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研究成果の概要（和文）：神経発生期（細胞増殖、分化、細胞移動を意味する）とその後の成熟

期における電気的性質は、ダイナミックに変化しさまざまなカルシウムシグナルの活性を制御

しているにもかかわらず、神経回路形成における役割はいまだ不明な点が多い。本研究では、

マウス小脳顆粒細胞を対象に、細胞膜の電位変化と神経発生・成熟との関係に着目し、研究を

行った。その結果、神経成熟期の樹状突起の形態変化の詳細と活動電位依存的な細胞内カルシ

ウムイオン濃度上昇を介した成熟遺伝子の発現誘導メカニズムが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：The role of alteration of electrophysiological properties of neurons on 

the formation of neuronal network remains to be elucidated.  Using cerebellar granule 

cells, I demonstrated the processe of dendritic maturation and the mechanisms of 

activity-dependent up-regulation of maturation genes. 
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１．研究開始当初の背景 

 神経細胞は活動電位による脱分極で電位

依存性カルシウムチャネルが活性化し細胞

内カルシウムイオン濃度上昇が起こる。その

結果種々のカルシウムシグナルが活性化す

る。一方、数多くの神経細胞で発生（増殖・
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分化・移動）期、静止膜電位は浅く脱分極傾

向にあるが、成熟期を経た細胞では分極する

ことが報告されている。静止膜電位の脱分極

も細胞内カルシウムイオン濃度上昇を誘発

する。多くの研究では発生・成熟期に静止膜

電位が分極していく事を考慮しない。我々は、

活動電位による脱分極と静止膜電位の脱分

極を区別することで、発生期と成熟期でカル

シウムの作用が異なることを示してきた

（ Nakanishi S., Okazawa M., 2006, J 

Physiol.575, 389-95, Iijima K., Abe H., 

Okazawa M., et. al., 2008, PNAS, 105, 

12010-5）。 

 

２．研究の目的 

 申請者らはこれまでに神経成熟期におけ

る静止膜電位の分極がカルシニュリン脱リ

ン酸化酵素の活性を制御し、シナプス形成

（樹状突起の剪定、樹状突起先端における鉤

爪状構造の形成、シナプス後電流の誘発）を

誘導することを明らかにした。また、活動電

位が成熟遺伝子の一つである NR2C NMDA

受容体の発現誘導に必須であることを見出

した。そこで、本研究課題は、シナプス形成

の過程である、樹状突起の成熟過程を解析す

ることと、活動電位が成熟遺伝子の発現を誘

導するメカニズムを解明することを目的と

した。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、主に野生型マウスの小脳顆粒

細胞の初代培養系および小脳スライス器官

培養系を用いた。小脳顆粒細胞への遺伝子導

入はリポフェクション法とエレクトロポー

レーション法を用いた。種々の阻害剤を培養

液に加え、その影響を調べた。解析方法とし

ては、定量的 PCR 法等を用いた分子生物学

的解析や、免疫組織学的解析、生化学的解析、

細胞生物学的解析、形態変化の解析を行った。

さらに、Fura-2 を用いた細胞内カルシウム

イオン濃度測定などのバイオイメージング

解析や、パッチクランプ法による電気生理学

的解析を行い、関与する分子の神経回路形成

における生理機能の解析を行った。 

 
４．研究成果 

（１）小脳顆粒細胞の成熟期のシナプス形成

を特徴づける、樹状突起の剪定と鉤爪状構造

の形成の形態変化の過程を解析するために、

小脳スライス器官培養系を用いて小脳顆粒

細胞の長時間連続観察可能な系を確立した。

即ち、メンブレン上に配した小脳スライス中

の顆粒細胞に GFP 発現ベクターを導入後、

正立顕微鏡下、33℃、5%CO2 下で培養しな

がら長時間タイムラプス観察ができる系を

立ち上げた。その結果、移動期の後、多数の

樹状突起を伸ばした小脳顆粒細胞は、樹状突

起の剪定と同時進行して、鉤爪状構造を形成

することがわかった。 

  

（２）カルシウム指示薬 Fura-2 を用い、小

脳顆粒細胞の初代培養における細胞内カル

シウムイオン濃度測定を行った。その結果、

神経成熟期に、周期的な細胞内カルシウムイ

オン濃度上昇が誘発されることがわかった。

この細胞内カルシウムイオン濃度上昇は、グ

ルタミン酸受容体のアンタゴニスト

(NBQX+CPP)の存在下で阻害された。また、

電位依存性ナトリウムチャネル阻害剤

（tetrodotoxin）の存在下でも阻害された。

即ち、神経成熟期に起こる細胞内カルシウム

イオン濃度上昇はシナプス伝達依存的かつ

活動電位依存的に誘発されることがわかっ

た。また、定量的 RT-PCR法を用いた結果か

ら、以下のどの条件、即ち、薬理学的にグル

タミン酸受容体を阻害した場合にも、

tetrodotoxin により活動電位を阻害した場合

にも、電位依存性カルシウムチャネルを阻害



 

 

した場合にも、一連の成熟遺伝子（GABAA6, 

NR2C, Kv1.1, Tiam1等）の発現誘導が抑制

されることが明らかになった。Nav1.2 イオ

ンチャネルを siRNA でノックダウンし、パ

ッチクランプ法で解析したところ、活動電位

の発生が抑制された。また、活動電位依存的

な細胞内カルシウムイオン濃度上昇の結果、

転写因子 Etv1 が発現誘導することがわかっ

た。さらに、転写因子 Etv1 のノックダウン

実験では成熟遺伝子の発現誘導が阻害され

たことから、転写因子 Etv1 が成熟遺伝子の

発現誘導に必須であることが明らかになっ

た。 
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