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研究成果の概要（和文）：	
 脊髄上行路は体内外の様々な感覚情報を上位中枢へと伝達する重要

な経路であるが、その形成過程はこれまでほとんど明らかになっていなかった。我々は、ニワ

トリ胚をモデル系とし、本研究のために新たに改良を加えた電気穿孔法と、走行軸索の高感度

検出法を用いることにより、脊髄上行路の伸長経路・速度・投射先などの詳細を初めて明らか

にした。また、その分子機構を解明していくための時空間選択的な遺伝子発現制御系を確立し、

さらに、前・後脊髄小脳路をはじめとする主要な上行路の選択的な可視化を進めた。これらの

結果により、脊髄上行路形成の初期過程の全体像が明らかになるとともに、脊髄は単なる軸索

の通り道ではなく、その走行を制御する機構をも併せ持った精妙な組織であることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：	
 Ascending	
 spinal	
 tracts	
 (AST)	
 relay	
 various	
 external	
 and	
 internal	
 
information	
 received	
 in	
 a	
 body	
 to	
 the	
 brain.	
 The	
 origins	
 and	
 destinations	
 of	
 AST	
 have	
 
been	
 extensively	
 studied	
 in	
 wide	
 variety	
 of	
 species;	
 however,	
 relatively	
 little	
 is	
 known	
 
on	
 the	
 pathways	
 and	
 processes	
 taken	
 by	
 the	
 axons	
 to	
 reach	
 their	
 destinations	
 during	
 
development.	
 We	
 developed	
 the	
 method	
 utilizing	
 newly	
 developed	
 in	
 ovo	
 electroporation	
 
conditions	
 for	
 making	
 possible	
 to	
 follow	
 the	
 single	
 axons	
 derived	
 from	
 an	
 intended	
 single	
 
spinal	
 segment	
 of	
 chick	
 embryos,	
 and	
 followed	
 the	
 elongation	
 time	
 course	
 and	
 the	
 paths	
 
of	
 the	
 ascending	
 axons,	
 including	
 the	
 mammalian	
 counterparts	
 of	
 ventral	
 and	
 dorsal	
 
spinocerebellar	
 tracts.	
 Our	
 observations	
 unveiled	
 the	
 pathways	
 and	
 elongation	
 processes	
 
taken	
 by	
 AST	
 neurons,	
 and	
 suggested	
 that	
 a	
 spinal	
 cord	
 may	
 provide	
 cues	
 to	
 coordinate	
 
their	
 behavior.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 我々動物の運動・行動は、外界および体内
からの各種情報を参照しながらおこなわれ
ており、神経解剖学の黎明期から、その構築
基盤の解明にむけた努力が積み重ねられて
きた。これら情報のうち、体幹部に属する深
部感覚や各種知覚情報の伝達は、脊髄灰白質
に起始核をもつ脊髄上行性伝導路によって
担われている。その存在は早くから知られ、
起始核・投射先・成体における伝導路の位置
などは、その後の生理学的・解剖学的方法論
の進展にともなう数多くの解析により、現在
教科書に見るような形にまとめられている。
このように、早くから関心が持たれ、内外か
らの情報の「ボトムアップ」経路として重要
な位置を占めている脊髄からの上行路系で
あるが、発生期において、その回路網形成が
「どのように」なされているのか、すなわち、
起始核から発した軸索群が、いつどのような
経路を取って上行し、投射先へ達するのか、
については、後述する技術的困難もあり、ほ
とんど明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
	
 脊髄上行性伝導路の形成過程とその分子
メカニズムを、ニワトリ胚をモデル系として
明らかにする。具体的には、頸部、上腕部、
胸部、腰部より上行する脊髄伝導路の標的ま
での軸索伸長過程を可視化し、その伸長開始
時から標的到達までの伸長経路・速度・投射
先を明らかにする。次いで、上行性伝導路を
構成する脊髄小脳路などの各機能単位の選
択的な可視化法を構築する。さらに、各伝導
路の経路選択・標的認識の分子機構を明らか
にしていくための方法論を確立し、解析を加
える。 
 
３．研究の方法 
	
 これまで脊髄上行路の形成過程が明らか
にされていなかった理由として、標的に至る
までの距離が長いため、その経路すべてを可
視化することが難しいことに加え、古典的な
順行標識法では、様々な時期に誕生した神経
群が一様に標識され、また、脊髄という比較
的狭い領域を走行するために、標識された軸
索群の明瞭な弁別がほぼ不可能であること、
さらに、これら神経群は発生初期に誕生し、
しかもその後脊髄内を分散して移動するた
めに、何時誕生したどの部位に投射しつつあ
る神経かを発生中に同定することが困難で
あること、などの技術的問題点があげられる。
そこで、発生期の脊髄に容易にアクセスでき、
上行路の主たるターゲットのひとつである

