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研究成果の概要（和文）：大脳皮質運動野は運動学習に必要だと知られているが、学習に関連した活動・回路変
化はよく分かっていない。運動野錐体細胞は、1層で高次野と視床からの軸索と、5層では抑制性細胞と結合を作
る。本研究では、運動野錐体細胞の1層と5層のシナプス回路機能を探索した。1層では、高次野から投射する細
胞を同定し、運動学習において高次野入力の一時的改変に従って視床入力の再編が決まり、学習記憶は新生・存
続した視床入力スパインで伝えられることを明らかにした。5層では、錐体細胞サブタイプである錐体路細胞と
抑制性細胞サブタイプであるFS細胞の相互結合によって、学習促進に必要な局所振動が起きることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Motor cortex is known to be necessary for motor learning, but its activity 
and circuit changes are not well understood. In layer 1 of the motor cortex, pyramidal cells make 
synapses with axons from both higher cortical areas and the thalamus, and in layer 5 with local 
inhibitory neurons. This research project investigated the function of synaptic circuits in layer 1 
and 5 of the motor cortex. We identified pyramidal cell subtypes in higher-order areas that 
innervate layer 1 of the motor cortex. We found that newly-formed inputs from the higher-order areas
 specify changes in thalamic inputs during motor learning, and that the motor memories are 
transmitted by newly-formed, persistent thalamic input synapses. In layer 5, the local oscillatory 
activity required to facilitate motor learning was found to be generated by reciprocal synaptic 
interactions between a subtype of pyramidal cells (pyramidal tract cells) and a subtype of GABAergic
 cells (fast spiking cells).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大脳皮質の運動制御機構を理解するには、運動野における局所振動の発生機構と機能的役割や、運動野への高次
皮質入力と視床入力の構造的・機能的違いを知る必要がある。本研究は、運動野振動の回路構造と学習への関
与、および高次皮質と視床から運動野への投射様式・可変性規則を明らかにしたことで、前頭皮質の運動学習に
おける同期的・階層的処理の理解に貢献した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 齧歯類が新しい行動パターンを獲得するには、一次運動野(Ml)の活動が必要なことが知られ
ている。M1 への主要な外部入力は前頭皮質高次野の二次運動野(M2)と、大脳基底核から入力を
受ける視床核から来ている。基底核は有用な行動を選択するのに必要だと考えられており、その
出力は視床を経由し、M1 の 1層へ入る。一方、M2 から M1 への軸索はトップダウン投射と呼ばれ
る支配様式で 1 層や 5 層に分布し、それが行動結果の予測情報を伝えるという仮説が提案され
ている。従って、これらの 1層入力群は経験したことのない状況での新規行動の学習に必要不可
