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研究成果の概要（和文）：私たちは個々のニューロンごとに異なるプロトカドヘリン(Pcdh、細胞接着分子)が発現する
ことを見出した。本研究は、仮説「同じPcdhを発現するニューロン同士で神経回路を作る」の検証を目的とした。具体
的には 、マウス小脳のバスケット細胞―プルキンエ細胞間の神経回路をモデル解析系とし、以下(i)(ii)を検討した。
 (i) Pcdh欠損により神経回路の配線が異常になるか? (ii)神経回路を構成するニューロン群におけるPcdh発現は同一
か? 解析に必要な遺伝子改変マウスを作製し解析した結果、本結果を支持する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：We have discovered that each neurons express random repertoire of clustered 
protocadherins (Pcdh). In this study, we examined hypothesis “Neurons with the same Pcdh allow 
connection.” The neural circuit of basket cell-to-Purkinje cell in mouse cerebellum was used as model 
system. Our aims are: (i)Pcdh-deficient results in neural circuit abnormality, and (ii) connected neuron 
pairs express the same repertoire of Pcdhs. We have obtained preliminary data supporting our hypothesis.

研究分野：神経発生・再生

キーワード： 神経回路形成　小脳　局所回路　神経ネットワーク　運動学習
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１．研究開始当初の背景 
国内・国外の研究動向及び位置づけ：個々

のニューロンは識別されている	
 

	
 ニューロンは適切なパートナーを識別し

て結合する。例えば、小脳皮質にある抑制性

ニューロンの一種、バスケット細胞は周囲に

存在する多様な細胞群(ステレイト細胞、顆

粒細胞、バーグマングリア、プルキンエ細胞)

の中からプルキンエ細胞のみと結合する。さ

らに、１つのバスケット細胞は平均 8 個のプ

ルキンエ細胞のみと結合する（注：ヒト小脳

には、プルキンエ細胞は約 1400 万個存在す

る）。”細胞種”の識別においては、接着分

子 L1CAM が関わる。一方、”個々のプルキン

エ細胞”を識別する機構はほとんど解明さ

れていない。	
 

	
 大脳皮質や網膜においても、個々のニュー

ロンを識別した神経結合が観察される。した

がって、個々のニューロン識別メカニズムの

解明は、神経結合の制御機構を知る上で重要

である。	
 

	
 