小脳の発達も早く、孵化前にすべての回路網
形成が完了するニワトリ胚をモデル系とし
て採用した。前後軸に沿った脊髄神経の発生
運命や機能は、およそ体節程度を単位として
決定されている。そこで、単体節程度に限局
して遺伝子導入をおこなえるよう新たに改
良した電気穿孔法により GPIアンカー型耐
熱性アルカリフォスファターゼを発現させ
ることで、定まった部域の発生初期に産生さ
れた神経群の軸索を感度良く可視化するこ
とを可能とした。 
	
 上行する軸索群は、いくつかの経路選択点
を経て標的へと到達する。その分子機構を明
らかにするためには、任意の時期に望んだ遺
伝子の発現を制御する必要がある。in ovo 
electroporationでは、遺伝子は中心管に面し
た神経前駆細胞に導入されるので、このため
には、遺伝子発現・抑制コンストラクトを不
活性な状態で安定に保持し、任意の時点で活
性化させねばならない。そこで、Tol2トラン
スポゾンを用いたゲノム内遺伝子組み込み
系を用いることで、導入した発現・抑制コン
ストラクトを細胞内に安定に保持させると
ともに、低バックグラウンドの Cre-ERシス
テムを利用することにより、タモキシフェン
投与による任意の時点での遺伝子発現・抑制
を行わせるシステムを構築した。本研究のた
めに新たに構築したこれら方法論を用いて、
脊髄上行性伝導路形成過程の解析を進めた。 

４．研究成果	
 
	
 頚部(C7)・上腕部(C14)・胸部(T4)・仙腰部
(LS2)から上行する軸索群の伸長過程を解析
した。上行する軸索群がとる主要な経路は全
てにおいて共通しており、同側については背
側を、対側については背側と腹側を通り上行
していた（図１）。さらに、同側においては

 
図１．脊髄各部域から上行する軸索群の伸長過程	
 

頚部(C7)・上腕部(C14)・胸部(T4)・仙腰部(LS2)か

ら対側（上段）および同側（下段）を上行する軸索

群の伸長を経時的に示す。	
 



蓋板近辺および底板近辺を上行する軸索群
が、また、LS2 からは対側において背側と腹
側の両主要経路の中間を上行する軸索群が
少数観察された。また、この方法では、軸索
の伸長距離・速度を体節程度の分解能で解析
することが可能である。そこで、各体節を発
する軸索群の伸長過程のダイアグラムを作
成した（図２）。軸索伸長の初期においては
それぞれ同様の速度で上行しているが、発生
が進むにつれ、仙腰部を発する軸索群は対側
では上腕部で、同側では延髄到達時までに、
それぞれ先行する胸部を発する軸索群に追
いついており、ほぼ同時に延髄に侵入してい
ることがわかった。同様の傾向は頸部と上腕
部についても見られた（図３）。これらのこ
とは、伸長開始時期や位置が異なる軸索群が、
大きく上半身由来と下半身由来とに分かれ
て、それぞれ足並みを揃えて標的に向かって
いることを示している。延髄侵入後、背側を
走行していた軸索群の一部は発生中の小脳
へ進入し、残りの軸索群は上髄帆へ向かって
いた（図３）。発生中の小脳へと進入した軸
索群は、小脳の形態形成の進行とともにそれ
ぞれ特徴的なパターンで II/III 葉の虫部周
辺 に 投 射 し て お り 、 脊 髄 小 脳 路 の
somatotopic な投射パターンは、小脳への進
入時においてすでに確立されていることが
明らかとなった（図４）。	
 

	
 以上の解析により、脊髄上行性伝導路形成
の初期過程について、その全容を明らかにす
ることが出来た。しかしながら、各体節を発
する軸索群は複数種の神経群より構成され
ている。そこで、次に、機能・投射先の異な
る個々の伝導路を選択的に可視化すること
を試みた。脊髄神経は脳室帯に存在する前駆
細胞から誕生するが、特定の機能を持つ神経
群は脳室帯の特定の領域から誕生する。これ
らの神経群は、その分化制御に重要な役割を
果たしている転写制御因子群の発現パター
ンに基づいてクラス分けすることができる。
そこで、これらのうちの dI1 ニューロンの前
駆細胞に特異的に発現する Math1 エンハンサ
ーの制御下に Cre を発現させることにより、
dI1 ニューロンの選択的な可視化をおこなっ
た。dI1 ニューロンは、先に観察された３つ
の主たる経路をとって、同様の速度で上行し、
うち、同側を上行するものの一部と、対側を
上行するもののうち、背側を上行するものが
小脳へと投射していた（図５）。前者が後脊
髄小脳路、後者が前脊髄小脳路に相当する軸
索群であるものと推定され、両脊髄小脳路の
少なくとも一部が dI1 ニューロン由来である
ことを確認するとともに、その伸長過程・経
路を明らかにすることができた。同様に、dI2
ニューロンに選択的に発現する Foxd2 のエン
ハンサーを用いて、同様の解析をおこなった。
dI2 ニューロンは対側を背側の経路のみをと
って、先に観察された神経群と同様の伸長経
過をとって上行し、延髄に到達後、腹側の経

