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研究成果の概要（和文）：	
 kirrel3 の高次脳機能における役割を検討するため、kirrel3 欠損

マウスを作製し、そのヘテロマウスを用いて中枢神経系や感覚器系における詳細な発現解析を

行った。その結果、kirrel3 が生後の発達過程の脳や網膜、嗅上皮等に強く発現していること

を見いだした。成獣の脳では、嗅覚（嗅球、嗅皮質、扁桃体）-大脳辺縁系（海馬、線条体、前

頭前皮質）回路、聴覚路、小脳̶前庭系回路等に強い発現がみられた。また kirrel3 欠損マウス

の行動学的解析の結果、新規環境における行動異常が認められたことから、kirrel3 が神経回

路の形成とその機能の維持に重要な役割を果たしていることが示唆された。	
 

 
研究成果の概要（英文）： To gain insights into the role of kirrel3 in the brain, we investigated the 
expression pattern of kirrel3 in the sensory organs and brain using kirrel3-lacZ knockin mice.  The 
intense expression of kirrel3 was observed in the brain, retina, and olfactory epithelium during postnatal 
stages.  In the adult brain, kirrel3 was intensely expressed in the olfactory-limbic, auditory, and 
vestibulo-cerebellar circuits.  In addition, we observed that kirrel3-knockout mice displayed increased 
locomotor activities in a novel environment.  These results suggest that kirrel3 plays important roles in 
the formation and maintenance of neural circuits in the brain. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 神経系の発生過程において機能する細胞
接着因子として、免疫グロブリンスーパーフ
ァミリー（IgSF）は最も大きなファミリーを
形成しているが、一部の分子以外については
十分な知見が得られていない。IgSF のメンバ

ーである kirreはショウジョウバエの筋組織
の発生過程において必須であることが報告
されているが、神経系における役割は不明で
ある。我々は SST-REX 法(Kojima	
 and	
 Kitamura,	
 
Nat	
 Biotechnol,	
 1999)を用いて kirre のマ
ウスホモログである kirrel3 をクローニング
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し(Ueno	
 et	
 al,	
 Nat	
 Immunol,	
 2003)、神経
系における発現を検討してきた。その結果、
kirrel3 は感覚系の神経回路を形成している
神経核の神経細胞で発現し、ホモフィリック
な結合のみならず、ネフリンとのヘテロフィ
リックな結合を示唆する発現パターンを示
した(Morikawa	
 et	
 al.,	
 Neuroscience,	
 2007)。	
 
 
２．研究の目的 
	
 マウスの kirrel3 の遺伝子座に核移行シグ
ナルを付加したβ-ガラクトシダーゼを挿入
することにより kirrel3 欠損マウスを作製し、
そのヘテロ欠損マウスを用いて、kirrel3 の
正確な時間的・空間的発現を検討する。また、
二重免疫染色法により kirrel3 発現細胞を同
定する。さらに、kirrel3 発現細胞の関連し
ていた神経回路に異常がないかを野生型マ
ウス、ヘテロ欠損マウス、ホモ欠損マウスを
用いて、組織学的・行動学的に解析すること
により、kirrel3 が神経回路網形成と高次脳
機能の制御に関与するメカニズムを解明す
る。 
 
