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研究成果の概要（和文）：小脳は、運動機能のみならず高次機能への関与及び精神疾患に関わることが報告され
ている脳領域である。本研究では、小脳皮質における興奮性の神経細胞であり、未だ機能がほとんど解明されて
いない単極性刷毛細胞(Unipolar Brush Cells; UBCs)に着目し、UBCsの生理機能の解明及び小脳皮質回路の情報
処理システムの理解を深めることを目的とする。小脳の単一細胞RNAseq(scRNAseq)データから、UBCsで特異的に
発現する遺伝子の同定を試みた。その結果、新規のUBCsマーカーを同定するとともに、UBCsのより詳細に分類す
ることで、いくつかのサブタイプが存在していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The cerebellum  has been reported to be involved not only in motor functions
 but also in cognitive functions and sociability. In this study, we focused on unipolar brush cells 
(UBCs), which are excitatory neurons in the cerebellar cortex and whose functions are still largely 
unknown, in order to elucidate the physiological functions of UBCs. We have deciphered genes which 
specifically expressed in UBCs by using single-cell RNA sequencing (scRNAseq) data obtained from the
 cerebellum. As a result, we identified novel UBC markers and discovered that UBCs can be further 
classified into several subtypes. We further confirmed that these specific markers are expressed in 
the cerebellum in vivo. Analyzing the neural circuit of UBC subtypes will shed light on the unknown 
cerebellar circuits which may contribute to the cognitive and/or social function of the cerebellum. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　UBCsに関する研究は、小脳皮質に存在する他の神経細胞と比較して非常に限定的である。発生的な見地から
は、 EnglundらがTbr2の免疫染色を用いることでUBCsが菱脳唇に由来すことを見出している(Englund et al. 
2006)。一方、神経回路的な見地からは第X小葉におけるUBCsが前庭神経と直接シナプス結合することが示されて
いる(Balmer 2019)。本研究によって同定されたUBCsの新規分子マーカーや詳細なサブタイプ分類は、今後、
UBCsの研究をさらに発展させるとともに、小脳神経回路や小脳機能の新しい側面を解明することにつながること
が期待される。

※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 
 小脳皮質は 5種類の抑制性神経細胞（プルキンエ細胞、ゴルジ細胞、等）と 2種類の

興奮性神経細胞（顆粒細胞、単極性刷毛細胞）という限られた種類の神経細胞から構成

されるため、神経回路システムを理解する上で非常に有用なモデルである。顆粒細胞は、

古くは 100 年以上前から多くの研究者が研究に取り組み、細胞形態や電気生理学的特

性・小脳皮質回路や小脳機能における役割等の多くが明らかにされてきた。その一方で、

もう一種類の興奮性神経細胞である単極性刷毛細胞(Unipolar Brush Cells; UBCs)につい

ては細胞の起源はわかっている一方で、生理機能に関してはあまり研究が為されておら

ず、小脳機能にどのような役割を果たしているのかほとんど不明である。しかし、UBCs

の数は少なくなく（プルキンエ細胞とほぼ同数）、特に高次機能への関与が示唆される

小脳尾側に多く分布することなどから UBCs が小脳皮質回路で重要な役割を果たして

いると考えられる。しかしながら、圧倒的多数の顆粒細胞に囲まれた中から UBCsを選

別する良い方法がなかったことで UBCsを対象とした研究は非常に困難であった。以上

のように、UBCsは未だに不明な点が多く残る小脳機能を解明する上で、その重要性を

十分に把握されていたにも関わらず、研究開始当初には、技術的な限界により研究が存

在していたため解析が十分に進んでいなかった。一方、近年の生物学研究の発展により、

UBCs を特異的にマークするマウスの作出や、UBCs 特異的な遺伝子発現の解析が可能

となっていた。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、 (1) 単一細胞 RNAseqデータ(single cell RNAseq; scRNAseq)の解析による

UBCsの網羅的な遺伝子発現解析と(2) UBCsにおいて Creを発現するマウス系統を用い

た神経回路網探索を行うことにより、上述の技術的な困難を解決し、小脳神経回路や小

脳機能に果たす UBCsの機能を解明することを目的に、研究を行なった。 

 
 