 
図２．上行する軸索群の伸長過程	
 

頚部(黄)・上腕部(緑)・胸部(赤)・仙腰部(青)か上

行する軸索群の伸長過程を模式的に示す。HH28 にお

いて、仙腰部を発した対側の軸索が先行する胸部由

来の軸索群に追いついている。	
 

	
 

 
図３．延髄進入後の伸長過程	
 

対側（左）同側（右）を上行して延髄に進入した軸索群

の伸長を経時的に示す。頸部と上腕部、胸部と仙腰部由

来の軸索群はそれぞれ延髄進入時までに足並みを揃え、

背側を上行する軸索群の一部が小脳へ進入する。その他

の軸索群は上髄帆へと向かう。	
 

	
 

 
図４．上腕部・胸部・仙腰部から小脳への投射過程	
 

発生中の小脳へ進入した脊髄由来の苔状繊維は、小脳

の形成に伴い起始核の存在位置に対応した特定の投射

パターンをとる。	
 

 
図５．dI1 ニューロンの軸索伸長過程（対側）	
 

背側と腹側の経路をとって上行し、背側を上行する

軸索が小脳へと進入する。	
 



路をとって、上髄帆方向へ伸長していた（図
６）。前脊髄小脳路を構成する軸索群が背側
をから小脳へ向かうのに対し、dI2 ニューロ
ンは脊髄では同じく背側を経由しながら、延
髄では腹側に向かうことから、延髄にこれら
神経群の選択点となるシグナルが存在して
いることが考えられる。なお、dI2 ニューロ
ンはその後延髄内に側枝を伸ばし、延髄中の
神経核に投射する様子が観察されており、脊
髄と延髄の中継核とを結ぶ伝導路を構成し
ていることが示唆された。	
 
	
 こうして上行性伝導路形成の初期過程の
全体像を明らかにするとともに、各種上行路
の選択的な可視化を進めた。これら上行路は
本研究で一部が新たに明らかになったよう
に、複数の経路選択点を経て標的へと軸索を
伸長させていく。この制御過程には複数の軸
索ガイド因子群が関わっていることが予想
されるが、どのような因子が関与しているか
を特定し、検証するには、in	
 vivoにおいて、
その因子に対する応答性を検証することが
必須である。一般には、因子を特定後、その
遺伝子改変動物を用いて検証する必要があ
るが、脊髄神経の場合、その軸索は脊髄とい
う比較的狭い領域を必ず通過する。したがっ
て、検証したい軸索ガイド因子を電気穿孔法
を用いて通過経路である脊髄中に導入・発現
させることにより、任意の軸索通過部域の環
境を修飾し、導入部位を通過する軸索群の伸
長にどのような影響が見られるかを観察す
ることで、どのような軸索ガイド因子に対す

る応答性を有するかを in	
 vivoで解析するこ
とが出来ると考えた。そこで、苔状繊維に発
現が認められる EphA ファミリー群に対する
応答性を、以上述べた方法論で検証した。そ
の結果、対側を上行する神経群はすべて、
ephrinA2 を発現させた部位で伸長が一時停
止した（図７）。その後、経路の変化もなく、
導入部位を超えて伸長が再開されているこ
とから、ephrinA2 の発現により、導入領域の
組織構築が異常になったため、それ以上の伸
長が出来なくなったわけではないものと考
えられる。従って、脊髄を上行する神経群は
すべて、ephrinA2 に対する感受性を有してい
ることが示唆された。同様の解析を主要な軸
索ガイド因子群について行うことにより、各
伝導路を構成する神経群がどのようなシグ
ナルに対して感受性を持つのかを明らかに
し、その経路選択・標的認識とその制御の分
子機構を、本研究の遂行過程で開発した時空
間選択的遺伝子発現制御法を用いて明らか
にするとともに、多大の費用と労力が必要な
遺伝子組み換え動物を用いた解析を補完し
得る新たなモデルシステムとしての有用性
を示していきたいと考えている。	
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図６．dI2 ニューロンの軸索伸長過程	
 

対側を背側の経路をとって上行し、延髄進入後、腹

側を上髄帆へ向かう。	
 

 
図７．対側を上行する軸索群の ephrin 感受性	
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