３．研究の方法 
(1)kirrel3 の発達過程、及び成獣神経系にお
ける発現解析	
 
	
 kirrel3 ヘテロ欠損マウスの感覚器組織や
脳組織から切片を作成し、LacZ 染色により
kirrel3 の発現パターンを検討した。	
 

(2)発達過程、及び成獣神経系における

kirrel3 発現細胞の同定	
 

	
 kirrel3ヘテロ欠損マウスの感覚器組織や

脳組織から切片を作成し、β-ガラクトシダー
ゼに対する抗体と種々の細胞のマーカー分子

に対する抗体を用いた二重免疫染色法により

kirrel3発現細胞を同定した。	
 

(3)kirrel3 ホモ欠損マウスの組織学的解析	
 

	
 野生型、及び kirrel3 ホモ欠損マウスの感

覚器組織や脳組織から切片を作成し、HE 染色、

及び神経細胞のマーカーである NeuN やシナ

プスマーカーである synaptophysin、PSD-95、

VGLUT1 などに対する抗体を用いた免疫染色

法により組織学的異常の有無を検索した。	
 

(4)kirrel3 ホモ欠損マウスの行動学的解析	
 

	
 野生型、及び kirrel3 ホモ欠損マウスの高

次脳機能の異常の有無を、視覚性前肢置き直

しテスト、嗅覚性埋没餌探索テスト、聴覚テ

スト、24 時間ホームケージ活動テスト、オー

プンフィールドテスト、高架式十字迷路テス

ト、明暗選択テスト、ロータロッドテスト、

受動的回避テスト、音声驚愕反応テスト、超

音波音声解析テスト等により検討した。	
 

	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 kirrel3 の発達過程、及び成獣神経系に

おける発現	
 
①成獣神経系における kirrel3 の発現	
 

	
 kirrel3 ヘテロ欠損マウスを用いて、成獣

神経系における kirrel3 の発現を LacZ の発

現レベルを指標に検討したところ、嗅覚路

（嗅球、嗅皮質、扁桃体）、聴覚路（蝸牛神

経節、下丘、内側膝状体、聴覚皮質）、大脳

辺縁系（海馬、線条体、前頭前皮質）、小脳

などにおいて強い発現が認められた(図１)。	
 

	
 	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図１	
 kirrel3 ヘテロ欠損マウス(B-I)、及び

野生型マウス(A)の脳の LacZ 染色（A,B;	
 矢

状断面、C-I;	
 冠状断面）。スケールバーは 5 
mm (A-I). 
	
 

	
 

	
 さらに kirrel3 ヘテロ欠損マウスの組織切

片を用いた LacZ 染色により kirrel3 の発現

を詳細に検討した結果、海馬では歯状回の顆

粒細胞層に強く、大脳皮質では、嗅皮質、聴

覚皮質の神経細胞に広く LacZ の発現がみら

れたのに対して、前頭前皮質、運動皮質、視

覚皮質、一次体性感覚皮質では II 層と V 層

に発現が多く認められた（図２）。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図２	
 kirrel3 ヘテロ欠損マウスの海馬(A,B)、

中隔(C)、大脳皮質(D,E)における LacZ 染色。

スケールバーは 200 µm (A-C)、100 µm (D,E). 
 
 
	
 嗅球では嗅神経層を除く全層に、線条体で

は腹側に多く発現を認めた（図３）。小脳皮

質では、分子層及び顆粒細胞層に広く LacZ

の発現がみられた。一方、プルキンエ細胞層

では、後葉、片葉小節葉（前庭性小脳）のご

く一部の細胞にのみ発現がみられた(図４)。	
 

	
 

	
 



 
 
 
	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図３	
 kirrel3 ヘテロ欠損マウスの嗅球(A)、

線条体(B,C)、視床(D)、上丘(E)、黒質(F)、	
 

蝸牛神経核(G)における LacZ 染色。スケール

バーは 100 µm (A)、200 µm (B-G). 
	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図４	
 kirrel3 ヘテロ欠損マウスの延髄(A,B)、

小脳(C-F)における LacZ 染色。スケールバー

は 200 µm (A-C,F)、100 µm (D,E).	
 
	
 
②発達過程の神経系における kirrel3 の発現	
 
	
 kirrel3 ヘテロ欠損マウスを用いて、発達
過程の脳における LacZ の発現を検討した結
果、胎生 9.5 日齢で後脳の神経上皮の辺縁層
において発現を認め、嗅球、線条体、大脳皮
質、小脳では胎生 13.5 日齢から、海馬では
胎生 17.5 日齢から、主に分化した神経細胞
が分布する部位に発現を認めた（図５、６）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図５	
 kirrel3 ヘテロ欠損マウスの胎生 13.5

日齢(A,D)、15.5 日齢(B,E)、17.5 日齢(C,F)

の嗅球(A-C)、前脳(D-F)における LacZ 染色。

スケールバーは 100 µm (A-C)、200 µm (D-F). 
 

