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研究成果の概要（和文）：本研究では、生後発達期におこるシナプスの選択的強化・除去（シナプス刈り込み）を制御
するシグナル分子を同定することを目指した。このようなシグナル分子を同定するために、本研究では、シナプス刈り
込みのメカニズム解明に先導的役割を果たしている小脳の登上線維-プルキンエ細胞シナプスに着目し、申請者が開発
したレンチウィルスノックダウンベクターと延髄-小脳の共培養標本を用い、登上線維-プルキンエ細胞シナプスの刈り
込みに関わるシグナル分子を探索した。その結果、活動依存性分子Arcとセマフォリンファミリーの２つの分子、Sema3
AとSema7Aがシナプス刈り込みを制御していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we have screened signaling molecules for synapse 
elimination in developing cerebellum during the period of elimination of redundant climbing fiber (CF) to 
Purkinje cell (PC) synapses, a representative case of synapse elimination in developing brain. We found 
that Arc mediates CF synapse elimination downstream of neural activity. In addition, two semaphorins, 
Sema3A and Sema7A, derived from postsynaptic PCs act as a synaptotoxin and a synaptotrophin, 
respectively, through their receptors on CFs. These findings have unraveled the long-unknown mechanism by 
which the information for eliminating or strengthening synapses is transmitted from postsynaptic cells to 
presynaptic cells. Our findings provide a new insight into the roles of semaphorins, a major family of 
intercellular signaling molecules known to play crucial roles in development of the nervous system, cell 
recognition in the immune system, and formation and regeneration of the bone.

研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
生後発達期に、人を含む動物の神経回路は、
各個体の経験や置かれた環境に適応するよ
うに再編成されることが知られている。その
細胞レベルでの変化として、神経活動に依存
したシナプス結合の強化あるいは除去(シナ
プスの刈り込み)がある。申請者の目標は、
神経活動がシナプスの刈り込みを制御する
原理を分子のレベルで完全解明することで
ある。 
  この目的を達成するため、シナプス刈り
込みのメカニズム解明に有用なモデル系で
ある小脳の登上線維—プルキンエ細胞シナプ
スを用いる（Kano ら, Cell, 1995 など）。従
来、プルキンエ細胞の神経活動やプルキンエ
細胞に存在する代謝型グルタミン酸受容体 1
型（mGluR1）、P/Q 型カルシウムチャネル
(P/Q-VGCC)、小脳内に存在するグルタミン酸
NMDA 受容体(NMDAR)などの受容体やチャネル
がこの除去過程に必要であることが知られ
ている (Kano ら,1997, Neuron; Ichise ら, 
2000, Science; Kakizawa ら ,2000, JNS; 
Miyazaki ら, JNS, 2004 など)。しかしなが
ら、神経活動ならびにmGluR1, P/Q type VGCC、
NMDAR が登上線維—プルキンエ細胞シナプス
を機能的、形態的に強化・除去する分子基盤
に関してまったく不明であった。このような
中で、申請者らは、登上線維の起始核である
下オリーブ核を含む脳幹と小脳を共培養す
ることにより、シナプス刈り込みを in vitro
で再現すること成功した(Uesaka et al., JNS, 
2012)。この標本を使えば、遺伝子操作およ
び薬物投与を簡便かつ迅速に行うことが可
能で、これまで不可能であった候補遺伝子の
網羅的スクリーニングが可能である。これに
より、申請者はシナプス刈り込みにおいて多
くの遺伝子の機能を効率良く解析できる立
場にあった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、シナプスの選択的強化・除去(刈
り込み)の分子機構解明を目指し、モデル系
として、小脳の登上線維—プルキンエ細胞シ
ナプスの生後発達の機構を解明することを
目指した。従来、ポストシナプス細胞である
プルキンエ細胞の神経活動や分子がシナプ
ス刈り込みに関与することが明らかとなっ
ている。しかし、それら神経活動や分子がど
のようにして、プレシナプス細胞である登上
線維シナプスを強化・除去しているのかはわ
かっていない。ポスト細胞からプレ細胞へと
シグナルを送る逆行性シグナル分子が想定
されているが、その実体はまったくわかって
いなかった。本研究では、特に活動依存的な
逆行性シグナル分子の実体を明らかにする
ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
シナプスを強化あるいは除去する逆行性シ

