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研究成果の概要（和文）：神経回路を構成するニューロンは、発生過程において神経幹細胞または神経前駆細胞
から産生される。しかし、これらの細胞から複雑な神経回路構造を形成する個々のニューロンへ分化するメカニ
ズムは未だ不明な点が多い。本研究では、小脳神経回路を構成する小脳プルキンエ細胞とその入力細胞である下
オリーブ核ニューロンに焦点を当て、これらニューロンの分化および神経回路の形成過程を制御する遺伝プログ
ラムの一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：Neurons in functional neural circuits are generated from neural stem cells 
or neural progenitor cells during development. However, the mechanisms of differentiation from these
 cells into individual types of neurons that form complex neural circuit structures is still largely
 unknown. In this study, we focused on cerebellar Purkinje cells and their input cells, the neurons 
in the inferior olivary nucleus, which constitute cerebellar neural circuits, and elucidated part of
 the genetic program that controls the differentiation of these neurons and the formation of neural 
circuits.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 発生・分化　神経科学　脳・神経　遺伝学　遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動物の複雑な行動を制御する神経回路は遺伝プログラムに従って形成される。本研究では、小脳神経回路をモデ
ルとして、小脳神経回路を構成するプルキンエ細胞と下オリーブ核ニューロンの、細胞分化や神経回路形成を制
御する遺伝プログラムの一端を解明した。本研究は、多様な神経細胞が産生される発生生物学のメカニズムを明
らかにするだけでなく、小脳神経回路の異常によって引き起こされる種々のヒト疾患の病態解明や治療法の開発
にも貢献する可能性がある。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 動物の複雑な行動を制御する神経回路は遺伝プログラムに従って形成される。発生過程にお
いて、神経組織の前後軸に沿って領域が決定され、個々の領域では神経幹細胞または神経前駆細
胞が作られる。ニューロンは、これらの細胞から産生され、細胞移動しながら神経突起を伸長し
神経回路を形成する。ニューロン分化、神経回路形成を制御する遺伝プログラムは未だ不明な点
が多いが、小脳神経回路はその解析に有用なモデルを与える。 
小脳神経回路においては、小脳内の顆粒細胞とプルキンエ細胞が小脳外から入力を受け取る

（図１A）。プルキンエ細胞は、後脳腹側に位置する下オリーブ核ニューロンからの入力線維（登
上線維）を受け取る。顆粒細胞は中枢神経の様々な領域に存在する小脳前核からの入力線維（苔
状線維）を受け取り、その情報は顆粒細胞（平行線維）を介してプルキンエ細胞に伝えられる。
二つの入力情報はプルキンエ細胞で統
合され小脳外へ出力されることで、高
度な運動制御や学習機能を発揮する。
出力と入力ニューロンの細胞体の間に
は相対的な位置関係（topographic map）
が存在し、正確な接続は小脳の機能に
重要であると考えられている。 
小脳神経回路は、基本的に脊椎動物

で保存されており、ゼブラフィッシュ
の受精後 5 日目の仔魚においても観察
される（図１B）。 

マウスおよびゼブラフィッシュを用いた発生生物学的研究から、プルキンエ細胞と下オリー
ブ核ニューロンは、後脳背側に存在しプロニューラル遺伝子 ptf1a を発現する神経前駆細胞から
分化することが明らかとなっている（図 2A）。プルキンエ細胞は後脳前端（小脳脳室帯）の ptf1a+

神経前駆細胞から産生され、分化しながら背側に移動し、樹状突起を形成し登上線維・平行線維
とシナプスを形成する（図 2B）。一方、下オリーブ核ニューロンは後脳後端の ptf1a+神経前駆細
胞から産生され、分化しながら腹側に移動し、軸索伸長し登上線維を形成する（図 2C）。プルキ
ンエ細胞と下オリーブ核ニューロンは、共に ptf1a+神経前駆細胞から産生されるが、プルキンエ
細胞は GABA 作動性抑制性であり、下オリーブ核ニューロンはグルタミン酸作動性であり、か
つ入力・出力の関係にある。このことは、この二種類のニューロン分化が、異なる遺伝プログラ
ムによって制御されていることを示している。しかし、プルキンエ細胞と下オリーブ核ニューロ
ンの分化を制御する遺伝プログラムの詳細は不明である。 
 
２．研究の目的 
ゼブラフィッシュを用いて、ptf1a を発現する神経前駆細胞から、下オリーブ核ニューロンと

プルキンエ細胞の二つの異なるニューロンが分化するメカニズムを解明することを目的とした。 
私達はこれまで、ゼブラフィッシュ小脳神経回路の解剖学的・発生生物学的解析を行ってきた。

