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研究成果の概要（和文）：生後発達期の神経系におけるシナプス刈り込みは、動物が環境に適応するために神経
回路を最適化する仕組みと考えられる。シナプス刈り込みには神経の活動が必須と考えられるが、神経の活動が
どのような遺伝子発現を経てシナプス刈り込みを引き起こし、永続的な神経回路の変化として固定化されるのか
はよくわかっていなかった。本研究では、マウスの小脳でみられるシナプス刈り込みをモデルとして、その仕組
みを追及し、これに関わるエピジェネテイック因子や転写因子を同定した。

研究成果の概要（英文）：Synapse pruning in the developing nervous system is widely thought to be 
crucial for shaping mature neural circuits, which enables animals to adapt their environments. It is
 not well understood how neural activity triggers synapse pruning and induces persistent changes in 
neural circuits through gene expression. In this study, we pursued the mechanisms of synapse pruning
 in the mouse cerebellum during postnatal development and identified several epigenetic factors and 
transcription factors that are involved in synapse pruning. 

研究分野： 神経科学一般、神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シナプス刈り込みは、大脳皮質を含めた生後発達期の神経系で普遍的にみられる現象であり、正常な脳機能の発
達に必須である。したがって、そのメカニズムの解明は、脳機能の発達の仕組みを理解するうえで極めて重要で
ある。さらに、生後発達期のシナプス刈り込みの障害が自閉スペクトラム症の、また、思春期における過剰なシ
ナプス刈り込みが統合失調症の発症に関連すると広く考えられており、これらの病態解明や治療法開発の点から
も極めて重要である。シナプス刈り込みに関わることが知られている因子の中に精神神経疾患の関連遺伝子が含
まれていることからも、その重要性が示唆される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
生後発達期の神経系におけるシナプス刈り込みは、動物が環境に適応するために神経回路を

最適化する仕組みと考えられる。小脳の登上線維とプルキンエ細胞の間のシナプスの生後発達
はその代表的モデルであるが(Kano and Hashimoto, 2009)、プルキンエ細胞の活動がどのような遺
伝子発現を経てシナプス刈り込みを引き起こし、永続的な神経回路の変化として固定化される
のかはよくわかっていなかった。そのメカニズムの一つとして、エピジェネティクスの関与が考
えられる。エピジェネティクスとは、DNA の塩基配列の変化を伴わない、DNA やヒストンの修
飾による遺伝子発現制御のことで、ゲノムに書き込まれた情報の読み取り方ともいえる。これら
によって転写因子の働きが影響されて、遺伝子発現の変化が起きると考えられる。そこで、本研
究では、神経活動によってヒストン修飾、DNA メチル化、および転写因子の働きが影響されて、
登上線維シナプス刈り込みに関わる可能性について、追求することを目指した。 
 本研究の開始時点で、ヒストンのアセチル化を促進するヒストンアセチル転移酵素(HAT)のう
ちでプルキンエ細胞に発現するものについて、登上線維シナプス刈り込みに関わるか否かのス
クリーニングを開始していた。また、DNA をメチル化する DNA メチル基転移酵素(DNMT)のう
ち、DNMT3a をプルキンエ細胞においてノックダウンすると、登上線維シナプス刈り込みが障
害されるという予備的結果を得ていた。これらを踏まえ、生後発達期小脳の登上線維シナプス刈
り込みのエピジェネティクスによる制御について、systematic に追求することを目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、プルキンエ細胞の活動によるヒストン修飾、DNA メチル化、およびこれらによ

り制御される可能性のある転写因子の小脳登上線維シナプス刈り込みへの関与に注目する。生
後発達期のマウスにおいて、上記の過程に関連する可能性のある候補分子をプルキンエ細胞特
異的にノックダウンまたはノックアウトし、登上線維シナプス刈り込みに異常がみられるかを
網羅的にスクリーニングする。これらにより、発達脳において、神経活動がエピジェネティック
因子や転写因子を介する遺伝子発現制御によって、機能的神経回路再編成を達成するメカニズ
ムの一端の理解を目指した。 
 
３．研究の方法 
プルキンエ細胞の活動によるヒストン修飾や DNA メチル化に関連する候補遺伝子を、発達期

のマウス小脳のプルキンエ細胞においてノックダウンした。候補分子の発現を阻害する
microRNA と、EGFP などの蛍光タンパクを発現するためのプラスミドを、母親マウスの子宮の
中で、胎生 12 日の胎児マウスの第 4 脳室に注入し、電圧をかけて脳室壁で分裂中のプルキンエ
細胞に導入した（子宮内電気穿孔法）(Uesaka et al., 2014)。マウスを生後 4 週まで成長させ、小
脳スライスを作製してプルキンエ細胞からホールセル記録を行い、登上線維シナプスを電気生
理学的に解析した。プルキンエ細胞にシナプス結合する登上線維の本数と、応答の振幅と時間経
過を解析することで、登上線維シナプス刈り込みに障害があるかを調べた(Nakayama et al., 2012)。 
プルキンエ細胞特異的なノックダウンによって登上線維シナプス刈り込みに異常を生じる遺

伝子が見つかった場合、その遺伝子のプルキンエ細胞特異的ノックアウトマウスを得て、生後 4
～5 週で小脳スライスを作製して、登上線維シナプスを電気生理学的に解析した。登上線維シナ
プス刈り込みに異常がみられた場合には、生後 2 週および 3 週目で同様の電気生理学的解析を
行い、生後発達期のどの時点で登上線維シナプスに異常がみられるかを調べた。また、生後 4～
５週で登上線維シナプスのマーカー分子である vesicular glutamate transporter 2 (VGluT2)の免疫染
色を行い、登上線維シナプスを形態学的に解析した。 

