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研究成果の概要（和文）： 
 大脳皮質運動野の局所神経回路を研究するツールを開発するとともに、「From one to group 」
の研究方針に基づいて形態学的に解析し、以下の結果を得た。 
(1) 各種の抑制性ニューロンから皮質脊髄投射ニューロンへの入力を解析し、抑制性ニューロン
毎に異なる入力をしていることを発見した。 
(2) parvalbumin遺伝子特異的にdendritic membrane-targeted GFPを発現するBAC transgenic 
animal を開発し、抑制性ニューロンへの興奮性抑制性入力を解析した。 
(3) Golgi 染色様逆行性標識のできるアデノウィルスを開発し、錐体ニューロンから皮質視床
投射ニューロン (CTNs) への局所入力を解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We developed a tool for the study of  the local circuit of the motor cortical areas, and 
obtained the following results on the local circuit using the “From one to group” 
strategy: 
(1) The local output of GABAergic cortical interneurons to corticospinal projection 
neurons (CSNs) was analysed, and found that each interneuron group differentially 
innervated CSNs. 
(2) We developed BAC transgenic mice and rats expressing dendritic membrane targeted GFP 
under the specific control of parvalbumin (PV) promoter, and examined the excitatory and 
inhibitory inputs to PV-expressing interneurons. 
(3) We developed adenoviral vector that enable Golgi-stain-like retrograde labeling of 
cortical neurons, and studied the local connections of pyramidal neurons to 
corticothalamic projection neurons.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2005 年度 26,600,000 0 26,600,000 

2006 年度 20,200,000 0 20,200,000 

2007 年度 18,200,000 0 18,200,000 

2008 年度 25,008,425 0 25,008,425 

2009 年度 10,800,000 0 10,800,000 

総 計 100,808,425 0 100,808,425 

 

研究分野：脳神経科学 

科研費の分科・細目：神経解剖学（1102A） 

キーワード：１）神経科学、２）解剖学、３）シグナル伝達、４）細胞・組織、５）生理学 

研究種目：特定領域研究 

研究期間：2005 ～ 2009 

課題番号：17022020 

研究課題名（和文）大脳皮質の局所神経回路：特に運動野について 

                     

研究課題名（英文） Local neuronal circuit in the motor cortical areas 

 

研究代表者 

金子 武嗣（KANEKO TAKESHI） 

京都大学・医学研究科・教授 

 研究者番号：970177519 

 



 

１．研究開始当初の背景 
    中枢神経系のニューロンネットワーク 
(神経回路網)、特に大脳皮質を中心とするネ
ットワークは、認知・思考・感情・意識・運
動企図などといった高次脳機能を実現して
いる。しかし、それらの高次機能を可能にし
ている神経情報処理、そしてその作動原理は
未だに明らかにされていない。ここで、中枢
神経系の作動原理を理解する際に最も欠落
している要素は、局所神経回路網についての
知識であると考えられる。実際、小脳皮質や
海馬などのように従来のゴルジ染色法によ
って局所回路のアウトラインを個々のニュ
ーロンレベルで描くことのできた部位につ
いてのみ、その内部での情報処理について具
体的な仮説が提唱され、実験的な検証がなさ
れた。例えば、小脳皮質では「苔状線維入力 
-> 顆粒細胞・平行線維 -> Purkinje 細胞」
という局所回路と「登上線維 -> Purkinje 細
胞」という入力のアウトラインを旧来の手法
で見ることができたために、教師あり学習に
よるパーセプトロンモデルや逆ダイナミク
スモデルなどという小脳皮質の作動原理の
仮説が提唱され、小脳機能の本質が理解され
てきた。一方、運動系の大脳皮質などにおい
ては、そこに作動原理を発見するべき神経回
路網の解明が長く待たれており、局所回路網
の解析は現在のシステム的神経解剖学が目
指すべき大きなテーマである。    
    我々はこれまでに、大脳皮質の局所回路を
解析する手段として、「From one to group From one to group From one to group From one to group 」
の研究方針を立て実行に移してきている。す
なわち、まず一方で、細胞内記録法・ホール
セルパッチ法などにより電気的・化学的性質
が調べられた１個のニューロンを細胞内染
色し、特にその軸索を染色する。他方で、出
力先あるいは発現蛋白質・ペプチド等により
分類された一群のニューロンの細胞体･樹状
突起をゴルジ染色様に標識し、細胞内染色さ
れた神 経軸索 (From one) がこれらの細胞
体・樹状突起に (To group) どのように入力
するか解析するという研究手法である。この
手法を用いてすでに、運動野 3層錐体ニュー
ロンは 5層の皮質脊髄路ニューロンに多量に
入力するが、6 層の皮質視床路ニューロンに
は余り入力しないことを明らかにした
(Kaneko et al., J. Comp. Neurol. 324: 52-65, 
2000)。さらに最近、運動野 5 層の皮質脊髄
路ニューロンには 2〜6 の各層からの入力が
収束するが、特に 4 層の星状錐体ニューロン
からの入力が多いことを見出し、論文にまと
め た (Cho et al., Neurosci. Res. 
40:381-394,395-410, 2004)。この 4 層の星
状錐体ニューロンが入力に対して入力初期
に一過性の応答を示すので、星状錐体ニュー
ロンは、小脳からの運動命令の内で運動開始
の命令成分を皮質脊髄路ニューロンに受け

