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研究成果の概要（和文）：  小脳は、運動学習や恐怖などの情動に関する学習において重要な役割を果たしてい
る。ゼブラフィッシュをモデル動物として小脳神経の発生と回路形成機構の研究を行った。小脳顆粒細胞の増殖
と分化に異常をきたす変異体の解析から、細胞周期の進行とクロマチンリモデリングに関与する遺伝子が小脳神
経の生成に関わっている明らかとした。さらに基底膜が神経軸索の正確な走行に重要な役割をしていることを見
出した。また、ゼブラフィッシュ仔魚を用いた恐怖条件付け学習の実験系を構築した。小脳顆粒細胞は、学習過
程において活性が変化した。顆粒細胞のコーディングの変化が、条件付けと条件反応からの回復を制御している
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The cerebellum plays an important role for motor learning and classical fear
 conditioning. To understand the genes that control the generation of cerebellar granule cells and 
their axogenesis, I investigated two zebrafish mutants. The cranio facial development protein 1 gene
 controlled granule cell defferentiation by switching proliferation state to differentiation state 
in the precursors. The component of beaement-membrane, type IV collagens, regulated the axogenesis. 
I established a method for the classical fear conditioning paradigm by using zebrafish larva. The 20
 days zebrafish larvae acquired the conditioned fear responses. Inhibition of granule-cell 
transmission impaired the recovery from conditioned responses. I found conditioning-dependent 
changes in granule cell encoding. There were two types of conditioning-associated neurons in the 
cerebellum. These results indicate that granule cells control the recovery from conditioned fear 
responses in zebrafish.

研究分野：発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 小脳は、感覚情報と運動に連動した二つの
入力情報を統合することにより、円滑な運動
の制御と運動学習を行う。また、条件付け恐
怖学習など情動による適応運動に中心的な
役割をしていると考えられている。さらに近
年は、運動から意識や思考といった高次脳機
能に関与していることが示唆されている。小
脳皮質は、分子層（顆粒細胞の平行線維とプ
ルキンエ細胞の樹状突起からなる）、プルキ
ンエ細胞層、顆粒細胞層の 3層からなり、こ
の構造は広く脊椎動物において保存されて
いる。また、小脳の神経細胞は主に二つのグ
ループに分けられる。グルタミン酸作動性の
興奮性神経である顆粒細胞と深部小脳核神
経細胞（真骨魚類においては eurydendroid
細胞）と GABA 作動性の抑制性神経であるプ
ルキンエ細胞と介在神経（ゴルジ・星状細胞）
である。小脳皮質のプルキンエ細胞は、小脳
外からの登上線維と苔状線維の2種類の入力
信号を受ける。苔状線維は、中枢神経の様々
な領域にある小脳前核（中脳背側被蓋核、視
蓋前域神経など）からの線維が顆粒細胞の樹
状突起にシナプスを形成する。苔状線維から
の入力は、顆粒細胞の軸索である平行線維に
伝えられ、平行線維は最終的にプルキンエ細
胞の樹状突起末端にシナプスを形成する。登
上線維は、脳幹部に位置する下オリーブ核か
ら起こり、プルキンエ細胞の細胞体近辺に終
わる。プルキンエ細胞では登上線維と平行線
維の信号が統合され、出力信号を興奮性投射
神経である小脳核（魚類;eurydendroid 細胞）
に送る（図 1）。小脳パーセプトロン仮説では、
苔状線維刺激が多数存在する顆粒細胞に分
散表現される。多数の平行線維からプルキン
エ細胞樹状突起へのシナプス荷重が、1 本の
登上線維の刺激を教師信号としてそれぞれ
の入力に応じて変化し、学習が行われると考
えられた。登上線維と苔状線維からの同時刺
激により、平行線維―プルキンエ細胞間シナ
プス長期抑制（LTD）が発見され、この仮説
が支持された（Ito, M. Nat. Rev. Neurosci 
9, 304, 2008）。 
 これらの小脳神経回路の構造とその機能
については、マウスやニワトリの解剖学的知
見や遺伝子改変動物の解析、電気生理学的実
験によって解明されつつある（Review; 
Neuroscience 162,723-731. 2009）。さらに