これまでの成果：ニューロンごとに異な

る Pcdh 発現パターン	
 

	
 個々のニューロンはどのように識別され

るのだろうか？。申請者らは、この過程にも

接着分子が関わると考えた。特に、個々のニ

ューロンごとで発現が異なる接着分子の関

与を想定した。そこで、クラスター型プロト

カドヘリン(Pcdh)に着目した。Pcdhは脳神経

系で発現する接着分子群である。マウスでは

58 種類の互いに異なった Pcdh遺伝子(α、β、

γ)が同一染色体上にクラスターを作ってい

る(図 1a)(Kohmura	
 et	
 al,	
 Neuron,	
 1998;	
 Wu	
 

et	
 al,	
 Cell,	
 1999)。	
 

	
 申請者らは、マウス小脳の単一プルキンエ

細胞を用いた single-cell	
 RT-PCR 法を開発

した(Esumi,	
 Kaneko	
 et	
 al,	
 Nature	
 Protocols,	
 

2006)。これを用いて、Pcdh-αおよび-γの

発現を調べた結果、個々のプルキンエ細胞に

おいて Pcdh-α、-β、-γそれぞれが細胞ご

とに異なった組み合わせでランダムに発現

していた(Kaneko	
 et	
 al,	
 JBC,	
 2006,	
 Hirano,	
 

Kaneko	
 et	
 al,	
 Front	
 Mol	
 Neurosci,	
 2012)	
 (図

１b)。これら Pcdh の組み合わせは、理論上

2000 万以上の多様性をもたらす。さらに、大

脳皮質や海馬の錐体ニューロン、背根神経節

や三叉神経節のニューロンにおいても、個々

のニューロンごとに異なる Pcdh が発現して

いた。	
 

	
 以上の結果は、Pcdhが個々のニューロンを

識別する分子基盤となる可能性を示唆して

いる。	
 

 
２．研究の目的 
	
 最近、外国のグループが血球系培養細胞の

強制発現系を用いて、同一の Pcdh 間でのホ

モフィリック結合を報告した。以上を踏まえ

「同一の Pcdh を発現するニューロン同士が

神経結合する」との仮説を立てた。本仮説を

検証するためには以下の２点を明らかにす

る必要がある。	
 

(i) Pcdh 欠損により神経結合が異常にな

るか？	
 

(ii)神経結合するニューロン間における	
 

	
 	
 Pcdh発現は同一か？	
 	
 
	
 

	
 本研究では、マウス小脳のバスケット細胞

—プルキンエ細胞間の神経回路をモデル解析

系とし、上記(i)(ii)を検討する。	
 

	
 

研究期間内の目的	
 

	
 研究期間内に、仮説「同一の Pcdh を発現

するニューロン同士が神経結合する」に白黒

つける。そのため、以下３課題を行なう（図

２）。	
 

a)	
 個々の神経回路を可視化する実験系の

開発	
 

b)	
 Pcdh欠損マウスにおける個々の神経回

路の形態学的解析	
 

c)	
 個々の神経回路における Pcdh の発現

解析	
 

 

	
 
 
 



 

 

３．研究の方法 
	
 仮説「同一の Pcdh を発現するニューロン

同士が神経結合する」を検証するためには以

下の２点を明らかにする必要がある。	
 

(i) Pcdh 欠損により神経結合が異常にな

るか？	
 

(ii)神経結合するニューロン間における	
 

	
 	
 Pcdh発現は同一か？	
 	
 
	
 

	
 本研究では、バスケット細胞—プルキンエ

細胞間の神経結合をモデル解析系とし、上記

(i)（ii）を検討する。本解析系の利点は➀

神経結合の同定が容易、➁Pcdh発現解析が進

んでいる、➂両ニューロン共に Pcdh を発現

している、の３点である。	
 

	
 	
 (i)では、Pcdh欠損によって、バスケット

細胞の配線パターンが異常になると予想さ

れる。具体的には、結合パートナーの数や配

置が変化すると予想している。このような解

析の際には、一般的にはゴルジ染色法が使わ

れる。しかしゴルジ法には運任せの部分があ

るため効率が悪い。	
 

	
 	
 (ii)では、個々の神経回路を構成するニ

ュ ー ロ ン 群 に お け る Pcdh 発 現 を

single-cell	
 RT-PCR 法 	
 (Nat	
 Protocols,	
 

2006,	
 Neuroscience,	
 2011)を用いて解析す

る。このような解析の際には、個々の神経回

路を可視化することが肝要となる。	
 

	
 本研究では上記２点に答えるため、個々の

バスケット細胞回路を可視化できる遺伝子

改変マウスを作製し、効率良く解析する。	
 

	
 さらに、(i)神経結合の異常による個体レ
ベルへの影響を調べるため、Pcdh欠損マウス
の個体レベルでの表現型も調べる。	
 
	
 
４．研究成果	
 

	
 本研究では仮説「同一の Pcdh を発現する

ニューロン同士が神経結合する」を支持する

結果を得た。課題ごとの具体的な成果を以下

に述べる。	
 

	
 

（１）課題 a での成果	
 

a)	
 個々の神経回路を可視化する実験系の

開発	
 

	
 個々のバスケット細胞を可視化する実験

系の確立に成功した。すなわち、以下の２

重Tgマウスへのタモキシフェン投与により、

ごくわずかのバスケット細胞で蛍光タンパ

ク質を発現することが出来た。	
 

[１系統目]	
 Cre依存的 GABAニューロン特異

的な蛍光タンパク質発現マウス	
 

	
 Cre 活性依存的に赤色蛍光タンパク質を

発現する、VGAT-stop-tdTomato マウスを作

製した。組織学的解析により「GABA ニュー

ロン特異的」かつ「充分に強い蛍光」を確

認した。	
 

[2 系統目]バスケット細胞でまばらに Cre

活性化するマウス	
 

	
 薬剤(タモキシフェン)投与量によって

DNA 組換え頻度を制御できる CreER 遺伝子

をバスケット細胞にて発現するマウス	
 

(Galntl4-CreER マウス)を作製した。	
 

	
 

