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研究成果の概要（和文）： 
 ニューロンには莫大な数の同種および異種線維が入力し、それぞれが競合して機能的な
神経回路が確立する。本研究では運動を制御する小脳の神経回路発達に焦点を当てその細
胞分子メカニズムの解明に取り組んだ。その結果、小脳プルキンエ細胞に発現する GluD2
と顆粒細胞から放出される Cbln1 が共同して平行線維シナプスの形成・維持を促進する一
方、登上線維支配を制限することにより単一支配の確立と維持に関わることを実証した。 
研究成果の概要（英文）： 
An enormous number of homotypic and heterotypic inputs innervate given neurons, 
and establish functional neural circuits through their competition. In this study, I 
undertook cellular and molecular mechanisms underlying the competitive circuit 
development in the cerebellum, a center of motor learning and coordination. I have 
identified that glutamate receptor GluD2 on Purkinje cells and Cbln1 released from 
granule cells coordinately regulate the formation and maintenance of parallel fiber 
synapses, and the establishment and maintenance of climbing fiber mono-innervation. 
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１．研究開始当初の背景 

プルキンエ細胞に対する平行線維と登上
線維によるシナプス回路発達の過程は、回路
発達研究に最も適したモデル系のひとつで
ある。我々は、平行線維シナプスに選択的な
グルタミン酸受容体 GluD2の遺伝子ノックア
ウトマウスの解析から、この分子が平行線維
シナプス側の強化分子として機能し、その欠
失により平行線維終末とプルキンエ細胞ス
パインの間のシナプス結合率が低下しフリ

ースパインが生じることを見い出した
(Kurihara et al., 1997, J. Neurosci. 
17:9613-9623)。さらに、このフリースパイ
ンを目がけて、登上線維支配の遠位拡大が生
じ、これが周囲のプルキンエ細胞に及ぶこと
により登上線維による多重支配が生じた
(Hahimoto et al., 2001; J. Neurosci. 
21:9701-9712; Ichikawa et al., 2002, J. 
Neurosci. 22:8487-8503)。これらの事実は、
プルキンエ細胞のシナプス回路が異種入力



（2）GluD2 のＮ末端部が平行線維シナプス形
成を制御し、Ｃ末端部が可塑性を制御する：
GluD2 は平行線維シナプス形成促進作用に加
え小脳長期抑圧として知られるシナプス可
塑性にも関与する。それぞれの機能がこの分
子のＮおよびＣ末端部が果たしていること
を明らかにした(論文 30,32,50,53)。 

線維間の競合を基盤として樹状突起に対す
るドメイン的支配が確立し、ここでδ２が平
行線維シナプス側の強化分子機構として機
能していることを示している。さらに、我々
は、プルキンエ細胞に豊富な P／Q 型カルシ
ウムチャネルが登上線維間の同種入力線維
および登上線維と平行線維の異種入力線維
間の競合を制御することにより、１本の主要
な登上線維による支配を強化する分子機構
であることも発見した（Miyazaki et al., 
2004, J. Neurosci. 24:1734-1743）。 

 
（3）GluD2 は成体期における登上線維の多重
支配への逆行を防止し運動機能を維持す
る：発達期において１本の優勢な登上線維が
伸長して樹状突起を支配し、他の余剰な登上
線維は刈り取られる。一方、成体期には支配
する１本の主枝と、神経支配を行わない多数
の側枝が存在する。成体期に GluD2 を欠損さ
せると、この側枝が異所性支配を起こして多
重支配に逆戻りし、運動失調が発症する(論
文 29,51,Miyazaki et al.,投稿中)。 

 
２．研究の目的 
 これらの研究成果に基づき、小脳プルキン
エ細胞のシナプス回路発達は同種競合と異
種競合を基盤として成立することを世界で
初めて提唱することができた。本研究では、
その分子細胞基盤を包括的に理解すること
を目的とし、平行線維シナプスと登上線維支
配の発達期における形成成熟機構と成体期
における維持機構を解明することを企画し
た。 

 
 
 
 

  
３．研究の方法  

 （1）分子局在解析：シナプス回路制御分子
（GluD2,Cbln1,Cbln3）に対する特異抗体を、
グルタチオン S転移酵素融合蛋白を抗原とし
てウサギ、モルモット、ヤギを免疫し、特異
的なアフィニティー精製抗体を得た。これを
用いて蛍光抗体法および免疫電顕法により
細胞発現とシナプス局在を解析した。 

 
 
 
 
 
 
 （2）シナプス回路の形態学的解析：遺伝子

欠損マウスの組織構築およびシナプス回路
構築を、種々のマーカー抗体を用いた蛍光多
重染色法、免疫電顕法、電子顕微鏡解析法、
神経トレーサー標識法などを用いて解析し
た。なお、解析に用いた遺伝子欠損マウスは、
ヌル型 GluD2 欠損マウス、薬剤誘導型 GluD2
欠損マウス、ヌル型 Cbln1欠損マウスである。 

 
 
 
 
 
（4）Cbln1~4 の分子ファミリーは多様な時空
間発現分布を示す：胎児期からマウス脳に４
種の Cbln の発現が転写レベルで見られ、小
脳顆粒細胞に豊富な Cbln1 と Cbln3 に加え、
Cbln2やCbln4は大脳や間脳に発現する(論文
17)。 

 
４． 研究成果 
 プルキンエ細胞に選択的に発現する GluD2
と顆粒細胞で合成され平行線維から分泌さ
れる Cbln1が競合的な小脳回路の形成と維持
に関わることを明らかにできた。 

 
（5）Cbln1 は小脳顆粒細胞が産生し平行線維
シナプスに選択的に局在する：Cbln1 は、ホ
モ６量体および Cbln3とのヘテロ６量体とし
て顆粒細胞から放出される。免疫組織化学法
を用いて生体における局在を調べると、プル
キンエ細胞の平行線維シナプスのシナプス
間隙に選択的に存在し、GluD2 と共存する(論
文 23,47,49)。 

(1)GluD2 は成体期における平行線維シナプ
スを維持する：薬剤誘導型 GluD2 欠損マウス
を開発し、成体期における分子欠損が平行線
維シナプスの脱落減少が進行性に起こるこ
とを明らかにした(論文 3)。 
 
 

 
（6）Cbln1 は平行線維・プルキンエ細胞シナ
プス形成と小脳運動機能に必須である：
Cbln1 欠損マウスでは平行線維シナプスの約
80％が消失し、フリースパインが多数出現す

 
 
 
 
 



る。さらに登上線維支配の遠位化と多重支配
が起こり、重篤な運動失調が生じる。この表
現型はGluD2欠損のそれと一致した(論文9)。 
 
（7）Cbln1 は成体期における平行線維シナプ
スを維持する：Cbln1 欠損成体マウスの硬膜
下に Cbln1 を外来性に投与すると、２４時間
以内に平行線維シナプス形成が始まり、運動
失調が回復することから、成体期において
Cbln1 は平行線維シナプスの維持に関わって
いることが明らかになった(論文 40)。 
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