その過程で、プルキンエ細胞の分化過程で発現する遺伝子および下オリーブ核ニューロンの前
駆細胞に発現する遺伝子の機能解析を行った。これら小胞神経回路形成関連遺伝子のゼブラフ
ィッシュ変異体の解析から、フォークヘッド型転写因子 Foxp1b と Foxp4 および転写共抑制因子
Skor1b と Skor2 がプルキンエ細胞の分化に、ホメオボックス型転写因子 Gsx2 が下オリーブ核ニ
ューロンの分化に必須の因子であることを見出した。本研究では、ゼブラフィッシュを用いて、
これら分化の鍵となる転写制御因子を介したプルキンエ細胞と下オリーブ核ニューロンの分化
機構を解明することを具体的な目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ゼブラフィッシュ系統 
野生型として Oregon AB 系統を使用した。トランスジェニック系統 Tg(UAS:EGFP) nkuasgfp1aTg, 
Tg(ptf1a:EGFP), TgBAC(mnx2b:GFF), TgBAC(gsx2:LOXP-Tomato-LOXP-GFP), TgBAC(ptf1a:GAL4-
VP16)を用いた。下オリーブ核ニューロンに Gal4 を発現する hspGFFDMC28C、および mafba 遺
伝子に Gal4 遺伝子が挿入されている gSAIzGFFM35A 系統を用いた。さらに、Gal4 依存性にビ
オ チ ン 標 識 し た Gsx2 を 発 現 す る Tg(UAS-hsp70l:gsx2BLRP-P2A-BirA-P2A-mCherry), 
Tg(aldoca:BirA-P2A-mCherry), Tg(aldoca:foxp1bBLRP-P2A-mCherry), Tg(aldoca:foxp4BLRP-P2A-
mCherry), Tg(aldoca:skor1bBLRP-P2A-mCherry), Tg(aldoca:skor2BLRP-P2A-mCherry)を作製し本研
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図1 （A）小脳神経回路の模式図。（B)ゼブラフィッシュ仔魚小脳神経回路
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究に用いた。また、mafbab337変異体, fgf8a ti282a, neurogn1hi1059Tg変異体も本研究に用いた。 
（２）CRISPR/Cas9 法を用いたゼブラフィッシュ変異体の作製 
ウェッブソフトウェア ZiFit Targeter を用いて guide(g) RNAをデザインした。gRNA と Cas9 mRNA
または Cas9 タンパク質（Toolgen）をゼブラフィッシュ１細胞期胚にインジェクションし、その
胚を飼育することで F0 世代を作製した。その後、野生型と交配し F1 世代を作製し、その魚の
尾ヒレからゲノム DNA を抽出し、標的遺伝子を PCR で増幅しアクリルアミド電気泳動で解析
することで、欠失あるいは挿入変異を探索した。得られた変異ゲノム DNA を pTAC-2 vector
（BioDynamics Laboraoty）にサブクローニングし、シーケンス解析を行い、変異の性状を解析し
た。本研究で作製した変異体は、gsx2Δ5, gsx2Δ8, ptf1aΔ4, ptf1a+11, gsx2Δ5, foxp1bΔ26, foxp4Δ7, skor1bΔ10, 
skor2Δ8, lhx1aΔ10, lhx1bΔ17, lhx5Δ10である。これらの変異体は、機能に必須のドメインが欠失してお
り、完全欠失型（null）アレルであると考えられる。 
（３）アンチセンスモルフォリーノによる遺伝子機能阻害実験 
fgf3, aldh1a2, pbx2, pbx4 の翻訳を阻害するアンチセンスモルフォリーノ（MO）を用いた。 
（４）in situ hybridization および発現実験に必要な cDNA のクローニング 
ゼブラフィッシュ仔魚の total RNA から cDNA を作製し、遺伝子特異的プライマーを用いて PCR
によって cDNA を増幅した。cDNA 断片を pGEMT-easy（Promega）, pTA2（Toyobo）または pTAC-
2 にサブクローニングした。また、hoxb4a を発現させるために、PCR で得られた hoxb4a の open 
reading frame（ORF）を pCS2+MT にサブクローニングした。 
（１）から（４）、および in situ hybridization、免疫染色、mRNA のインジェクションの詳細は
Development 147, dev190603, 2020 に記載されている。 
 
