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研究成果の概要（和文）：サブプレートニューロン(SpN)は大脳皮質で最初に誕生、成熟するニューロンで、胎
生期の脳形成に重要な役割を持つ。生後はその数が激減するが、自閉症等の発達障害患者脳ではその減り方が少
ないことが示唆されている。従ってSpNの胎生期から生後発達期にかけてのダイナミズムの解明は精神疾患発症
のメカニズム解明の上でも重要である。本研究ではSpNの胎生期のマーカーの同定と、サブタイプの分類を進め
ることで、ヘテロな細胞集団であるSpNの細胞種とその役割の違いを明らかにするためにシングルセル解析、
Visium解析を行い、SpNの複数のサブタイプを同定した。

研究成果の概要（英文）：Subplate neurons (SpNs) are the first-born and matured neurons in the cortex
 and play an essential role in brain formation during embryonic life. Their number is drastically 
reduced after birth, but it has been suggested that this reduction is less pronounced in the brains 
of patients with developmental disorders such as autism. Therefore, elucidating the dynamism of the 
SpN from the embryonic to the postnatal developmental period is vital for elucidating the mechanisms
 underlying the onset of mental disorders. In this study, single-cell and Visium analyses were 
performed to identify markers of the embryonic period of SpN.  To clarify the differences between 
SpN subtypes, we classified the subtypes, suggesting that each heterogeneous cell population has 
different roles.

研究分野： 神経発生学

キーワード： 大脳皮質　サブプレート　自閉症　発達障害　シングルセル解析　Visium 解析　空間的トランスクリプ
トーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自閉症や発達障害は生まれつき発症する場合が多く、脳の器質的な異常に起因することが示唆されるものの、未
解明の部分が多い。従ってその治療法についても対処療法に頼り、根本的な治療戦略はないに等しい。本研究
は、これらの疾患の発症メカニズムを知るためにもSpNに着目して研究を進めた。SpNは大脳皮質で最初に誕生
し、成熟するニューロンであり、胎生期の神経細胞移動や初期の神経回路形成（視床-皮質連絡の形成）を制御
している。生後はその数が激減するが、自閉症脳では減り方が少ないことが報告されている。そこで、マウスモ
デルを用いてSpNを操作するマウスを作製し、精神疾患発症との相関の解明を目指す。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

図 1 新生ニューロンの移動過程（A）多極性細胞は SP 層を 
越えると形態と移動モードが変わる。(B)移動ニューロンの 
動きのトレース。SP 層付近で一度スピードを緩める。  

図 2 サブプレートニューロン（SpN）は後から生まれる 
ニューロンにシナプスを介して信号を送り、移動様式の 
変換を促す。 
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１．研究開始当初の背景 

 

ヒトの脳は大脳新皮質が発達し、その限られた脳領域内に数百億個の神経細胞（ニューロン）

が精緻に配置されている。それらのニューロン間に“配線”される精密な神経回路を流れる電気

信号が私たちの思考や精神活動の源である。では『この高次脳機能を発揮することができる精巧

な大脳新皮質はどのように発生し、また進化の過程で獲得されてきたのだろうか？』この問いに

対し研究代表者はこれまで、神経細胞移動の制御機構に焦点を当てて研究を行ってきた。図 1A

に示すように、哺乳類胎仔期の大脳新皮質において、脳深部で生まれた新生ニューロンは、まず

多極性の形態をとり、ランダムな方向性を持つ多極性移動でサブプレート（SP）層まで移動する。

その後、SP層を越えると双極性細胞に形態変化し、放射状グリア線維に沿って脳表に向かって 

移動する(ロコモーション)。この過程のニューロンの動き 

を詳細に観察すると、多極性細胞は SP層直下でスピード 

を緩めて一定時間滞留後、形態と移動モードを変えること 

が判明した(図 1B)。ここで何が起こっているかを詳細に 

解析したところ、移動ニューロンが SpN から一過的な 

シナプス構造を介してグルタミン酸シグナルを受け取り、 

移動モードの変換が起こっていることが明らかになった  

(丸山ら Science 2018、図 2)。SpNは視床-皮質連絡の 

形成にも必須であることがわかっている。視床は様々な 

感覚刺激を大脳皮質へ伝える中継点であり、大脳皮質の 

神経回路形成にとって非常に重要な役割をしている。その回路の形成に SpNが必要であること、

また SP層は哺乳類脳にのみ存在することを考えると、大脳新皮質構造の進化にとって重要な役

割を果たした可能性がある。本研究は『SpN は哺乳類大脳新皮質の発生と進化にどのように寄与

したのか？』という学術的な問いに取り組み、脳構築の原理を明らかにする。 

 

２．研究の目的 

 

