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研究成果の概要（和文）：  
本研究の目的として、環境からの刺激によって、柔軟に再構築できる中枢神経系の発達段階に
伴って特異的に発現する遺伝子群をマイクロアレイに並べ、「臨界期」の網羅的 gene chip 解析
を目指した。特定の細胞種に働く形態形成分子を調べ、また可塑性に必要な抑制性介在細胞を
確認し、脳機能発現の仕組みを分子生物学的および神経生理学的アプローチの統合的研究にて
解明した。例えば、Otx2 ホメオタンパク質の新しい作用機構やミエリンに代表される臨界期
「ブレーキ」の発見は、成熟動物に可塑性を再開させる鍵となった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The goal of this research is to assemble and analyze a microarray of genes that are 
expressed during critical periods of brain development, when the environment can flexibly 
reshape neural circuits. By confirming morphogenic molecules in particular inhibitory cell 
types, we elucidated mechanisms of brain function development through an integrated 
molecular and neurophysiological approach. For example, the discovery of novel functions 
for the Otx2 homeoprotein, as well as molecular “brakes” on the critical period represented 
by myelin factors, will be a key to therapeutically reopening brain plasticity in adulthood. 
 
交付決定額  
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2005 年度 15,300,000 0 15,300,000 

2006 年度 14,500,000 0 14,500,000 

2007 年度 13,200,000 0 13,200,000 

2008 年度 12,400,000 0 12,400,000 

2009 年度 12,200,000 0 12,200,000 

総 計 67,600,000 0 67,600,000 

 
研究分野：  
科研費の分科・細目： 
キーワード：臨界期、視覚、マイクロアレイ、GABA、大脳発達、パルブアルブミン 
 
１．研究開始当初の背景 

哺乳類の中枢神経系は出生時には未熟で、
生後の発達初期に自己の経験を通じて急速
に成熟していく。この時期の大脳では神経
可塑性（神経回路を組み替える能力）を持
った細胞群が数多く存在し、外界からの刺

激に応じて盛んに神経回路の再構築を行ってい
る。新生児における学習、記憶、発達の基礎過
程であるこの「臨界期」において、神経回路網
が再構築される現象は、約 50 年前に発見され
た。しかし、どのような仕組みで若い脳に臨界
期が現れ、大人の脳には臨界期の時期が無いの
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かはいまだにわかっていない。脳の可塑性
を網羅的に解析することにより、脳回路の
機能回復や発達障害と神経疾患の症状を正
常に戻すための応用研究に新たな知見をも
たらすものである。 

 
２．研究の目的 
幼年期の脳は、周りの環境から得た体験・
経験に適応するように、脳の神経回路を機
能的に作り変えながら集中的に発達してい
く。脳機能解明の鍵となる、機能発現の分
子機構解明を目指す本研究では、発達段階
に特異的に発現する遺伝子群を体系的に解
析するものである。「臨界期」の謎の解明は、
弱視だけでなく、PV 細胞に関係する統合失
調症や自閉症などの精神疾患の治療などに
も新しい知見をもたらすことが期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
モデル動物を用い、生後の発達初期に短

期間の片眼遮断を行うと、遮断しなかった
眼から大脳への入力が構造的にも機能的に
も優位になることが知られている。しかし
その一方で、成熟動物では、片眼遮断によ
って眼優位の変化を引き起こすことが極め
て困難である。この眼優位性に関する可塑
性に焦点をあて、発達段階に伴って特異的
に発現する遺伝子群の解析を行い、臨界期
をつかさどる分子メカニズムの解明を目指
した。大脳皮質の視覚野では、両眼からの
視覚入力を受け取る神経細胞の情報伝達を
適度に抑制することが、臨界期の開始に重
要な働きをすることが明らかになってきた
（Hensch, Nature Rev. Neurosci. 2005）。
これまでに、｢臨界期｣を示さない初の動物
モデルとして GABA 合成酵素を欠損した
GAD65KO マウスを確認している。特に、
皮質 GABA 作動性ニューロンの中でもパ
ルブアルブミン含有（PV）細胞は、主に錐
体細胞の軸索起始部および細胞体にシナプ
スを形成していることから、シナプス可塑
性に必要とされる発火の制御に理想的であ
る。そこで、PV 細胞に注目し、細胞特異
的に GFP標識したノックインマウスから、
Fluorescence-activated cell sorting 
(FACS)法を用いて臨界期（28 日齢前後）
における PV 細胞を短時間で分離する手法
を開発し、数万個の PV 細胞から抽出され
た RNA を、16,000 クラスターのマウス完
全長 cDNA マイクロアレイを用いて遺伝子
発現プロファイルを調べた。 
 