４．研究成果 
（１）Gsx2 は Ptf1a 発現神経前駆細胞から下オリーブ核ニューロンへの運命決定に必要である 
① gsx2 は下オリーブ核ニューロンの前駆細胞に発現する 

gsx2 遺伝子の発現制御領域依存性に RFP を発現する TgBAC(gsx2:LOXP-Tomato-LOXP-GFP)、
および ptf1a 遺伝子の発現領域依存性に EGFP を発現する Tg(ptf1a:EGFP)を用いた解析から、gsx2
と ptf1a の両方発現する細胞が、後方後脳の背側に存在し、これらの細胞が下オリーブ核ニュー
ロンの神経前駆細胞であることが明らかとなった。また、gsx2 は、mafba が発現する第 5, 6 菱脳
節の後方に発現することから、第 7 菱脳節と脊髄に発現することが示された。 
② gsx2 および ptf1a 遺伝子の変異体では下オリーブ核ニューロンが減少・消失する 
下オリーブ核ニューロンに蛍光タンパク質を発現する hspGFFDMC28C; Tg(UAS:EGFP)系統、

TgBAC(mnx2b:GFF); Tg(UAS:EGFP) 系統を
用いた解析、および下オリーブ核ニューロ
ンのマーカー遺伝子 pou4f1, grm5a, foxp2 の
発現解析から、gsx2 および ptf1a 変異体では
下オリーブ核ニューロンが減少・消失する
ことが明らかとなった（gsx2 変異体のデー
タ：図 3）。しかし、gsx2 と ptf1a の発現はそ
れぞれ ptf1a と gsx2 変異体で変化しないこ
とから、この二つの遺伝子は独立して制御
されていることが明らかとなった。また、ア
ポトーシスのマーカーである活性型 caspse3
の免疫染色を行ったところ、ptf1a 変異体で
は後方後脳でアポトーシスを起こした細胞
が増加していたが、gsx2 変異体では優位な
変化を認めなかった。この結果は、Ptf1a が
神経前駆細胞の産生・維持に関与するが、
Gsx2 は細胞運命決定に関与することを示し
ている。TgBAC(ptf1a:GAL4-VP16); Tg(UAS-
hsp70l:gsx2BLRP-P2A-BirA-P2A-mCherry) を
用いて、gsx2 を ptf1a 発現神経前駆細胞に強
制的に発現させても、異所的な下オリーブ
核ニューロンは誘導されなかった。このこ
とは、ptf1a と gsx2 だけでは、下オリーブ核
ニューロンを誘導するには十分でないこと
を示している。 
③ gsx2 の発現は後脳の前後軸パターニングのプログラムにより制御されている 
下オリーブ核ニューロンが作られる後方後脳の前後軸のパターニングは、第 4 菱脳節に発現

する Fgf3 と Fgf8a、形成中の体節で産生されるレチノイン酸（RA）のシグナルの勾配によって
制御されることが知られている。fgf8a 変異体に fgf3 の MO をインジェクションして Fgf シグナ
ルを阻害した仔魚、および FGF 受容体の阻害剤で処理した仔魚では、gsx2 の発現および下オリ
ーブ核ニューロンの領域が前方に拡大した。mafba は Fgf シグナルの下流で機能することが知ら
れるが、mafba 変異体でも gsx2 の発現および下オリーブ核ニューロンの領域がわずかながら前

図3 下オリーブ核ニューロンの分化にはGsx2が必要
（A-M）野生型およびgsx2変異体における下オリー核ニューロン（IO）。下オリー核
ニューロンはhspGFFDMC28C; UAS:EGFPおよびmnx2b:GFF; UAS:GFPで標
識。（N-S）野生型およびgsx2変異体における下オリーブ核ニューロンのマーカー
遺伝子の発現。（T)結果の模式図。