欠な情報を与える可能性があるが、高次野・視床入力の機能的関係は殆ど分かっていなかった。 
 大脳皮質のパルブアルブミン陽性FS(fast spiking)細胞はGABA細胞の主要なサブタイプであ
り、感覚系皮質では、FS 細胞が興奮／抑制バランスを調節することによってシナプス可塑性を
誘発/終了させることや、ガンマ振動によって情報を同期的に伝える機能が提唱されている。し
かし、運動野では、FS 細胞の運動学習や振動生成への関与は殆ど分かっていなかった。 
 そこで、私たちは運動制御・学習を理解するために、M1 における M2 からのトップダウン入力
と基底核からの視床経由入力の相互作用、および局所振動の発生条件・メカニズムを明らかにす
る必要があると考えた。 
 
２．研究の目的 
 前頭皮質高次野である M2 の錐体細胞の軸索はトップダウンと呼ばれる投射様式で、M1 の 1層
や 5 層に分布する。一方、M1 の 5 層錐体細胞は、1 層で樹状突起タフトを発達させ、そこで M2
錐体細胞だけでなく大脳基底核の出力を受ける視床からの軸索とシナプス結合を作るので、二
種類の入力が相互作用する可能性がある。5層錐体細胞は 5層内では、抑制性のパルブアルブミ
ン FS 細胞と結合を作り、その相互結合性・伝達特性から局所振動を作る可能性がある。M1 は、
新規の運動を学習する際に必要だと考えられている。本研究では、M2 から M1 へのトップダウン
投射の回路実体を明らかにするとともに、1層では皮質間トップダウン・視床入力の運動学習に
おける機能分担を探索するとともに、5層では錐体細胞・FS 細胞の相互結合によって起きる振動
の特性・生成機構を解明することを目標にした。これらの解析に必要な二光子・共焦点・電子顕
微鏡像の相関解析手法の開発も目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 錐体細胞サブタイプの同定とシナプス結合解析 
 前頭皮質 5 層の終脳内投射(IT: intratelencephalic)細胞の同定のために、このサブタイプ
選択的に Creを発現する遺伝子改変マウス(Tlx3系統)を利用した。錐体細胞の投射先は、運動・
体性感覚・聴覚・嗅周皮質への逆行性蛍光トレーサー注入で同定した。錐体細胞の遺伝子サブタ
イプを、転写因子に対する抗体の免疫組織化学で同定した。錐体細胞サブタイプが逆行性トレー
サーで蛍光標識された前頭皮質から作成した脳切片標本で、2個の標識細胞から同時ホールセル
記録することで、錐体細胞サブタイプのシナプス結合解析を行った。 
(2) 錐体細胞サブタイプの光操作 
 三種類の錐体細胞サブタイプ（2/3層錐体細胞、5層 IT細胞、5層錐体路(PT: pyramidal tract)
細胞）は発生時期が異なるので、発生時期特異的子宮内電気穿孔法を使って、サブタイプ選択的
に Channelrhodopsin を導入した。これらの動物から作成した脳切片標本で、錐体細胞サブタイ
プ選択的な光刺激を実施した。 
(3) 投射経路選択的な化学遺伝学的抑制 
 巧緻運動学習における M1 への皮質間・視床入力の役割を比較するために、それぞれの入力を
化学遺伝学的に操作した。そのために、M1 へ Creを発現する逆行性ウイルス注入と、M2または
視床への Cre 依存的に化学抑制受容体を発現するウイルス注入を行った動物に CNO 投与して、
皮質間または視床入力を選択的に抑制した。 
(4) 運動学習に伴うスパイン形態・入力の変化 
 5 層錐体細胞が蛍光標識された遺伝子改変動物(Thy1 系統)を用いて、M1錐体細胞の 1 層樹状
突起で運動学習に伴って起きるスパイン新生を、二光子顕微鏡を使って観察した。二光子顕微鏡
観察したスパインへの入力タイプ（皮質または視床由来）同定やシナプス構造観察のために、二
光子・共焦点・電子顕微鏡相関解析の手法を開発した。皮質・視床入力は、それぞれの特異的化
学マーカーに対する免疫組織化学で同定した。 
 
４．研究成果 
(1) M2(二次運動野)から M1(一次運動野)へ投射する IT(終脳内投射)細胞のサブタイプ 
 マウスにおいて M2 から M1 の１層への軸索終末が錐体細胞樹状突起タフトへシナプスするこ
とや、M2 から M1 へトップダウン投射する錐体細胞は主に 2/3 層と 5 層にあることを確認した
(Sohn et al. 2022)。その上で、M2 の 5層 IT細胞の M1 の 1層投射様式を解析した(Im et al. 