 
４．研究成果 
神経細胞の抑制は、神経細胞膜に存在す

る受容体に「-アミノ酪酸」（GABA）が結
合することで起こる。この受容体に焦点を

当て、臨界期開始の分子メカニズムの解明に挑
みた（Katagiri ら, Neuron 2007)。先ず、神経
細胞の特定部位における受容体の活動を測定し
たところ、臨界期には神経細胞の細胞体表面に
存在する受容体の数が減少していることがわか
った。次に、生まれた直後から暗闇飼育して、
視覚入力を遮断し、臨界期開始に異常が見られ
るマウスと、正常なマウスを比較したところ、
異常をきたしたマウスでは受容体の数がさらに
減少していた。一方、GABA の量が少なく、視
覚野の臨界期を迎えないマウスでは、正常なマ
ウスに比べ受容体の数が多くなっている。つま
り、受容体の数が多すぎても、少なすぎても、
臨界期は始まらない。そこで、この GABA の量
が少ないマウスを暗闇飼育することにより、受
容体の数にどのような変化がもたらされるかを
調べたところ、受容体の数は多くも少なくもな
い“中間値”を示し、臨界期が正常に開始するこ
とが分かった。 
尚、GAD65 KO/PV-GFP のダブルトランスジ

ェニックマウスを作製し、抑制性神経伝達の未
成熟による視覚皮質可塑性開始が遅延されるマ
ウスの PV 細胞でどのような遺伝子発現変化が
起こっているかを調べた（Plessy ら, PLoSONE 
2008）。さらにこのモデルマウスでは、ジアゼ
パムの投与により興奮性と抑制性のバランスを
回復すれば、可塑性に与える影響を取り除くこ
とが可能である。この利点を生かして回復実験
を行い、視覚皮質可塑性の開始に必要とされる
遺伝子の候補を検索し、重要と思われる複数の
遺伝子について in situ/免疫組織化学法により
脳内の分布を調べた。 
これら発達臨界期の「引き金」である、ＰＶ

細胞は、高頻度発火（Fast Spiking）細胞でも
ある。この性質に重要である Kv3.1 遺伝子機能
を阻害した PV 細胞の高頻度発火の異常、また
大脳視覚野における可塑性の低下とその機能回
復を電気生理学的に確認した。尚、Kv3.1 チャ
ネルの結合因子である Hsc70 シャペロン蛋白
も同定した(論文投稿準備中)。 

また、脳が経験に応じて神経回路の組換えや
再構成を行う単一細胞内での転写因子の発現変
化が及ぼす影響を明らかにし、個体行動と単一
細胞内の遺伝子発現とを直接結び付けた。特に、
胎児期に脳を作る遺伝子 Otx2 が、経験に応じ
て脳を発達させる働きもあることを発見した。
Otx2 を欠損させたマウスでは、胎児の脳がま
ったくなくなってしまうことは知られていたが、
脳を変える臨界期をつかさどる働きについては
知られていなかった(Sugiyama ら, Cell 2008)。 

尚、マウスを生後から暗所で飼育して視覚経
験を遮断すると、視力の向上が遅れると同時に、
臨界期も遅れることがわかっている。つまり
個々の「見る」経験が、視覚能力を発達させ、
臨界期を促すと考えられ、そのために、個々の
異なった経験量をはかる「秤（はかり）」が脳内
に存在すると推測される。胎生期に脳を作る遺
伝子 Otx2 が、幼年期にも経験量をはかる「秤」



 

 