 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図６ kirrel3 ヘテロ欠損マウスの胎生 13.5

日齢(A,D)、15.5 日齢(B,E)、17.5 日齢(C,F)

の海馬(A-C)、小脳(D-F)における LacZ 染色。

スケールバーは 200 µm (A-F). 
	
 

	
 海馬歯状回での LacZ の発現は、生後 7 日

齢では分化した神経細胞が存在する表層部

にのみ認められたが、生後 14 日齢から 21 日

齢にかけては歯状回の深層にもその発現が

みられるようになり、成獣においては歯状回

の全層で発現が認められた（図７）。 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
 
 
図７ kirrel3 ヘテロ欠損マウスの胎生 17.5

日齢(A)、及び生後 0 日齢(B)、	
 3 日齢(C)、	
 7

日齢(D)、14 日齢(E)、	
 21 日齢(F)、28 日齢

(G)、	
 70 日齢(H)の海馬歯状回における LacZ

染色。スケールバーは 100 µm (A-H). 
	
 



	
 小脳では、生後 7 日齢から 14 日齢にかけ

て、分子層、顆粒細胞層における LacZ 発現

細胞数が増加した(図８、９)。 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
 
 
 
図８ kirrel3ヘテロ欠損マウスの生後0日齢
(A,B)、3 日齢(C,D)、	
 7 日齢(E,F)の小脳前

側（A,C,E）、及び後側(B,D,F)における LacZ

染色。スケールバーは 100 µm (A-F). 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
 
図９ kirrel3 ヘテロ欠損マウスの生後 14 日
齢(A,B),	
 21 日齢(C),	
 70 日齢(D-F)の小脳に

おける LacZ 染色。矢尻はプルキンエ細胞を

示す。スケールバーは 200µm (A,C,E)、100µm 
(B,D,F). 
	
 

③発達過程、及び成獣の網膜における

kirrel3 の発現	
 

	
 発達過程の網膜では、胎生15.5日齢でLacZ

の発現を認め、胎生 17.5 日齢では多くの網

膜神経節細胞、及び内顆粒細胞層の一部にそ

の発現が認められた（図１０）。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図１０  kirrel3 ヘテロ欠損マウスの胎生
15.5 日齢(A,B)、17.5 日齢(C,D)の網膜にお

ける LacZ 染色。図 B、D は図 A、C の四角内

の拡大像。スケールバーは 200 µm (A,C)、50 
µm (B,D). 

	
 生後 7 日齢から 14 日齢にかけては、内顆

粒細胞層における発現が増加し、成獣におい

てもその発現が持続していた（図１１）。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
 
 
図１１ kirrel3ヘテロ欠損マウスの生後0日
齢(A)、	
 7 日齢(B)、	
 14 日齢(C)、70 日齢(D)

の網膜における LacZ 染色。スケールバーは

50 µm (A-D). 
	
 

(2)発達過程、及び成獣の神経系における

kirrel3 発現細胞の同定	
 

	
 kirrel3 ヘテロ欠損マウスの海馬歯状回に

おいて、生後 7日齢以降で NeuN や calbindin

陽性の成熟顆粒細胞に LacZ の発現が認めら

れ、Ki67 陽性の増殖細胞や doublecortin 陽

性の神経前駆細胞にはその発現はみられな

かった（図１２－１４）。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図１２	
 生後 7 日齢(A)、14 日齢(B)、21 日

齢 (C) 、 28 日 齢 (D) の 海 馬 歯 状 回 の

doublecortin 陽性の神経前駆細胞と kirrel3
陽性細胞の発現パターン。スケールバーは

100 µm (A-D). 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図１３	
 生後 7 日齢(A)、14 日齢(B)、21 日

齢(C)、28 日齢(D)の海馬歯状回の calbindin

陽性の成熟顆粒細胞における kirrel3 の発現。

スケールバーは 100 µm (A-D). 
	