グナル分子はシナプス後部の神経細胞に存
在するはずである。したがって、シナプス刈
り込みがおこる時期にシナプス後部の神経
細胞で発現する分子をプロファイリングす
ることが重要である。逆行性シグナルとして
働きうるのは、分泌分子と膜分子であると考
えられる。われわれは、登上線維—プルキン
エ細胞シナプスの刈り込みがおこる時期に、
プルキンエ細胞で発現する分泌分子と膜分
子をプロファイリングした。プルキンエ細胞
選択的に GFP を発現するマウスから、セルソ
ーターによりGFP陽性プルキンエ細胞を選別
した。選別したプルキンエ細胞から RNA を抽
出し、DNA マイクロアレイにより遺伝子発現
を解析した。その結果、登上線維シナプスの
刈り込みが起こる時期に、プルキンエ細胞に
おいて分泌分子が約 130 種類と膜分子が約
160 種類発現していることが明らかとなった。 
  これらの候補分子の機能解析を効率よ
く行うためには、ノックアウトマウスなどの
遺伝子改変動物に頼るのは難しい。われわれ
は、独自に開発したプルキンエ細胞が含まれ
る小脳のスライスと登上線維の起始核であ
る下オリーブ核を含む脳幹を接着させた共
培養標本を用いた。この共培養標本内のプル
キンエ細胞では、生体内の登上線維—プルキ
ンエ細胞シナプスとほぼ同等の性質のシナ
プスが形成されること、形成された登上線維
様シナプスは培養期間中に刈り込まれるこ
とがわかっている。 
  遺伝子発現の操作をするために、シナプ
ス後部細胞であるプルキンエ細胞特異的に
遺伝子発現をノックダウンする方法を用い
た。プルキンエ細胞特異的プロモーターであ
る L7 プロモーターを用い、遺伝子発現をノ
ックダウンするために microRNA をベースと
した RNA 干渉システムを用いた。L7 プロモー
ター配列、RNA 干渉配列、ノックダウン細胞
を標識する EGFP 配列の順にレンチウィルス
ベクター用のプラスミドに組み込んだ。この
方法が機能するか調べるために、シナプス刈
り込みへの関与が確立しているGluD2の発現
をプルキンエ細胞でノックダウンした結果、
GluD2 ノックダウンプルキンエ細胞ではシナ
プス刈り込みが障害されることを見出した。
また、この結果は共培養標本内でおこるシナ
プス刈り込みが生体内と同じ分子メカニズ
ムにより制御されていることを意味してい
る。 
 
４．研究成果 
上記の共培養標本とレンチウィルスノック
ダウン法を組み合わせ、候補分子のスクリー
ニングを行った。DNA マイクロアレイのデー
タの中で発現量の高い順にプルキンエ細胞
特異的にノックダウンし、シナプス刈り込み
が異常になる遺伝子を調べた。その結果、活
動依存性分子Arcとセマフォリンファミリー
の２つの分子、Sema3A と Sema7A が候補にあ
がった。そこで生後発達期のマウス小脳で



