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「脳神経回路の形成・動作原理の解明と制御技術の創出」 
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§§§§１１１１．．．．研究実施体制研究実施体制研究実施体制研究実施体制    

 

(1)柚﨑グループ 

① 研究代表者：柚﨑 通介 （慶應義塾大学医学部、教授） 

② 研究項目 

・シナプス後部における Cbln1 受容体である GluD2 を介したシグナル伝達機構の解明 

・GluD2 ファミリー分子である GluD1 の機能解析 

・C1ql ファミリー分子群の機能解析 

 

（２）渡辺グループ 

① 主たる共同研究者：渡辺 雅彦 （北海道大学大学院医学研究科、教授） 

② 研究項目 

・Cbln 群各分子および C1ql 群各分子の特異抗体開発 

・GluD1 抗体作成とその発現分布解析 

 

（３）﨑村グループ 

①主たる共同研究者：﨑村 建司 （新潟大学脳研究所、教授） 

②研究項目 

・Cbln 分子群及び C1ql 分子群のコンディショナルノックアウトマウスの作成 

・Cbln 分子群及び C1ql 分子群に相互作用する分子群のノックアウトマウスの作成 

・新規 Cre ドライバーマウスの開発 

 

 

H23 年度 

実績報告 
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§§§§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容    

 