渡していると考えられた。 
 これらの既存の皮質神経回路研究におい
ては、遺伝子工学ツールは用いられていない。
近年大きな発展をとげている遺伝子工学ツ
ールをこの研究領域にもどしどし応用する
ことが、更なる皮質回路の解明を約束するこ
とは明らかであろう。 
 
２．研究の目的 
 運動・行動を含めた脳の高次機能は大脳皮
質を中心とした神経回路により実現されて
いると考えられるが、これらの高次機能を可
能にしている作動原理は未だに明らかにさ
れていない。こうした大脳皮質の作動原理を
理解する際に最も欠けている要素は局所神
経回路網の構成についての情報である。局所
回路の理解についてはゴルジ染色法の時代
以来、大きな進歩が見られていないと行って
も過言ではく、大脳皮質の局所回路を解明す
るには、従来のゴルジ染色法を超える手法を
使ってニューロンという構成要素の連絡の
レベルで個々に調べる必要がある。 
 
３．研究の方法 
 上記の目的に沿って以下のような研究方法
を用いて研究を実行した： 
(1) (1) (1) (1) GAD67-GFP knock-in mouse/ VGAT- GFP 
BAC transgenic rat を用いて、蛍光顕微鏡
下に生きたまま観察できる GABA 作動性ニュ
ーロンをホールセルクランプにより細胞内
染色する。この染色と皮質脊髄路ニューロン
などの投射ニューロンを逆行性に標識する
方法とを組み合わせて、１個の GABA ニュー
ロンから錐体細胞群へのネットワークを解
析する。 
(2)  (2)  (2)  (2)  parvalbumin など、特定の GABA 作動性
皮質インターニューロンに発現する遺伝子
を用いて、dendritic membrane- targeted 
GFP を発現させて、特定のインターニューロ
ンの情報入力部位（樹状突起・細胞体）を完
全に可視化する。そして、錐体ニューロンの
細胞内染色と組み合わせるなどの手法を用
いて、皮質内局所神経回路を探る。 
(3) (3) (3) (3) 神経軸索からの取り込みの効率が良い
ことが知られている rabies virus  rabies virus  rabies virus  rabies virus 等を用い
て、ウィルスを軸索から取り込ませて、皮質
錐体路ニューロン等、出力先により分類され
る１群のニューロンを逆行性にゴルジ染色
様に標識する方法を確立させる。さらに、こ
の技術を上記の研究(1)(2)の方法と組み合
わせて、局所神経回路の研究に応用する。 
 
４．研究成果 
 以下では研究方法で掲げた項目に沿って
それぞれ得られた結果を述べて行く。 
(1)「GAD67-GFP knock-in mouse/VGAT- GFP 
BAC transgenic rat を用いて、蛍光顕微鏡下



