片を作製し、PNN の分解酵素であるコンド
ロイチナーゼ ABC（ChABC）で３時間以上
処理して、PNN 除去した脳切片とコントロ
ール脳切片において GABA シナプス伝達を
比較する。DCN ニューロンにホールセル電
位固定法を適用し、PC の軸索が含まれる白
質を電気刺激して誘発性抑制性シナプス後
電流（IPSC）を記録する。また微小 IPSCを
記録してその振幅や頻度を比較する。次に
DCN ニューロンへの感覚入力は苔状線維が
仲介し、苔状線維―DCN ニューロン間のシ
ナプス伝達の長期増強が小脳運動学習の基
礎メカニズムの一つと示唆され、このシナプ
ス可塑性の形成には DCN ニューロンの過分
極後に発火する rebound firingが必要である
と考えられている。そこで DCN ニューロン
の rebound firingを PCの軸索刺激によって
惹起し、その発火頻度を比較する。さらに小
脳中位核に ChABCを注入して PNNを除去
したマウスに遅延課題の瞬目反射条件づけ
を行い、生食を注入したコントロールマウス
に対して学習曲線を比較する。ここではマウ
スの瞬きを高速カメラで撮影する瞬目反射
条件づけ装置を構築して条件づけを行う。 
 
４．研究成果 
（１）軸索起始部では T 型 Ca2+チャネルの
活性化が活動電位の発生を制御することが
知られている。したがってパラノードにおい
てもT型を含むVDCCの活性化がかかわる可
能性が示唆されている。そこで PCから逆行
性活動電位を記録しながら、阻害剤である
ニッケルを局所投与すると高頻度刺激下で
の活動電位の欠失頻度（failure rate）が上
昇した。さらにニッケル以外の阻害剤
ML218 を局所投与したところ、failure 
rateが上昇した。ゆえに T型 Ca2+チャネル
の寄与が確定した。したがって T 型の
VDCCを介して流入した Ca2+によって BK
チャネルは活性化されることが明らかとな
った。より生理的な活動電位を測定するた
め順行性活動電位を PC の軸索から軸索パ
ッチにより記録することを試みた。しかし、
PC の細胞体にホールセルパッチして蛍光
色素を注入して軸索の長さを観察すること
は実験効率が悪く、安定した軸索パッチの
成功率向上は困難であった。 
ランビエ絞輪付近のCa2+濃度上昇にはグル
タミン酸受容体の関与が挙げられる。何故な
ら、海馬CA3錐体細胞の無髄軸索において
AMPA型受容体活性化が活動電位の波形を調



整することが報告されているからである。そ
こでPCから逆行性活動電位を記録しながら
ランビエ絞輪付近のAMPA型受容体の関与
を調べようとした。しかしこの実験系では既
にAMPA型受容体の阻害剤が処理されてい
るため、AMPA型受容体の逆行性活動電位へ
の寄与を明らかにすることは不可能であっ
た。NMDA受容体についても同様な問題が生
じた。したがってPCの軸索から軸索パッチ
を行い、順行性活動電位を安定して記録す
ることが求められる。また1型の代謝調節型
グルタミン酸受容体（mGluR1）の寄与も考
慮されるため、このアゴニストやアンタゴニ
ストを使用した実験を継続している。我々は
PC軸索のランビエ絞輪にNMDA受容体が局
在する証拠を既に得ている。また小脳プルキ
ンエ細胞の軸索や坐骨神経のランビエ絞輪
にはIP3受容体が発現することから、mGluR
が活動電位の跳躍伝導にかかわることが推
測されることから、この可能性を明らかにす
ることが求められる。 
（２）ChABC 処理した小脳切片では、
DCN ニューロンの誘発性 IPSC の振幅は
増大し、２発刺激による電流振幅の paired 
pulse ratioが小さくなった。さらに100 Hz
の頻回刺激を与えると IPSCの振幅の抑圧
が大きくなった。また微小 IPSCの頻度が
振幅の変化無く上昇したことから、PNN
除去はプレシナプスからの GABA 放出を
促進することが分かった。PC の軸索刺激
によって惹起される IPSPの過分極で誘導
される rebound firingの発火頻度を測定し
たところ、ChABC 処理した DCN ニュー
ロンでは rebound firingの頻度上昇が有意
に増大した。したがって成体の小脳は
PNN 除去によって神経可塑性が生じやす
くなり、幼若期のような柔軟性を回復する
ことが示唆された。 
次に小脳中位核に ChABC を注入して

PNN を除去したマウスに対して遅延課題
の瞬目反射条件づけを行った。小脳中位核
から PNNを除去したマウスはコントロー
ルマウスに比べて高い学習効率を示すこ
とが分かった。以上の結果から、成熟に伴
って DCN ニューロンに構築される PNN
は、PCからの GABA放出を低下させ、新
たな小脳運動学習を制限し、既に獲得され
ている記憶の維持に貢献するものと考え
られる。 
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