２－１．柚﨑グループ 

成熟後の脳におけるシナプスの維持・形成過程の分子的基盤については未だに解明されてい

ない点が多い。本研究グループは、小脳顆粒細胞より分泌される Cbln1 が、成熟後においても強

力なシナプス形成・維持作用をもつことを発見した（Hirai, et al, Nat Neurosci 2005）。さらに

Cbln1 が属する C1q ファミリーの類縁分子（Cbln1-Cbln4, C1ql1-C1ql4）が海馬や小脳のさまざ

まなシナプスに特徴的なパターンで発現することが分かってきた（Yuzaki, Cell Mol Life Sci 

2008）。これまでシナプス形成・維持機構は海馬や大脳皮質をモデルとして主に研究が進んでき

たが、小脳における分子機構とは大きく異なっている。そこで本研究では、C1q ファミリー分子とい

う新しいシナプス形成・維持因子群に着目し、小脳と海馬の 4 種類の異なったシナプスにおける動

作原理を比較することにより、より普遍的な、新しいシナプス形成・維持原理に迫る。さらに、これら

の神経回路網において C1q ファミリー分子を介したシグナル伝達経路を操作することによって神

経回路の形成と個体行動を制御し、分子―回路―個体レベルの脳研究の統合化を目指す。 

前年度までに、小脳平行線維―プルキンエ細胞シナプスにおいて、Cbln1 はシナプス後部の受

容体であるデルタ 2 グルタミン酸受容体（GluD2）とシナプス前部の受容体である Neurexin

（Nrxn）に結合し、Nrxn-Cbln1-GluD2 三者複合体を形成すること、この三者複合体がシナプス

前部とシナプス後部に働きかけることにより、平行線維―プルキンエ細胞が形成され、そして維持さ

れることを明らかにした（Matsuda et al, Science 2010; Matsuda & Yuzaki, Eur J Neurosci, 

2011）。 

Nrxn-Cbln1-GluD2 三者複合体は発達期におけるシナプス形成能のみでなく、発達後におい

ても平行線維―プルキンエ細胞シナプスにおけるシナプス可塑性現象を制御する。平行線維の活

動と同期して登上線維が発火する状況が続くと、平行線維―プルキンエ細胞シナプスにおけるシ

ナプス伝達が長期的に低下する「長期抑圧（LTD）」現象が起きることが知られている。LTD は個

体レベルにおける運動学習の実体の一つであると考えられている。興味深いことに、Cbln1 や

GluD2 を欠損するマウスにおいては、一見正常に見える残存シナプスにおいて LTD が誘導でき

ない。LTDの分子的な実体は、小脳・海馬・大脳皮質を問わず、シナプス後部のAMPA受容体の

クラスリン依存性エンドサイトーシスであることが分かっている。すなわち Cbln1-GluD2 によるシナ

プス後部のシグナリングの一つは、神経活動依存的な AMPA 受容体のエンドサイトーシスを誘起

する方向に収束することが示唆される。そこで、Cbln1-GluD2 シグナリングの実体を明らかにする

ために、平成 23 年度には神経活動依存性 AMPA 受容体エンドサイトーシス制御機構についての

検討を進めた。 

 クラスリン依存性エンドサイトーシスは多くの分子が関与する細胞現象であるが、その初期過程

において細胞膜の微量構成リン脂質 PI(4,5)P2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) が

アダプタータンパク質 AP-2 (adaptor protein complex-2) などのエンドサイトーシス分子を細胞

膜へと集積させることがクラスリン被覆小胞の形成に重要と考えられている。哺乳動物において
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PI(4,5)P2 を 産 生 す る 主 要 な 代 謝 酵 素 は PIP5K (phosphatidylinositol 4-phosphate 

5-kinase) であり、とりわけ脳においては PIP5K アイソザイムの一種である PIP5Kγ661 が

PI(4,5)P2 の産生に必須であることが知られる。そこで、まず海馬 CA1 領域において低頻度刺激

によって引き起こされる NMDA 受容体依存的 LTD における PIP5Kγ661 活性化機構を検討した。

その結果、（１）NMDA 受容体を介したカルシウムイオン流入により活性化された Calcineurin が

PIP5Kγ661 を脱リン酸化し、（２）脱リン酸化型 PIP5Kγ661 がシナプス後部においてアダプタータ

ンパク質 AP-2 と結合する。（３）AP-2 の結合により PIP5Kγ661 酵素活性が上昇し、局所的な

PI(4,5)P2 産生をもたらし、（４）PI(4,5)P2 は AP-2 などのエンドサイトーシス分子を局所的に集積さ

せることにより、クラスリン依存性エンドサイトーシスによる AMPA 受容体の取り込みを亢進させる。

その結果、シナプス後

膜の AMPA 受容体の

数が減少して LTD が

引き起こされる（図）と

いう新しいモデルを提

唱することができた

１）

。 

 一方、小脳平行線維

―プルキンエ細胞シナ

プスにおける LTD は、

海馬 LTD とは正反対

の性質を持つことが示唆されてきた。例えば小脳 LTD は海馬 LTD とは異なり、Calcineurin には

非依存的で、Calcineurin 遺伝子ノックアウトマウスでも障害されないと報告された。小脳 LTD の

特異性を GluD2 や Cbln1 が規定している可能性もあるため、まず小脳 LTD における

Calcineurin の必要性について再検討した。その結果、小脳 LTD においても Calcineurin の活

性化は必須であることが分かった
2）

。興味深いことに、小脳 LTD における PIP5Kγ661 の活性化

機構には、上述の NMDA 受容体―Calcineurin 経路は使われていないことが示唆されている。

Calcineurin は AMPA 受容体の副サブユニットである stargazin を脱リン酸化し、この脱リン酸化

こそが AMPA 受容体のエンドサイトーシスに必須であることが判明した
2）

。現在さらに、GluD2 や

Cbln1 によるシグナリングがどのように AMPA 受容体のエンドサイトーシスを制御するかについて

検討を進めている。 

 

２－２．渡辺グループ 

平成 23 年度も引き続き、本研究課題の中心的な分子である Cbln ファミリ－（Cbln1-4）、C1qｌ

ファミリー（C1ql1-4）、GluD ファミリー（GluD1,2）に対する抗体作成を行った。昨年度までに

Cbln2 を除いた Cbln ファミリ－抗体作成に成功しており、23 年度は Cbln2 抗体作成に挑戦した

が、特異抗体は得られなかった。C1q ファミリー（C1ql1-4）に対しても、残念ながら特異抗体は得ら

れなかった。一方 GluD ファミリーについては、本年度の成果報告会でもポスター発表したように、
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選択的な GluD1 抗体作成に成功し、その分子検出法も含め大きな進展があった。 