恐怖学習や運動学習における長期抑制とそ
の分子基盤についても多数報告されている。
しかしながら、小脳依存的な学習過程におけ
る神経細胞群としての機能の詳細は明らか
ではない。また、小脳神経回路の発達段階と
学習能力の関係は定かではない。また、恐怖
条件付け学習における小脳と他の脳領域、例
えば扁桃体などとの関係も不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、ゼブラフィッシュ小脳
神経ネットワークの詳細な解析と小脳依存
的な学習能力の測定とその過程における神
経活動の可視化を行い、これまでの発生学的、
解剖学的知見と合わせて小脳の構造と機能
を統合的に理解していくことを目的とした。 
 小脳神経の形成不全をきたすゼブラフィ
シュ変異体の解析から、顆粒細胞の生成と軸
索形成の新しい分子機構を探る。また、小脳
に蛍光タンパクなどを発現するトランスジ
ェニックフィッシュの同定と性格付けによ
って神経回路網を明らかとするとともに小
脳機能解析のためのツールを得る。これらの
ゼブラフィッシュを使って、小脳の機能解析
と神経活動のモニタリングを行い、構造と機
能の関係を明らかとすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 小脳変異体の解析 
 ゼブラフィッシュを用いて小脳神経細胞
の発生と神経回路形成機構を明らかとする
ために変異体を解析した。 
① gazami 変異体 
gazami 変異体では顆粒細胞が減少していた。
gazami 変異体の原因遺伝子である cranio 
facial development protein 1(cfdp1)と相
互作用する遺伝子を Yeast two hybrid 法で
検索した。細胞周期関連遺伝子の発現を調べ
た。 
② shionameki 変異体 
shionameki 変異体では顆粒細胞の軸索走行
が乱れていた。shionameki 変異体の原因遺伝
子は IV 型コラーゲンである。IV 型コラーゲ
ンは、基底膜構成因子の一つなので変異体に
おける基底膜構造の詳細な解析を免疫染色
法と電子顕微鏡を用いて行った。軸索伸張や
再生過程を継時的に観察した。軸索走行に関
与する因子であるRobo-Slit経路の関与につ
いて調べた。 
 (2) 小脳神経のコネクション解析 
 小脳神経回路形成に関わる神経細胞特異
的に転写活性化因子 Gal4FF を発現するトラ
ンスジェニックゼブラフィッシュを複数種
類同定して性格付けを行った。免疫染色法や
in situ ハイブリダイゼーション法によって
どのような小脳神経細胞に Gal4FF が発現し
ているかを調べた。小麦麦芽凝集素（WGA）
を顆粒細胞に発現させることによって小脳
における神経回路網を解析した。蛍光タンパ
クを発現するトランスジェニックゼブラフ



ィッシュから、顆粒細胞とプルキンエ細胞を
FACS によって取り出し、RNA sequencing 法
によって発現する遺伝子を網羅的に調べた。 
(3) 恐怖条件付け学習 
① 仔魚を用いた恐怖条件付け学習系の樹
立 
 アガロースに拘束したゼブラフィッシュ
稚魚に対して、白色 LED あるいは赤色 LED の
消灯を条件刺激として、体表への電気ショッ
クを無条件刺激として、条件反応として心拍
の低下（徐脈）を測定した(図 2)。生後 20 日
前後の仔魚を用いて、条件付け学習過程を解
析した。それぞれのニューロン特異的にボツ
リヌス毒素を発現するトランスジェニック
フィッシュで恐怖学習パラダイムを行い、小
脳のどの領域のどのようなニューロンが関
与しているかを解析した。 