 
４．研究成果 
(1) プルキンエ細胞の活動によるヒストン修飾の役割 
クラス II ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)は静止状態の細胞では核内に存在し、染色体上で

MEF2 (Myocyte enhancer factor 2)に結合してその転写を抑制している。神経活動による細胞内カ
ルシウム濃度上昇によってクラス II HDAC はリン酸化され、MEF2 から解離して細胞質に移動
する。これにより MEF2 による転写が起こり、Arc をはじめとする多くの神経可塑性関連遺伝子
の発現が引き起こされると考えられている。そこで、4 種類の MEF2（MEF2a、MEF2b、MEF2c、
MEF2d）のいずれかが登上線維シナプス刈り込みに関与するかを、それぞれをプルキンエ細胞特
異的にノックダウンして調べた。その結果、Mef2c および Mef2d のプルキンエ細胞特異的ノック
ダウンによって、登上線維シナプス刈り込みが障害されることが明らかになった。そこで、Mef2c
と Mef2d の flox mouse を入手し、プルキンエ細胞特異的に Cre recombinase を発現するマウスと
交配して、プルキンエ細胞特異的ノックアウトマウスを作製した。まずプルキンエ細胞特異的
Mef2d ノックアウトマウス（Mef2d-cKO）を電気生理学的に解析したところ、生後 3 週目以降、
Mef2d-cKO では野生型マウスに比べて 2 本以上の登上線維からシナプス入力を受けるプルキン
エ細胞が有意に多く、登上線維シナプス刈り込みが障害されていることが明らかになった。また、
生後 30 日において、vesicular glutamate transporter 2 (VGluT2)の免疫組織学によって登上線維シナ



プス終末を可視化して解析したところ、Mef2d-cKO ではプルキンエ細胞樹状突起への登上線維
の伸展が軽度に障害されており、プルキンエ細胞の細胞体に過剰な登上線維シナプスが残って
いることが明らかになった。続いて Mef2c-cKO を確立し電気生理学的解析を開始したが、本研
究期間中に、明確な結果を得るには至らなかった。 
続いて、MEF2 を制御する HDAC を特定するために、プルキンエ細胞に発現する 6 種類のク

ラス II HDAC をそれぞれプルキンエ細胞においてノックダウンし、シナプス刈り込みへの影響
を調べた。その結果、2 種類のクラス II HDAC が登上線維シナプス刈り込みを促進するという結
果を得た。 
さらに、プルキンエ細胞に発現する HAT のスクリーニングを行った。まず複数の HAT を同時

にプルキンエ細胞において RNAi ノックダウンし、登上線維シナプス刈り込みに異常がみられる
ことを確認した。続いて、これらのうちから個々の HAT を単独でノックダウンしたところ、2 種
類の HAT が登上線維シナプス刈り込みに関与する可能性があることが明らかになった。 
 
(2) プルキンエ細胞の活動による DNA メチル化の役割 

DNA の 5-シトシンをメチル化して遺伝子発現抑制をもたらす酵素（DNMT1, DNMT3a, 
DNMT3b）が登上線維シナプス除去に
関与するかを、これらの遺伝子を発達
期のプルキンエ細胞特異的に RNAi ノ
ックダウンし、生後 4 週に電気生理学
的解析を行って調べた。その結果、
Dnmt3a に加えて、Dnmt1 および Dnmt3b
のプルキンエ細胞特異的ノックダウン
によって、登上線維シナプス刈り込み
に障害がみられることがわかった。 
 そこで、Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b の
flox mouse を入手して、プルキンエ細胞
特異的に Cre recombinase を発現するマ
ウスと交配して、これらのプルキンエ
細胞特異的ノックアウトマウスを作製
した。これらの 3 種類のマウスにおい
て、生後 4 週でプルキンエ細胞から記
録をして電気生理学的解析を行ったと
ころ、いずれのプルキンエ細胞特異的
ノックアウトマウスにおいても、登上
線維シナプス刈り込みは正常であっ
た。この結果は、Dnmt1, Dnmt3a,または 
Dnmt3b をプルキンエ細胞において受
精卵の段階から欠損させると、別の
DNMT がその機能欠損を代償する可能
性を示している。そこで、次に、Dnmt3a
と Dnmt3b のプルキンエ細胞特異的ダ
ブルノックアウトマウスを作製した。生
後 4 週のプルキンエ細胞から記録をし
て電気生理学的解析を行ったところ、
Dnmt3a と Dnmt3b のダブルノックアウ
トマウスでは野生型マウスに比べて 2
本以上の登上線維によって支配される
プルキンエ細胞の割合が有意に高く、登
上線維シナプス刈り込みが障害されて
いることが明らかになった（図 1）。 
以上、本研究において、発達期小脳の登上線維シナプス刈り込みに関与するいくつかのエピジ

ェネティック因子および転写因子を同定した。今後、これらの因子が登上線維シナプス刈り込み
のどの段階に関わるのか、どのような遺伝子の発現を制御しているのか、これらの因子のプルキ
ンエ細胞での欠損がどのような行動異常をきたすのか、などについて研究を進める必要がある。 
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図 1 Dnmt3a と Dnmt3b のプルキンエ細胞特異的ダブ
ルノックアウトマウスの登上線維シナプス刈り込みの
障害 
A.トレースはプルキンエ細胞からの登上線維応答の代
表例。反応のステップの数がそのプルキンエ細胞に結
合する登上線維の本数を反映する。 
B. プルキンエ細胞が何本の登上線維によって支配さ
れるか、その度数分布を示す。括弧内の数字は細胞の
サンプル数を示す。**p< 0.01, Mann-Whitney U test 
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