	
 

	
 

最適なタモキシフェン投与条件の決定	
 

	
 上記２系統のマウスを交配した２重Tgマ

ウスを作製した。タモキシフェンの投与量

と時期を検討した結果、胎生 18.5 日に 2	
 mg

のタモキシフェン投与により、まばらにバ

スケット細胞を可視化できることを見出し

た(図３)。 
	
 

（２）課題 b での成果	
 

b)	
 Pcdh 欠損マウスにおける個々の神経回

路の形態学的解析	
 

	
 問(i)Pcdh 欠損により神経結合が異常にな

るか？に答えるため、Pcdh 欠損マウス小脳の

バスケット細胞の配線パターン解析を検討

した。小脳バスケット細胞にて Pcdh を欠損

させるため、PV-Cre と Pcdh	
 flox マウスを交

配し、小脳バスケット細胞にて Pcdh を欠損

するマウス(PV-Cre::Pcdh-g	
 cKO マウス)を

作製した。その結果、以下を見出した。	
 

PV-Cre::Pcdh-g	
 cKO マウスは：	
 

ア）運動失調を呈する	
 

イ）小脳サイズが小さい	
 

ウ）小脳分子層インターニューロン(MLI)密

度が半減している	
 



 

 

エ）成体マウスでは、小脳依存的学習課題の

一つ、瞬目条件付け学習課題では大きな

異常は無い	
 

なお、エ）の結果はオランダ・エラスムス医

療センター・Chris	
 De	
 Zeeuw 教授との共同研

究である。	
 

	
 これらの結果は、マウス小脳形成において

Pcdh が重要な役割を果たすこと、Pcdh は運

動機能発現に重要であることを示している。

興味深いことに、Pcdh 欠損による学習異常を

補償するメカニズムの存在が示唆される。	
 

	
 本 PV-Cre::Pcdh-g	
 cKO マウスの小脳 MLI

の軸索形態を細胞内バイオサイチン注入に

より調べた。その結果、軸索形態の異常が示

唆された。本結果は私達の作業仮説「同一の

Pcdh を発現するニューロン同士が神経結合

する」を支持する。	
 

	
 

（３）課題 c での成果	
 

c)	
 個々の神経回路における Pcdh の発現解

析	
 

	
 まず、申請者らが開発・利用してきたパ

ッチクランプ single-cell	
 RT-PCR 法を用い

た (Nat	
 Protocols,	
 2006,	
 Neuroscience,	
 

2011)。プルキンエ細胞にパッチクランプし、

ギガシール達成後 mRNA を吸い取り、

single-cell	
 RT-PCR法にて Pcdh発現の解析

を試みた（オランダ・ラドバウド大学・Nael	
 

Nadif	
 Kasri 助教との共同研究）。しかしな

がら、Pcdh 発現を解析できなかった。この

原因は、Pcdh 発現量が少ないためだと考え

られた。そこで、高感度の逆転写酵素や PCR

酵素を用いて条件検討したものの再現性の

ある結果は得られなかった。	
 

	
 そこで、別アプローチを試みた。すなわ

ち、蛍光タンパク質ノックインマウスの作

製である。現在最も明るいとされる蛍光タ

ンパク質 tdTomato 遺伝子を Pcdh 遺伝子座

にノックインした遺伝子改変マウスを作製

した。その結果、見事に Pcdh 遺伝子発現を

可視化できた。現在までの予備的検討では、

本ノックインマウス小脳のバスケット細胞

—プルキンエ細胞間の神経回路において

tdTomato 遺伝子（すなわち、Pcdh 遺伝子）

の発現を見出している。本結果は私達の作

業仮説「同一の Pcdhを発現するニューロン

同士が神経結合する」を支持する。	
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