現代社会においては子どもから大人に至るまで、対人関 

係やコミュニケーション障害を特徴とする広汎性発達障害 

やアスペルガー症候群を含むいわゆる自閉症スペクトラム 

(ASD) やその他の精神疾患の発症率が増加している。また 

脳形成異常については、近年様々な原因遺伝子が発見され 

てきた。しかしながらこれらの神経・精神疾患の原因となる 

脳の生得的な器質的異常や発症機序は未解明な部分が多い。  

本研究は、“脳の構築原理の理解”という観点から、脳・神経回路構築の基本原理を知ることを

目的とし、それをもとにして発達障害、心の病の原因や高次脳機能の異常のメカニズムの解明に

つなげていこうとするものである。これまでも、実験動物であるマウスを用いて大脳新皮質形成

のメカニズムについて様々な研究者が解析を進めているが、SpNの重要性に着目した研究はほと

んどない。さらに、SP 層にはプロテオグリカン等の細胞外基質（ECM）が豊富に含まれており、

その存在意義も解明が待たれる。また、SpN は胎児期の脳形成において重要な機能を果たしてい

るが、その自発活動の起源や、さらには成体になっても残存している SpNである白質細胞(white 



 

 

matter cell) の機能は未解明である。それに加え、マウスに比べて霊長類は厚いサブプレート

層をもつが、その細胞集団の詳細や機能も不明なままである。成体における機能を考えるに当た

って、最近ナルコレプシーの原因として同定された神経伝達物質、オレキシンに唯一反応するニ

ューロンが白質細胞であることが報告されたことは興味深い。睡眠中の脳自発活動の起源が不

明なことを考え合わせると、SpNは睡眠-覚醒の制御にも関与している可能性もある。従って SpN

のサブポピュレーションを同定し、分子マーカーによりその動態や機能を解析することで、脳形

成から成体脳における睡眠や意識の謎までが解明出来る可能性もあり、その点から高い独自性、

創造性に富む研究である。 

 

３．研究の方法 

 

＜2020年度＞ 

（1)シングルセル RNAシーケンスによる SPニューロンのサブポピュレーションの同定 

  SpNは、分子マーカー遺伝子の発現パターンからサブポピュレーションの存在が示唆されてい

た。しかし明確なグループ分けはされていない。そこで、SpNをシングルセルに単離し各細胞で

の RNAシーケンスを行うことで、サブポピュレーションの分子レベルでの特徴を明確にする。単

離する方法は、胎生 10日目の子宮内電気穿孔法で SpNをラベルする、または SpN の一部が蛍光

標識された Tg マウスの胚脳を用いる。Lpar1-EGFP Tgマウスは胎生 15日以降 SpN の一部が GFP

陽性になる。また、D1B-Cre-ERT2 マウスを td-Tomato のリポーター系統（Ai14）と交配し、胎

生 10日目でタモキシフェン投与することで SpNの一部が td-Tomato陽性になる。これらの標識

SP 細胞を FACS でソーティングして単離する。 

 

(2)RNAシークエンスの結果を解析し、SPニューロンと精神疾患との関連性を探る 

これまでに、SP 層に多く発現している遺伝子が自閉症や統合失調症に関連していることが報

告されている（Hoerder-Suabedissen et al., PNAS, 2013）。そこで 1.で得られた RNAシーケン

スの結果において、どのような疾患やシグナル伝達に関わる遺伝子発現が多いのかバイオイン

フォマティクス解析を行い、精神疾患発症と SpNとの関連性を検証する。シングルセル解析は、

フリューダイム C1システムで一度に 800 細胞まで解析可能である。得られたデータを Rのパッ

ケージである Seuratを用いて解析し、クラスタリング解析等のグループ分けを行う。それぞれ

の細胞グループで発現量の多い遺伝子については in situ ハイブリダイゼーションや免疫組織

化学染色を行って発現の時期と部位を確認する。 

 

(3)SPニューロンの発生起源の同定 

(1)で同定された SpNのマーカーを用いて発生起源を探索する。これまでは脳室帯の神経前駆

細胞から由来するものとされていたが、Rostromedial telencephalic wall（RMTW）から移動し

てくるサブグループが報告された（Pedraza et al., PNAS, 2014, 図 3A）。脳発生期に一過的に

存在する別の細胞種、カハールレチウス細胞は、皮質外の 3箇所から移動してくる (図 3A) こ

とを考えると、SpNの新規の発生起源の存在可能性も考えられる。そこで、SpNの発生起源とそ

の移動経路を、抗体染色、タイムラプスイメージング等により詳細に調べ、胎生期脳構築におけ

る足場構造ともいえる SpNの動態を調べる。またそれらの非哺乳類（鳥類、爬虫類）での発現を

調べ、哺乳類の特異性を明らかにする。さらに、非哺乳類の新生ニューロンを哺乳類大脳皮質へ

移植した場合に移植ニューロンの動態にどのような影響があるかを解析し、SP 層の進化におけ

る役割を実験的に考察する。 

 

(4)SPニューロンの神経活動が脳構築に与える影響の解析 

SpN はシナプス伝達を介して多極性細胞の移動のタイミングを制御していることが研究代表



 

 