Arc, Sema3A, Sema7A の発現をノックダウン
することで、さらに解析を進めた。その結果、
Arc のノックダウンにより、生後１3 日目か
らシナプス刈り込みが障害された。すなわち、
Arcは生後13日目以降のシナプス除去を促進
することが明らかとなった。また、Sema7A の
ノックダウンにより、生後１５日目からシナ
プス刈り込みが障害された。一方、Sema3A の
ノックダウンにより、生後８日目からシナプ
ス刈り込みが促進され、登上線維シナプスの
興奮性シナプス後電流の振幅が減弱した。こ
れらの結果から、Sema3A は生後 8日目から登
上線維シナプスを強化・維持し、Sema7A は生
後１５日目から登上線維のシナプス除去を
促進していることが明らとなった。 
  これまでノックアウトマウスの解析より、
シナプス刈り込みにおいて弱い登上線維シ
ナプスを除去する分子として、１型代謝型グ
ルタミン酸受容体（mGluR1）, P/Q 型電位依
存性カルシウムチャネル（PQ-VDCC）、δ2 グ
ルタミン酸受容体(GluD2)が知られている。
これらの分子と弱い登上線維シナプスの除
去に関与する Sema7A や Arc との関係を調べ
るために、mGluR1、P/Q-VDCC、GluD2 の中の
いずれか１つと Arc あるいは Sema7A のダブ
ルノックダウンを行った。P/Q-VDCC あるいは
GluD2の一方とSema7Aをダブルノックダウン
した時は、シングルノックダウンと比べて加
算的な効果が観察された。一方、mGluR1 と
Sema7A をダブルノックダウンした時は、シン
グルノックダウンと同じ効果が観察された。
これらの結果から、Sema7A は mGluR1 と同じ
シグナル経路にある可能性が示唆される。さ
らに、Sema7AとmGluR1の関係を調べた結果、
mGluR1 ノックアウトマウスにおいて、Sema7A
タンパク質の発現が有意に減少していた。ま
た、プルキンエ細胞において mGluR1 ノック
ダウンと同時にSema7Aの過剰発現をすると、
mGluR1 ノックダウンによる刈り込み障害が
改善された。これらの結果より、Sema7A 分子
の発現が mGluR1 により調節され、Sema7A が
登上線維シナプスを除去することが明らか
になった。また、P/Q-VDCC と Arc をダブルノ
ックダウンした時は、シングルノックダウン
と同じ効果が観察された。さらに、Arc は
P/Q-VDCC からのカルシウムシグナルにより
発現が上昇し、シナプス刈り込みを制御する
ことが見出された。 
  次に、Sema3A と Sema7A が直接プルキン
エ細胞から登上線維に働きかける逆行性シ
グナルであるかを調べるために、登上線維に
おいてそれらの受容体である plexin A4 
(PlxnA4) 、 integrin B1 (ItgB1) 、 plexin 
C1(PlxnC1)の発現をノックダウンし、シナプ
ス刈り込みへの影響を調べた。その結果、登
上線維で PlxnA4 をノックダウンした時は
Sema3A と同じくシナプス刈り込みが促進さ
れた。さらに、プルキンエ細胞で Sema3A を
ノックダウンしたマウスにおいて、登上線維
で PlxnA4 をノックダウンした結果，Sema3A

と PlxnA4 両方をノックダウンした時と
Sema3A のみをノックダウンした時では，シナ
プス刈り込みが促進される程度は同等であ
った．この結果は、プルキンエ細胞から分泌
された Sema3A が登上線維の PlxnA4 に直接シ
グナルを伝えていることを示唆している。 
  一方、登上線維で ItgB1 や PlxnC1 をノ
ックダウンした時は Sema7A と同じくシナプ
ス刈り込みが障害された。さらに、プルキン
エ細胞で Sema7A をノックダウンしたマウス
において、登上線維で ItgB1 あるいは PlxnC1
をノックダウンした結果，ItgB1 あるいは
PlxnC1 のどちらかと Sema7A の両方をノック
ダウンした時と Sema7A のみをノックダウン
した時では，シナプス刈り込みの障害の程度
は同等であった．この結果は、プルキンエ細
胞にある Sema7A が登上線維の PlxnC1 と
ItgB1 に直接シグナルを伝えていることを示
唆している。 
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