として働くことを発見した(Sugiyama ら, 
Cell 2008)。 
おもしろいことに、この Otx2 ホメオタ

ンパク質は、視覚経験によって網膜から大
脳へと運ばれ（図３）、視覚野の PV 介在細
胞に蓄積され、それらの機能を成熟させる
役割を持ち、視覚野の臨界期を促すことが
わかった(Sugiyama ら, Cell 2008)。すなわ
ち、視覚経験を積み、Otx2 ホメオタンパ
ク質が大脳に移動して初めて、大脳は正常
に臨界期を迎え、発達するといえる。また、
Otx2 ホメオタンパク質の量を外部から操
作し、マウスの臨界期を人為的に制御する
ことに成功した。 
視覚野にある神経細胞は、興奮性細胞と

抑制性細胞に分類でき、またその視覚反応
は左右どちらかの目により強い視覚反応を
しめす「眼優位性」を持っている。臨界期
に片目からの視覚入力を遮断すると、視覚
野の 80％を占める興奮性神経細胞である
錐体細胞の視覚反応が、開いている目でよ
り強くなるように神経回路を再構築する。 
そこで、臨界期の視覚経験によって、PV

細胞におけるダイナミックな視覚反応の変
化を発見した(Yazaki- Sugiyama ら, 
Nature 2009)。マウス大脳視覚野の in vivo
単一細胞内記録手法を確立し、個々の細胞
に対する入力・出力を同時に比較すること
で、眼優位性が大脳視覚野の神経細胞内で
増幅されることを明らかにした。これまで、
マウスの片目を閉じると、興奮性細胞は開
いている方の目に優位性を示すようになる
ことが分かっていたが、抑制性 Fast 
Spiking 細胞では、錐体細胞とは逆に、2
～3 日後では閉じた目の方でより強く反応
し、14 日後には開いている目の方でより強
く反応するというダイナミックな視覚反応
の逆転現象をを発見した。 
また、興奮性細胞での抑制性入力の役割

を片目を閉じる前後で比べてみると、眼優
位性の増強から眼優位性の逆転と変化し、
特定の抑制性神経回路が神経回路全体の可
塑性を制御していることが分かった。ＧＡ
ＢＡＡ受容体の阻害剤を細胞内注入し、眼
優位性の形成にダイナミックな抑制性入力
の可塑性が不可欠であることが分かり、よ
り正確な大脳局所神経回路の数理モデルの
作製が可能となった（第 4 領域 理研・脳
センター 深井朋樹先生との共同研究）。 
生まれた直後から暗室で視覚経験なしに

飼育(暗闇飼育)された動物は、GAD65 KO 
マウス同様に単眼遮蔽に伴う可塑性の期間
が遅延されることが報告されている。これ
ら、臨界期を迎えない両モデルマウスを用
い、成熟動物との gene chip 解析により可
塑性終了関連遺伝子を探索した。その結果、
いくつかの NOGO 受容体（NgR）に結合
するミエリン要因（ MAG,PLP,OM ｇ

P,MBP）が明らかになった。そこで、脱ミエリ
ン剤あるいは局所 NgR 機能欠損を用いること
により、成熟動物への臨界期の再開に初めて成
功し、細胞及び回路の可塑性を抑える「ブレー
キ」的効果の新概念が示唆された。 
また、DNA 探索の結果、多くの非蛋白コー

ディング RNA が明らかとなり、臨界期の終了
過程に係わるエピジェネティック制御を追究し
た。発達期や視覚経験に伴って制御されるヒス
トンのアセチル化や DNA メチル化の低下を確
認し、成熟動物へのヒストン脱アセチル化の阻
害剤投与により、眼優位性の可塑的変化の再開
に成功した(論文投稿準備中)。今後、ミエリン
を形成する成熟グリア細胞のエピジェネティッ
ク制御に注目する予定である。 

Otx2 ホメオタンパク質の新しい作用機構や
ミエリンに代表される臨界期「ブレーキ」の発
見は、成熟動物に可塑性を再開させる鍵となる。
「臨界期」の謎の解明は、弱視だけでなく、PV
細胞に関係する統合失調症や自閉症などの精神
疾患の治療などにも新しい知見をもたらすこと
が期待できる。 
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