 



	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 

図１４	
 成獣海馬歯状回の NeuN 陽性(E)、

calbindin 陽性(F)の成熟顆粒細胞における

kirrel3 の発現。Ki67 陽性増殖細胞(A)や

nestin(B)、doublecortin(C)陽性神経前駆細

胞、carletinin 陽性未成熟顆粒細胞(D)には

kirrel3 の発現は認めなかった。スケールバ

ーは 100 µm (A-F).	
 
	
 

	
 また、胎生 13.5 日齢の kirrel3 ヘテロ欠

損マウスの小脳原基において、LacZ の発現は

Ki67 陽性の増殖細胞には認められず、

βIII-tubulin 陽性の分化した神経細胞に認
められた。胎生 15.5 日齢から成獣にかけて

は、Tbr-1 陽性の小脳深部核投射神経細胞に

加え、Foxp2 陽性の Purkinje 細胞において縦

縞状の発現を認めた。生後から成獣にかけて

も、calbindin陽性のPurkinje細胞において、

縦縞状の発現を認めた。さらに NeuN 陽性の

顆粒細胞や parvalbumin 陽性の介在神経細胞

においてもその発現を認めた（図１５）。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図１５	
 成獣小脳の Parvalbumin 陽性介在神

経細胞(A)、NeuN 陽性顆粒細胞(B)、及び

calbindin(E)や Hsp-25(F)陽性のプルキンエ

細胞における kirrel3 の発現。スケールバー

は 100 µm (A-F).	
 
	
 

	
 生後 7日齢の kirrel3 ヘテロ欠損マウスの
網膜では、LacZ 発現細胞は Brn3b 陽性、
syntaxin-1 陽性、Chx10 陰性、calbindin 陰
性であり、kirrel3 は網膜神経節細胞、アマ
クリン細胞に発現していると考えられた。生
後 14 日齢から成獣では、Chx10 陽性の双極細

胞にも LacZ の発現が認められた（図１６）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図１６	
 成獣網膜の Brn3b 陽性神経節細胞(A)、

Syntaxin1 陽性アマクリン細胞(B)、Chx10 陽

性双極細胞(C)における kirrel3 の発現。ス

ケールバーは 50 µm (A-D). 
	
 

(3)kirrel3 ホモ欠損マウスの組織学的解析	
 

	
 kirrel3 ホモ欠損マウスの脳の肉眼的所見、

HE 染色所見、及び神経細胞のマーカーである

NeuN やシナプスマーカーであるシナプトフ

ィジン、PSD-95、VGLUT1 などに対する抗体を

用いた免疫染色法を行った結果、野生型マウ

スと明らかな差は認められなかった。	
 

	
 

(4)kirrel3 ホモ欠損マウスの行動学的解析	
 

	
 視覚性前肢置き直しテスト、嗅覚性埋没餌

探索テスト（図１７）、24 時間ホームケージ

活動量テスト（図１７）において、野生型マ

ウスと有意な差は認められなかった。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図１７	
 kirrel3 ホモ欠損マウスの嗅覚性埋
没餌探索テスト(A)、及び 24 時間ホームケー
ジ活動量テスト(B)。	
 
	
 
	
 高架式十字迷路テスト、及び明暗選択テス
トでは、不安傾向の指標となるオープンアー
ム滞在時間や明室滞在時間には野生型マウ
スと有意な差は認められなかった（図１８）
が、運動量の指標となる総移動距離、及び明
室・暗室間横切り回数がホモ欠損マウスで有
意に亢進していた（図１８）。さらにオープ



ンフィールドテストにおける総移動距離も
ホモ欠損マウスにおいて有意に亢進してお
り、特に最初の 10 分間における移動距離が
亢進していた（図１９）ことから、新規環境
における活動性の過剰な亢進が示唆された。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図１８	
 kirrel3 ホモ欠損マウスの不安行動
テスト。高架式十字迷路テスト(A,B)、明暗
選択テスト(C,D)。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図１９	
 kirrel3 ホモ欠損マウスのオープン
フィールドテスト。総移動距離(A)、及び 5
分間毎の移動距離（B）。	
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