に生きたまま観察できる GABA 作動性ニュー
ロンをホールセルクランプにより細胞内染
色し、皮質脊髄投射ニューロングループへの
入力を解析する」  
 当初、成マウス／ラットでのホールセルク
ランプでは、脳スライス作製時にインターニ
ューロンが多数死滅しやすいという問題が
あった。この欠点を克服するためにいろいろ
スライスの作製条件を試みて、Sodium-free 
の溶液でスライスを作成するとインターニ
ューロンの生存率が飛躍的に上がることを
見いだした。この結果については成果として
論文 14 に報告した。 
 従来の方法論により、皮質脊髄投射ニュー
ロンの逆行性ゴルジ様標識の技術は確立し
ている (Kaneko et al., J. Neurosci. Me- 
thods 65: 157-165, 1996; Kaneko et al., J. 
Comp. Neurol. 324: 52-65, 2000) ので、 
VGAT-GFP BAC transgenic rat を用いて、上
記の逆行性ゴルジ様標識方法と GABAergic 
インターニューロンのホールセル記録／染
色法との組み合わせるて神経回路を解析す
る実験を行った。すなわち、１個の皮質５層
抑制性インターニューロンから、皮質脊髄投
射ニューロン群への入力を形態学的に解析
した。 
 その結果、運動皮質５層の fast-spiking 
(FS)インターニューロンには、軸索分布密度
の高いタイプと低いタイプの２種類の区別
があることを見いだし、その２群のインター
ニューロンに somatostatin 産生インターニ
ューロンを加えた 3群から、皮質脊髄投射ニ
ューロンへの入力を比較した。軸索密度の低
い FSインターニューロン群は、somatostatin
産生インターニューロン群と同程度の抑制
入力を送っていたが、細胞体へ入力すること
を好むという点において somatostatin 産生
群と異なっていることが判明した。この結果
については、現在論文にまとめつつある。 
(2) 「 dendritic membrane-targeted GFP 
transgenic mouseの作成と皮質神経回路解析
への応用」  
 統合脳の班研究において得られた最大の
成果が、ここに掲げる遺伝子工学技術である。
樹状突起と細胞体を完全に可視化する技術
は、ニューロンの情報入力部位を可視化する
ことになるので、運動皮質を含めた大脳皮質
の神経回路網の神経回路を解析するために
欠かすことの出来ない技術である。 
 我々のグループでは、こうした目標を掲げ
て 10 年来の開発努力を続けてきたが、中々
成功できなかった。例えば、細胞膜移行シグ
ナルである palmitoylation site の導入、
樹状突起に選択的に分布している NK1 受容
体の細胞内ドメインの利用など、様々な試み
をしてきたが、全て失敗してきた。しかし、
この統合脳研究のサポートにより総合的な

開発を試みることが出来、最終的に特定のニ
ューロン群の樹状突起・細胞体の完全可視化
に成功した。 
 成功の一因は(3)にも触れるように、レン
チウィルスシステムの開発がある (文献
10,15,18)。レンチウィルスによるトランス
ジーン導入は宿主のゲノムに組み込まれて
発現することになるので、トランスジェニッ
ク動物での発現を模倣していることになる。
このレンチウィルスシステムを用いて、各種
の細胞膜移行性シグナル (palmitoylation 
site, myristoylation site など)や、樹状突
起移行性シグナル (神経細胞で樹状突起に
分布している NK1 受容体、telencephalin、 
DNER あるいは上皮の basolateral sorting 
signal として知られている polyimmuno- 
globulin 受容体, immunoglobulin Fc受容体, 
low-density lipoprotein (LDL)受容体など) 
を網羅的に探索できた。その結果、 Fyn 蛋白
質の N 末 myristoylation/palmitoylaiton 
site、緑色蛍光タンパク質(GFP)と LDL 受容
体 C 末端細胞内ドメインの組み合わせ
(myrGFP−LDLRct)が、ニューロンの樹状突
起・細胞体標識に最適であることを見いだし
た。さらに、トランスジェニックマウスにお
ける特異的な樹状突起・細胞体標識を GAD 
promoter あるいは Thy1 promoter を用いた
マウス作製により確認し、論文としてまとめ
た(15)。 
 この技術の応用第１例として、parvalbu- 
min pomotor BAC clone を用いて、BAC トラ
ンスジェニックマウスを作成したところ、皮
質の主要な抑制性インターニューロンであ
る parvalbumin 産生皮質ニューロンに非常
に特異性の高いマウスを作製できた。このマ
ウスでは parvalbumin 産生ニューロンの樹
状突起が完全に GFP で標識され、軸索は全
く標識されていない。このマウスを用いて、
運動・体性感覚皮質において、parvalbumin 
産生ニューロンが興奮性入力あるいは抑制
性入力をどの程度受けているのか、網羅的に
解析した。抑制性入力は興奮性入力に比べて
parvalbumin 産生インターニューロンの近
位樹状突起・細胞体を好むことが判明し、実
際のデータから構成したインターニューロ
ンのモデルを用いたシミュレーション実験
により抑制性入力が近位を好むことの理由
が推測できた。これらの結果をまとめて、論
文を投稿中である。 
 上記の BAC トランスジェニックマウス作製
の成功を受けて、皮質各層錐体ニューロンあ
るいは他のインターニューロンに特異的な
プロモータ領域を用いて、BAC トランスジェ
ニックマウスを作成しつつあり、皮質５層の
錐体ニューロンの樹状突起・細胞体を特異的
に可視化できたマウス・ラットの作製にも成
功したところである。 