者らの研究で明らかになった（丸山ら、Science 2018）。SpNの神経活動は興奮性ニューロンの

移動制御以外にも影響を及ぼしているのだろうか？ GABA 陽性の抑制性ニューロンは皮質外か

ら接線方向に移動してくるが、その後方向を変えて皮質板へと進入する。このタイミング制御に

も SpNが関与している可能性がある。また、視床から皮質へ入ってくる軸索についてもその神経

活動が影響していることも考えられる。そこでこれを検証していく。SpN の神経活動を抑制し、

GABA ニューロンの分布にどのような影響を及ぼすのか、また視床軸索の投射に影響するのかに

ついて、抗体染色やタイムラプスイメージングで解析する。SpN の神経活動抑制は、胎生 10 日

目に Kir2.1 発現プラスミド（K+チャネルで、過剰発現により神経活動が抑制される）を子宮内

電気穿孔法で導入する方法を用いる。又は SpN特異的な Cre-ERT2系統マウス（D1B-Cre）に DTR(ジ

フテリア毒素受容体)の flox マウスを交配し、胎生 10 日目にタモキシフェンを与えて SpN に

DTR を発現させ、適当な時期に DT（ジフテリア毒素）を与えることで SpN 特異的に細胞死させ

る。また、ハロロドプシンを SpNに導入し、スライス培養後に光操作で活性を抑制する方法も検

討する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(5)SP層における細胞外基質(ECM)ダイナミクスの解析 

SP層はプロテオグリカンやコラーゲン等の ECMタンパク質が豊富に存在する。ECMは、シグナ

ル分子を保持するシグナリングセンターとなっている可能性がある。そこで今回得られた RNA シ

ーケンスのデータを解析し、SpN がどのような ECM タンパク質を産生しているのかについて解

析する。また以前に行った移動ニューロン側の発現プロファイリングのデータから、Adamts2 な

どの ECM プロテアーゼの発現が上昇してくることがわかっている。SP 層における ECM の分解と

それによって上昇するシグナル経路を詳細に解析することで、脳室帯とは異なるもう一つの脳

構築の“場”としての SP層の実態を明らかにする。 

 
４．研究成果 
 
(1)SpNのサブポピュレーションの同定 
 

 Lpar1-EGFP Tgマウスの大脳皮質を胎生 17日目に単離して GFP陽性細胞を FACS ソートし、C1

シングルセル解析にかけた。また、D1B-Cre-ERT2マウスを td-Tomatoのリポーター系統（Ai14）

と交配し、胎生 10日目にタモキシフェン投与することで SpNの一部が td-Tomato 陽性になるた

め、この Tomato 陽性 SP 細胞を FACS でソーティングして単離し、C1 シングルセル解析にかけ

た。さらに、得られたシークエンスデータを Rのパッケージである Seuratで解析し、クラスタ

リングを行った。その結果 Lpar1-EGFP の方は８つのクラスターに分けられ、D1B-Cre 陽性の方

図 3 SPニューロンの脳構築における機能の解明 
 
  



 

 

は 10個のクラスターに分けられた。これらの２データの統合解析、さらに Visium のデータとの

統合解析により胎生期の SpN で高発現している分子マーカーも複数同定した。また既存の大脳

皮質全体のシングルセルデータとも比較し、その中の一部が SpN の細胞クラスターであること

を見出した。実際に高感度 in situ hybridization(ISH)方である RNAScope で発現細胞の確認を

行い、SpNのサブタイプが明確化した。 

 

(2)SPニューロンの神経活動が脳構築に与える影響の解析 

 

 先⾏研究にて、カイニン酸を⽤いSpN をablationした例はあるが成体であった。我々は、胎

⽣期のSpN 特異的にCre を発現するマウス系統NeuroD1-Cre-ERT2 を⽤いることで胎⽣期におけ

るSpN のablation を試みた。タモキシフェン(Tmx)を胎⽣10⽇⽬ (E10)に投与することでCre 

をサブプレート特異的に発現させ、Cre依存的にtd-TomatoとDTR(ジフテリア毒素の受容体)を発

現するflox マウス系統にかけ合わせることで、サブプレート特異的にtd-Tomato 陽性、かつ

DTR が発現するマウスを作製した。このマウスにE10でTmx投与後、E14,15においてジフテリア

毒素(DT)を投与しP0で固定した。その後、免疫染⾊を⾏い、大脳皮質の3 領域でセルカウント

を行った。DTは50μg/kg体重と75μg/kg体重、100μg/kg体重の3種類の条件にて投与を⾏っ

た。その結果、50μg/kg体重投与の条件ではControlと⽐べ、SpN数が約1/3以下に減少している

ことが確認できた。今後はこの条件で作製したマウスを用いて、脳形成への影響や社会行動へ

の影響を解析する予定である。さらにKir2.1-floxマウスを用いてSpNの活動を抑制した際の影

響も解析することで、SpNの活動と脳構築の関係についても解析を進める。 

 

(3)SP層における細胞外基質(ECM)ダイナミクスの解析 

 以前に行った移動ニューロン側の発現プロファイリングのデータから、Adamts2 などの ECM プ

ロテアーゼの発現が上昇してくることがわかっている。そこで Adamts2 のノックダウンや過剰

発現等の制御を行い、神経細胞移動への影響を解析し、Adamts2 が SP 層において ECM 分解し、

TGF-シグナルをオンにすることで移動モード変換を促進していることが明らかになり、

Adamts2 のニューロン移動制御における役割についての論文を投稿するに至った。 
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