３．研究の方法 
(1)scRNAseq解析による UBCsの網羅的な遺伝子発現解析 
 scRNAseq データは、公共の scRNAseq データ(GSE165371)を GEO からダウンロード

し、Seuratパッケージを用いて解析を行なった。また、我々が作出した UBCsにおいて

Cre を発現するマウス系統(UBC-Cre)と Cre 依存的に EGFP を発現する ROSA-EGFP マ

ウスを掛け合わせた UBC-Cre;ROSA-EGFPマウスを生後 2週齢でサンプリングした。サ

ンプリングしたマウスから小脳を抽出し、UBCsが豊富に存在する小脳後部を分散した

後、Chromium controllerを用いて single cell ライブラリーを作成した。 
 
(2)UBC-Creマウスを用いた神経回路解析 
   8-10週齢の UBC-Creマウスに対して、麻酔下で頭部を固定し小脳虫部第 IX葉及

び第 X 葉にマイクロニードルを挿入し、Cre 依存的に GFP を発現するアデノ随伴ウィ

ルス(AAV)を感染させた。感染から 2週間後に、マウスをサンプリングし、小脳におい

てウィルスが感染した細胞と、その細胞の投射経路を調べた。 
 
 
４．研究成果 



(1) UBCsにおける網羅的な遺伝子発現解析 
 小脳 scRNAseq データから UBCs の遺伝子発現
プロファイルを解析し、UBCsのサブタイプを調べ
た。まず、全小脳細胞を含むデータセットをクラス
タリングし、UBCsマーカーの発現から、UBCsを
含む細胞クラスターを同定した(図 1)。その後、
UBCsを含むクラスターのみを抽出し、サブクラス
タリングを行い、UBCsのサブタイプを探索した。
興味深いことに、既知のマーカーである mGluR1, 
Calretinin, Plcb4 では分類できないサブタイプが存
在していることを見出した。すなわち、scRNAseq
によって、既存の手法では同定できなかった UBCs
のサブタイプを同定できることが示された。次に、
これらのサブタイプで特異的に発現しているマー
カー遺伝子を探索した。その結果、同定されたサブタ
イプ内では、イオンチャネルや、膜分子の発現が異な
ることを見出した。この結果は、遺伝子発現だけでは
なく、細胞の機能や電気生理学的な特性もサブタイ
プ間で異なっていることを示唆している。今後は、こ
れらの細胞に発現する遺伝子からサブタイプ特異的
な Cre発現マウスの作成を計画している。また、 
これらのサブタイプがいつから存在しているか、そ
して、真に生体内に存在する UBCs のサブタイプで
あるかを調べるために、生後 2週齢の UBC-Cre;ROSA-EGFPマウスの小脳から細胞を抽
出し、GFP陽性細胞のみを FACSによってソーティングすることで、UBCsのみを単離
し、それらを chromium controllerによって、single cell ライブラリー化したサンプルを
取得した。生後 2週齢においては、UBCsのみに GFPの発現がみられるため、これによ
って、よりピュアな UBCs細胞群における遺伝子発現とサブクラス分類の検証を行なっ
ていく予定である。 
 
(2) UBC-Creマウスを用いた神経回路解析 
 8-10週齢の UBC-Creマウスに対して、Cre依存的に GFPを発現する AAV-Flex-EGFP
をインジェクションし、UBCsの投射経路を調べた。残念ながら、本研究で用いた UBC-
Creマウスは、UBCs以外の細胞でも微量の CREを発現していることが解析を進めてい
く中で明らかとなったため、8-10週齢の成体マウスを用いた解析は困難であることがわ
かった。その後、UBCsでのみ Creを発現する時期を詳細に調べると、生後から 4週齢
までは、UBCsに特異的であり、その後から徐々にプルキンエ細胞などで発現がみられ
ることがわかってきた。そのため、現在は、生後初期にインジェクションをし、4週目
までに、UBCsを除去する系の立ち上げを行なっている。また、新たな UBCs特異的な
Cre発現マウスを導出するために、上記の scRNAseqのデータを用いて、UBCsに特異的
に発現する遺伝子を探索した(図 3)。その結果、イオンチャネルの機能を持つ膜分子が、
UBCs特異的に発現していることを見出した。今後、この遺伝子をターゲットにした新
たな UBCs特異的な Creマウスの系統を作出することを検討している。 
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