方に拡大した。この結果は、gsx2 の発現が Fgf シグナルによって負に制御されていること、Fgf
シグナルの下流で mafba が機能することが明らかとなった。 
 一方、RA 合成酵素をコードする aldh1a2 遺伝子を MO で阻害、または、Aldh1a2 の阻害剤で
処理した仔魚では、gsx2 の発現が低下、下オリーブ核ニューロンの数が減少した。RA シグナル
は、hoxb4a などの後方後脳での hox 遺伝子の発現を制御することが知られている。Hox の関与
を検討するために、Hox の共因子 Pbx2 と Pbx4 の
遺伝子機能を MO にて阻害した結果、gsx2 の発現
は低下し下オリーブ核ニューロンの数が減少し
た。反対に hoxb4a を過剰発現により、gsx2 の発
現が増大すること、RA 産生を阻害による減少し
た下オリーブ核ニューロンを回復できることが
分かった。これらの結果は、gsx2 の発現は RA シ
グナルによって正に制御されること、RA シグナ
ルの下流で hox 遺伝子が gsx2 の発現に関与する
ことを示している。 
 以上の結果から、Gsx2 は、神経前後軸パターニ
ングのメカニズムによって制御され、Ptf1a 発現
前駆細胞から下オリーブ核ニューロンへの運命
決定に関わる因子であることが示された（図 4）。 
（２）フォークヘッド型転写因子 Foxp1b と Foxp4、転写共抑制因子 Skor1b と Skor2 はプルキン
エ細胞分化に必須の因子である 
① プルキンエ細胞は Ptf1a と Neurogenin1(Neurog1)を発現する神経前駆細胞から分化する 
 ptf1a 変異体ではプルキンエ細胞は減少するが消失しなかった。小脳領域で発現するプロニュー
ラル遺伝子 neurog1 との二重変異体を作製したところ、プルキンエ細胞が大きく減少または消失
したことから、プルキンエ細胞の分化は Ptf1a や Neurog1 によって制御されていると考えられた。 
② Ptf1a と Neurog1 の下流で制御されるプルキンエ細胞転写制御因子 
 プルキンエ細胞のトランスクリプトーム解析から、分化過程でプルキンエ細胞に発現する転
写制御因子が同定されてきた。その中に、フォークヘッド型転写因子 Foxp1b/4、転写共抑制因子
Skor1b/2、Lhx ファミリー転写因子 Lhx1a/1b/5、オルファン核内受容体 Rorα/β、ジンクフィンガ
ー転写因子 Ebf3a が含まれる。ptf1a;neurog1 変異体でのこれらの発現を検討したところ、少なく
とも skor1/b, foxp1b/4, lhx1a, rorb に関して発現が強く減弱あるいは消失していた。これらの結果
は、これらプルキンエ細胞転写制御因子が Ptf1a と Neurog1 の下流で機能することを示している。 
③ GABA 作動性介在神経や広樹状突起細胞の分化にも Ptf1a と Neurog1 が関与 
 ptf1a;neurog1 変異体では、GABA 作動性介在神経のマーカーである pax2a、投射神経（出力ニ
ューロン）である広樹状突起細胞のマーカーである olig2 の発現が減少していたことから、これ
ら細胞集団も Ptf1a と Neurog1 発現神経前駆細胞に由来すると考えられた。 
④ foxp1b;foxp4 および skor1b;skor2 二重変異体ではプルキンエ細胞が減少・消失する 
 CRISPR/Cas9 法で foxp1b, foxp4, skor1b, skor2 の変異体を作製し、仔魚での表現型解析を行っ
た。その結果、foxp1b, foxp4 単独変異体で顆粒細胞・プルキンエ細胞とも数は大きく変化しなか
ったが、foxp1b;foxp4 二重変異体ではプルキンエ細胞だけが大きく減少した。skor1b, skor2 単独
変異体では大きなプルキンエ細胞の減少は見られなかったが、skor1b;skor2 二重変異体ではプル
キンエ細胞が消失し、その代わりに顆粒細胞が増大していた。これらの結果から、Foxp1b と Foxp4
はプルキンエ細胞の分化の促進に機能し、Skor1b と Skor2 は Ptf1a 発現神経前駆細胞から顆粒細
胞への分化を抑制することでプルキンエ細胞分化を促進している可能性が考えられた。 
⑤ Foxp1b/4 および Skor1b/2 の標的遺伝子の探索 
 ビオチン化した Foxp1b, Foxp4, Skor1b, Skor2 をプルキンエ細胞で発現するトランスジェニッ
クフィッシュを作製した。ゼブラフィッシュ成魚の小脳から、これら転写制御因子に結合したク
ロマチンを、ストレプトアビジンビーズを用いて回収しシーケンス解析（ChIP 解析）を行った。
また、Foxp1b の抗体を用いて、転写因子結合部位解析方法である Cut&Run 法を用いて内在性の
Foxp1b に結合するゲノム DNA の解析を行った。結合配列に関しては、バイオインフォーマティ
クス解析が進行中である。 
⑥他のプルキンエ細胞転写制御因子の解析 
 CRISPR/Cas9 法を用いてプルキンエ細胞転写制御因子の変異体を作製した。lhx1a;lhx1b;lhx5 変
異体では、プルキンエ細胞が大きく減少した。培養細胞を用いた解析から Lhx ファミリータン
パク質と Skor1b/2 が会合することから、Lhx1a/1b/5 と Skor1b/2 の相互作用がプルキンエ細胞の
分化に関与する可能性が示唆された。さらに、Rorα/βおよび Ebf3a の F0 変異体で、プルキンエ
細胞が減少することを見出した。これら転写制御因子が関与する遺伝プログラムが、プルキンエ
細胞分化に重要な役割を果たしていると考えられた。 
本研究は、Ptf1a を発現する神経前駆細胞から下オリーブ核ニューロンとプルキンエ細胞とい

う二つの異なるニューロンが分化する過程で働く遺伝プログラムの一端を解明した。 

図4 下オリーブ核ニューロンの運命決定におけるGsx2の役割
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