2023)。5 層 IT細胞に選択的に Creを発現する遺伝子改変マウスを用いて蛍光標識した M2-5 層
IT細胞の軸索は、M1 の 1層に分布していた。M1 皮質表面に逆光性トレーサーを適用すると、M2



の 5層 IT細胞の 6 割ほどが標識され、5層 IT細胞軸索の層分布に多様性があることが考えられ
た。転写因子の一つである ER81(ETV1)が 5 層 IT 細胞の一部に発現していたので、1 層投射と
ER81 発現の関係を調べた。その結果、M1 の 1層へ投射する 5層 IT細胞が ER81 を発現していた。 
 M2 の 5層は M1 だけでなく、一次体性感覚皮質(S1)、聴覚皮質、嗅周皮質にも投射する。そこ
で、S1、聴覚皮質、嗅周皮質に逆行性トレーサーを適用して、M2 の 5層 IT細胞(転写因子 Ctip2
陰性)の皮質間投射先と ER81 発現の関係を調べた(Im et al. 2023)。S1 投射細胞は M1 投射細胞
と同様に、6 割程が ER81 陽性だったのに対して、聴覚皮質・嗅周皮質投射細胞の多くが ER81 陽
性だった。S1 投射細胞でも、その１層投射細胞の殆どが ER81 陽性だった。皮質間投射を同定し
た細胞をホールセル記録で調べると、5層 IT細胞のサブタイプである嗅周皮質投射細胞は IT細
胞全体より入力抵抗が低く、IT 細胞間よりシナプス結合確率が高かった。M2 の 5 層 IT 細胞は
１層投射が強く、遠隔皮質まで投射する ER81 陽性細胞と、１層にあまり投射せず、M1 や S1 に
よく投射する ER81陰性細胞のサブネットワークから成ることが分かった。 
(2) 前頭皮質の振動生成回路の同定 
新皮質では興奮性錐体細胞と GABA 作動性のパルブアルブミン FS 細胞との相互結合が局所振動
の生成に必要だと想定されている。前頭皮質 5層錐体細胞には、IT細胞と PT(錐体路)細胞とい
う二種類のサブタイプがあるが、振動現象への関与の違いは知られていない。5層錐体細胞への
主要な局所入力である 2/3 層細胞にチャネルロドプシンを発現させ、脳切片標本で強度が漸増
する、振動成分のない光刺激すると、5 層錐体細胞にベータ/ガンマ帯域の膜電位振動(約 30Hz)
が観察された(Otsuka and Kawaguchi 2021)。膜電位振動は IT細胞より PT細胞で大きかった。
FS 細胞にも膜電位振動が起きたが、振動位相が錐体細胞と異なっていた。FS 細胞間の電気結合
を薬理学的に抑えると、この振動も小さくなった。5 層の PT 細胞を漸増光刺激で選択的に興奮
させると、ベータ/ガンマ帯域の振動が引き起こされたのに対して、5層 IT細胞刺激では誘発さ
れなかった。 
 この振動が 5 層局所の PT 細胞と FS 細胞の相互作用で作られることを更に確認するために、
私たちがこれまでに明らかにした、前頭皮質 5層の PT、IT、FS 細胞の内因的特性、同種間・異
種間の化学シナプス特性、2/3層錐体細胞からの入力特性と、FS 細胞の電気結合特性を使って、
局所回路モデルを作った(Otsuka and Kawaguchi 2021)。このモデル回路で 2/3層錐体細胞を漸
増興奮させると、PT 細胞と FS 細胞にベータ/ガンマ振動が誘発された。前頭皮質の振動誘発に
おける PT細胞の重要性が実験的にも計算論的にも明らかになった。 
(3) 前頭皮質間トップダウン投射の巧緻運動学習への関与 
 マウスが片方の前肢を使って、スリットの先に置いた餌を採れるようになる行動学習の時間
経過を定量化した(Sohn et al. 2022)。この学習に関与する M1 前肢領域へ出力する M2錐体細
胞に、M1 からの逆行性ウィルスと M2 での局所ウィルス注入の手法を組み合わせて抑制性受容体
を発現させ、その活動を化学的遺伝学的に抑制したところ、学習の進捗が阻害された。 
 形態的には M2 から M1 へのトップダウン投射の軸索終末は１層に多く分布する。興奮性シナ
プス後部マーカー標識を組み合わせて、M2 から M1 の１層への終末が、蛍光標識された 5層錐体
細胞樹状突起タフトのスパインへシナプスすることを確認した。M1 の 5 層錐体細胞の 1 層樹状
突起では、マウスの巧緻運動学習に伴って、スパインの新生が増強する。新生スパインの学習に
伴う形態変化を解析した結果、皮質入力スパインは存続したものでも、頭部が縮小する傾向があ
ったのに対して、視床入力スパインは増大することが分かった。また、学習形成に必要な M2 か
らの皮質入力を、学習後に化学遺伝学的に抑制しても習熟した動作に影響を与えなかったのに
対して、視床入力を抑制すると学習した運動が阻害された。これらの結果から、巧緻運動学習に
おいては M2 から M1 へのトップダウン投射の一時的改変によって、視床から M1 への入力の再編
の仕方が決まり、学習記憶は新生・存続した視床入力スパインによって伝えられると考えられた。 
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