この GluD1 特異抗体を用いて、この分子が通常の灌流固定の脳切片では検出が困難であるこ

とが判明し、その検出法を検討した。その結果、光学顕微鏡レベルの検出には、新鮮凍結切片が

特異的な GluD1 シグナル検出に威力を発揮することが判明し、この分子の脳における分布と存在

様式が明らかになった。GluD1 は、小脳も含め成体の脳において広範な分布を示し、特に海馬、

扁桃体、分界条床核、線条体などの辺縁系に豊富な発現を示す。この分子は特定のニューロン種

の樹状突起や細胞体に発現し、シナプス膜およびシナプス外膜に局在していた。現在、海馬を中

心に GluD1 の発現局在に関する論文を執筆中である。この進展により、GluD1 が小脳外におけ

る Cbln ファミリ－の受容体としてどのような機能制御に関わっていくかを検証するための準備段階

が整った。 

 

２－３．﨑村グループ 

本研究の目的は、Cbln 分子群と C1ql 分子群を介するシナプス形成・維持機構を、分子―回路

―個体レベルにおいて統合的に解明することであるが、我々はこの目的遂行のために、Cbln 分子

群、C1ql 分子群、さらにこれらの分子群と相互作用を有する分子群を標的とした conditional KO

マウス等を作成する。具体的に作成するマウスとして、当初 Cbln1-4 の 4 種類の floxed マウス及

び C1ql1-EGFP ノックインマウスを計画した。また、特定の細胞で Cre を発現するマウスなどのドラ

イバーマウスの樹立を進めてきた。さらに、研究の進捗にしたがい C1ql3-floxed マウス、さらに

C1ql 分子群の機能に関連すると考えられる新規遺伝子の改変マウスの作出などを計画してきた。 

これまでに４種類の Cbln1-4 floxed マウスを樹立して、特定の細胞で Cre を発現するマウスと

交配させ、解析対象動物を作出し解析に供してきた。また、特定の神経細胞で Cbln1-4 を欠損す

る conditional KO を作出するために、細胞特異的に Cre を発現するマウスの樹立を進めてきた。

さらに C1ql 群分子のうち、C1ql1-EGFP ノックインマウスのの樹立に成功した。 C1ql3 遺伝子

floxed マウスに関してもマウスを樹立し、現在ネオマイシン耐性カセットを除去した floxed マウスの

作出を進めており、今後特定の細胞で Cre を発現するドライバーマウスと交配させる。また、

GluD1 floxed マウスの作製も進めている。 

 C1ql 群分子と相互作用する可能性が示唆されている分子群のノックアウトマウスの作製を現在

進めている。すでにこのファミリーに属する分子の幾つかについては、floxed 型遺伝子を持つキメ

ラが誕生しており、今後 null 型ノックアウトマウスを作出し解析に供する他、neo カセットを除去し

conditional KO を作出する準備をおこなう。 

 特定の神経細胞で conditional KO を作出するために、特定神経細胞特異的 Cre 発現マウスの

樹立を進めてきた。具体的にはプルキンエ細胞に選択性高く発現する新たな Cre マウスを作出し

たので、今後その評価をおこなう。また、小脳顆粒細胞選択的に Cre を発現するマウスの組換え特

異性の評価を進めており、今後研究に利用する。さらに、遺伝子改変マウスから効率よくネオマイ

シン耐性遺伝子カセットを除くための Flp 発現マウス ActB-Flp と、発生初期に高効率で floxed

領域を組換えるドライバーマウス ActB-Cre を新規に樹立して実験に供している。 



 5 

§§§§３３３３．．．．成果発表等成果発表等成果発表等成果発表等    
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