② 学習時における神経活動変化のモニタリ
ング 
 汎神経マーカーであるelav3遺伝子エンハ
ンサーによってGCaMP7aを発現するトランス
ジェニックフィッシュを用いて、学習前、学
習中、学習後における小脳神経の活動の変化
を記録した。生後 20 日前後のゼブラフィッ
シュ仔魚について神経活動の変化と心拍数
の変化を観察した。 
(4) 回避学習 
遅延条件付け回避学習（非痕跡） 
 狭い通路を通じて往来できる 2 つのコンパ
ートメントに分割された水槽に魚を入れる。
魚のいる方のコンパートメントに緑色ライ
ト（条件刺激）を点灯し、ライトが点灯して
いる間に他のコンパートメントに移動しな
ければ無条件刺激（電気ショック）を与える
試行を繰り返す。このような試行を繰り返す
と魚は条件刺激に反応して反対側のコンパ
ートメントの回避行動をとることが知られ
ている。このような非痕跡条件付け回避学習
における小脳神経回路の役割を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 小脳神経形成に異常のある変異体の解
析 
①  gazami 変異体では、成熟した顆粒細胞が
減少しているが、前駆細胞の細胞増殖は亢進
していた。gazami の原因遺伝子である cfdp1
は、細胞増殖に関わる遺伝子 c-Myc と結合し
た。さらにこの変異体では、G2/M サイクリン

である cycb1 の発現が上昇し、G1/S サイクリ
ン依存性キナーゼである cdk4 の発現は逆に
減少していた。以上の結果は、Cfdp1 が Myc
と協調して細胞周期関連遺伝子の発現制御
を通して、細胞周期の進行を制御している可
能性が示唆された。 
 
② IV 型コラーゲンの変異によって小脳顆
粒細胞の軸索走行に異常が見られた。IV型コ
ラーゲンの変異により、基底膜構造が乱れる
ことによって軸索の走行が異常になること
を明らかにした(PLoS Genet. (2015))。 
(2)  小脳神経のコネクション：小脳神経回
路形成に関わる神経細胞特異的に転写活性
化因子 Gal4FF を発現するトランスジェニッ
クゼブラフィッシュを解析した。顆粒細胞に
小麦麦芽凝集素（WGA）を顆粒細胞に発現さ
せることによって小脳における神経回路網
を解析した。WGA の輸送を解析したところ、
顆粒細胞＞平行線維＞プルキンエ細胞＞
eurydendroid 細胞（投射神経）あるいは、顆
粒細胞＞平行線維＞プルキンエ細胞＜登上
線維＜下オリーブ核といった小脳の神経回
路網をトレースすることが出来た（Dev. 
Biol.(2014)）。 
顆粒細胞とプルキンエ細胞に発現する遺伝
子を網羅的に解析して in situ ハイブリダイ
ゼーションによって発現部位を同定した(J 
Comp Neurol.(2017)。 
(3) 恐怖条件付け学習 
 古典的恐怖学習付け学習：生後 20 日前後
のゼブラフィッシュを用いて条件刺激とし
て LED ライトの消灯、無条件刺激として電気
ショックを行い、条件反応として心拍数の変
化を測定する恐怖条件付け学習の実験系を
樹立した。小脳顆粒細胞の一部をボツリヌス
毒素で阻害したところ、学習が行われないと
予想していたが、学習頻度には影響はなかっ
た。しかし、阻害魚では条件反応である徐脈
が延長した。また、条件反応の獲得に従って
反応する小脳内ニューロンをGCaMPを用いた
カルシウムイメージングで同定した(図 3)。
これらのニューロンは、小脳体にある顆粒細
胞である可能性が高く、条件反応と相関が示
唆された。また、ニューロンの活性化の時間
経過より徐脈からの回復過程を制御してい
る可能性が示唆された。これまでは平行線維
からプルキンエ細胞への神経伝達における
LTD が学習に関与していると考えられていた



が、顆粒細胞におけるコーディングが学習過
程で変化することも重要であることが示唆
された。 
(4) 回避学習 
 ゼブラフィッシュ成魚を用いた回避学習
シルテムを構築した。 
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