(3)「ウィルスべクターを用いた運動皮質神
経回路の解析」  
 ここでは当初、ウィルスべクターを利用し
て、逆行性にゴルジ染色様標識のできる方法
論を探った。そのために 1) pesudorabies 
virus, 2) rabies virus glycoprotein (RVG)
で pseudotype にした Sindbis virus, 3) RVG- 
pseudotyped lentivirus 等を試したが十分
な成功は得られなかった。 
 唯一、高塩濃度下に myrGFP-LDLRct 発現
adenovirus を注入する逆行性標識の試みで
一定の成功を得た。この技術を皮質視床投射
ニューロンのゴルジ様標識に応用し、皮質ス
ライスを用いた細胞内記録／染色法と組み
合わせて、１個の錐体ニューロンから皮質視
床投射ニューロンへの局所入力を解析した。
皮質 2/3層から皮質視床ニューロンへの投射
は少なく、４−６層錐体ニューロンからの投
射が多いことが分ったが、さらに４層興奮性
ニューロンから皮質視床投射ニューロンへ
の入力は、皮質カラム内の４層ニューロンの
直下の非常に狭い範囲に限られていること
が判明し、皮質内での局所回路が細かく構造
化されていることが示唆された。この研究結
果については現在論文執筆中である。 
 統合脳研究の前から開発されていたウィ
ルスベクターとして、palmitoylation site- 
GFP (palGFP) を発現する Sindbis ウィルス
があり、樹状突起だけでなく、軸索を感度よ
く可視化できることが分っていた。これを今
回の統合脳の研究中に、ウィルス液を希釈し
て用いるという単純な方法により、単一ニュ
ーロン標識に応用し、黒質ドパミンニューロ
ンの軸索の完全標識に成功した。ドパミンニ
ューロンの驚くべき量の軸索分布を報告し
たが、その結果に研究者諸氏から高い評価を
得た(7)。 
 この研究の成功例を運動皮質の解析に応
用することを考え、palGFP Sindbis ウィルス
を用いて視床運動核から皮質運動野への入
力を単一ニューロンレベルで検索すること
を企画した。視床運動核は、小脳由来の興奮
性 入 力 を 強 く 受 け る  excitatory 
subcortical input zone (EZ)と基底核から
の抑制性入力を強く受けるinhibitory input 
dominant zone (IZ)に分かれており、EZ ニュ
ーロン・IZ ニューロンともに皮質運動野を中
心に単一ニューロンレベルで広範に投射し
ていた。したがって、運動皮質には少なくと
も視床入力のレベルではカラム状の情報処
理構造は見受けられないという予想外の結
果を得た。一方、EZ ニューロンは皮質中間層
にほとんど終止するのに対して、IZ ニューロ
ンは皮質１層に入力することを好むことが
明らかになり、前者は錐体ニューロンの基底
樹状突起に、後者はその尖状樹状突起に入力
すると推測された。また、IZ ニューロンのみ

が、線条体に軸索側枝を送っていることも判
明し、ここでも小脳出力と基底核出力を中継
するそれぞれの視床ニューロンの相違点が
明らかにされた。これらの所見は皮質運動野
が感覚野とは異なる情報処理法を用いてい
ることを示唆していると考えられる。この研
究結果はすでに論文発表済みである(3,9)。 
 ウィルスベクターによる単一ニューロン
標識法のツールとしての有用性を確信した
ので、Sindbis ウィルスの欠点を補うために、
Tet-off system の強力 promoter (TRE)を組
み込んだadenovirusあるいは lentivirusを
開発した(10)。これらのツールは、今後 Tet 
activator を組み込まれた遺伝子改変動物
と組み合わせることにより、遺伝子特異的な
単一ニューロン標識法として活用して行き
たいと考えている。 
 
    以上、皮質運動野を含めた大脳皮質の神経
回路に対して、５年間の統合脳研究によりい
くつか論文レベルでの成果を得たが、脳の研
究、特に大脳皮質とそれに関わる神経回路の
研究は、この５年間で決着のつくものではな
い。それよりも、５年間のサポートにより、
今後活用できる解析ツール、特に遺伝子工学
的ツールを開発できたことの意義が大きい。
遺伝子工学という強いツールを握った脳科
学者は、いままで踏み込めなかった皮質の局
所神経回路というブラックボックスにチャ
レンジするべき時期が来ていると感じてい
る。    
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