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研究成果の概要（和文）：嗅球介在ニューロンは、胎生期のみならず成体期でも常に新生され、既存の神経回路に編入
されている。また嗅球の神経回路は匂い経験に依存して再編されると考えられているが、その分子機構は不明である。
私共はこれ迄に、匂い経験依存的な介在ニューロンの樹状突起の発達やスパインの形成に関与する膜蛋白質5T4や転写
因子Npas4を同定した。そこで本研究では、嗅球介在ニューロンの樹状突起において、Npas4がその発現量に応じて、
Mdm2のユビキチン化を介して、微小管結合蛋白質のダブルコルチンを分解することにより、スパイン形成を制御してい
ることを明らかにした（Cell Reports, 8, 843, 2014）。

研究成果の概要（英文）：Sensory experience regulates neuronal development in various brain structures, 
including the cortex, hippocampus and olfactory bulb (OB). However, little is known about the 
developmental role of sensory experience in major OB populations of inhibitory interneurons, such as 
granule cells (GCs). In this study, we identified a transcription factor Npas4 gene, which is expressed 
in a subset of OB GCs following sensory experience. Npas4 overexpression in newborn OB GCs increased the 
spine density even under sensory deprivation. Conversely, Npas4-KO mice resulted in a significant 
reduction in the spine density of OB GCs. Furthermore, we identified, as a novel target of Npas4, an E3 
ubiquitin ligase Mdm2 gene, which is expressed at low levels in the wild-type OB but at higher levels in 
the Npas4-KO OB. These results suggest that Npas4 regulates Mdm2 expression to ubiquitinate and degrade a 
microtubule-associated protein Dcx for shaping the dendritic spines of OB GCs after sensory experience.

研究分野：分子生物学、神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 嗅細胞で受容された匂い情報は、投射先
である嗅球に送られ、そこで処理されてか
ら、更に嗅皮質へ伝えられ認識される。嗅
球における抑制性の介在ニューロン（傍糸
球細胞・顆粒細胞）は、二次ニューロンで
ある房飾細胞や僧帽細胞とシナプスを形成
し、側方抑制などにより匂い情報を処理し
ている。また、嗅球介在ニューロンは、例
外的に胎生期のみならず成体期でも常に新
生され、既存の神経回路に編入され続けて
いるというユニークな特徴を持ち、再生医
療の分野からも注目されている（図１）。 

 
２．研究の目的 
申請者らは、1回膜貫通型の糖蛋白質 5T4
が、匂い刺激に応じて嗅球介在ニューロンの
樹状突起の枝分れの度合いを制御しているこ
とを報告した 1）。しかし、嗅球介在ニューロ
ンの樹状突起でのスパイン（シナプスを構築
する棘突起）形成のメカニズムについては不
明のままであった。そこで、本研究では、嗅
球介在ニューロンにおける匂い刺激依存的な
スパイン形成の分子機構を解明した 2）。 
 
３．研究の方法 
(1) 鼻孔遮蔽により嗅球介在ニューロンにお
いて発現が変化する遺伝子の DNAマイ
クロアレイ解析 
(2) レンチウイルスベクターを用いた嗅球介
在ニューロンにおける Npas4遺伝子の過
剰発現やノックダウン解析 
(3) Npas4抗体を用いたクロマチン免疫沈降
‐シークエンシング（ChIP-Seq）解析 
(4) 野生型と Npas4ノックアウトマウスの嗅
球において合成量が変化する蛋白質のプ
ロテオミクス解析 

 
４．研究成果 
(1) 申請者らは、匂い刺激依存的なスパイン
形成の分子メカニズムを明らかにするために、
鼻孔の開いている側と閉じている側の嗅球の
間で発現量が変動している遺伝子を、DNA
マイクロアレイ法を用いて探索した 2）。その
結果、転写因子である Npas4 遺伝子の発現が、

嗅球介在ニューロンにおいて匂い刺激依存的
に誘導されていることを見出した（図２）。 

 
(2) 申請者らは、嗅球介在ニューロンにおけ
る Npas4の機能を明らかにするために、レン
チウイルスベクターを用いて、その過剰発現
を行った。その結果、Npas4を過剰発現した
嗅球介在ニューロンでは、コントロールに比
べて、樹状突起のスパイン密度が増加してい
た。逆に、Npas4遺伝子の発現を shRNAに
より抑制した場合やノックアウトした場合に
は、野生型の嗅球介在ニューロンに比べて、
樹状突起のスパイン密度が減少していた。こ
れらの結果から、嗅球介在ニューロンでは、
匂い刺激により Npas4遺伝子の発現が誘導さ
れ、その発現量に応じてスパイン数の増減が
制御されていることが明らかになった。 
 
(3) 申請者らは、Npas4は DNA領域に結合
して遺伝子の発現を調節する転写因子である
ので、その下流にあるスパイン形成に関与す
る遺伝子の発現を制御していると推測した 2）。
そこで、Npas4が発現制御している下流遺伝
子を、Npas4蛋白質が結合する DNAを同定
する ChIP-Seq法を用いて探索した。得られ
た候補遺伝子について、嗅球介在ニューロン
での発現を調べたところ、蛋白質の分解を促
進する E3ユビキチンリガーゼの１つである
Mdm2遺伝子の発現が、Npas4ノックアウト
マウスでは野生型よりも増加していた。 
 
(4) 申請者らは、Mdm2が分解する標的蛋白
質を、プロテオミクスを用いて探索した。そ
の結果、Npas4ノックアウトマウスの嗅球介
在ニューロンでは、Mdm2蛋白質の増加に
伴って、微小管結合蛋白質であるダブルコル
チン（Dcx）の分解が促進していた。さらに、
ダブルコルチン遺伝子を嗅球介在ニューロン
で過剰発現させると、スパイン密度が増加す
ることが判明した。以上の結果から、嗅球介
在ニューロンでは、Npsa4 の発現量に応じて、
スパイン形成に関わるダブルコルチンが
Mdm2のユビキチン化により分解され、スパ



イン密度が制御されていることが明らかに
なった（図３）。 

 
匂い刺激により神経活動が盛んになった嗅
球介在ニューロンでは、Npas4の発現量が増
加し、それに伴ってスパイン密度が増加して、
より多くの二次ニューロンと接続できるよう
になると推測される。実際に、嗅球介在
ニューロンで特異的に Npas4を欠損させたマ
ウスは、構造的に似通った２つの匂い分子を
弁別学習することができないことを見出して
いるので 2）、匂い刺激によるスパイン密度の
増加は精密な嗅覚情報処理に必須であること
が示唆された。 
 
今後、嗅球介在ニューロン特異的な Npas4
ノックアウトマウスを用いて、匂いの情報処
理を電気生理学的に解析することにより、新
生ニューロンによる匂い刺激依存的な嗅球神
経回路の再編に関する生理的意義が明らかに
なると期待される。また、脳梗塞モデルマウ
スにおいて嗅球介在ニューロンの一部は、損
傷した脳の領域へ移動し、修復する性質を持
つことが知られている 3）。従って、本研究は
脳梗塞などの脳血管障害を回復させるための
新規治療法の開発にもつながると期待される。 
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