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研究成果の概要（和文）：近年、我々はマウス大脳皮質第5層の主要なニューロンがサブタイプ特異的にカラム
状のクラスター（以下、微小カラム）を形成していることを見出したが、その発生機構を不明である。本研究課
題では微小カラムの発生機構を明らかにするため、透明化された胎生17日齢終脳の全脳サンプルから、皮質下投
射ニューロンと推定されるCTIP2(+)ニューロンの三次元座標を解析し、胎生17日齢ですでに細胞タイプ特異的微
小カラムが存在することを明らかにした。また放射状グリア細胞を蛍光標識することで特定の放射状繊維近傍に
CTIP2(+)ニューロンが局在していることも明らかにした。現在、これらの結果をまとめた論文を投稿準備中であ
る。

研究成果の概要（英文）：Although we recently found that major subtypes of neurons form 
subtype-specific columnar clusters named microcolumns in the neocortical layer 5,  the mechanism of 
microcolumn development remains unknown. Here, we tested whether microcolumns are already present in
 mouse embryonic brains at embryonic day 17.5 (E17.5) when layer 5 excitatory neurons have completed
 their migration. Analysis of 3D cytoarchitecture using the AbScale method revealed that CTIP2(+) 
cells, which are presumptive subcerebral projection neurons, form microcolumns. Furthermore, the 
quantification revealed that subcerebral projection neurons are localized in the vicinity of 
specific radial fibers, suggesting neural subtype-specific migration via specific radial fibers. We 
are currently preparing to submit a paper regarding our findings.

研究分野：神経科学

キーワード： 大脳発生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
意思決定や言語など高次な脳機能を司る大脳皮質がどのような原理で神経回路を構成しているかは未だ不明であ
る。大脳皮質は脳表に垂直な方向に層構造を有し、機能的に入力層、中間層、出力層に大別される。我々はこれ
までに出力層が小数個の神経細胞で構成される機能単位回路の繰り返しで構成されていることを見出した。本研
究課題では、出生前からその機能単位回路が細胞タイプ特異的に既に形成されていることを見出し、大脳皮質回
路の形成機構の一端を明らかにした。自閉症などの神経発達疾患ではこの機能単位回路の構造異常も指摘されて
いるため、今後、自閉症の精密診断法確立へ貢献することが期待できる。

※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 
   １００億個以上の多種多様なニューロンにより構成されるヒト大脳皮質は機能と対応した精
緻な細胞構築を有することがわかってきたが、その機能的細胞構築の発生機構はいまだ不明な
点が多い。近年、我々はマウスをモデルとして大脳皮質の様々な領野で第５層の主要なニューロ
ンがサブタイプ特異的にカラム状の細胞クラスター（以下、微小カラム）を形成することを見出
した(Maruoka et al., J. Neurosci., 2011; Maruoka et al., Science, 2017）。第５層興奮性
ニューロンのサブタイプの１つである皮質下投射ニューロン（以下、SCPN）が形成する微小カラ
ムにおいて、微小カラムは脳表に平行な２次元平面上で六方格子状に配列していた。また生理学
的解析から同一の微小カラムに属する興奮性ニューロンは、(1)出生直後では一過性に gap 結合
を介した電気的結合を形成する、(2)成獣期では共通の入力を受ける、(3)覚醒状態の成獣マウス
脳で類似した刺激応答性および同期活動を示す、ことから、格子状に配置するサブタイプ特異的
な機能的微小カラムとして大脳皮質第５層が高度に構造化されていることが示された（Maruoka 
et al., Science, 2017）。微小カラムはヒト言語野第５層でも報告されており（Kwan et al., 
Cell, 2012）、種を越えて普遍的な構造である。非常に重要な機能的細胞構築と考えられるサブ
タイプ特異的な微小カラムが大脳発生過程でどのように形成されるのかは依然として不明であ
る。 
 
 
２．研究の目的 
   大脳発生では脳室帯の神経幹細胞である放射状グリア細胞から新生した興奮性ニューロンは
放射状グリア細胞が脳表まで伸ばす線維（以下、radial fiber）を登り、最終的に配置される皮
質層まで脳表側に向かって脳表に垂直な方向に移動する（以下、radial migration）。微小カラ
ムの発生機構について同一の微小カラムに属するニューロンはそれぞれ異なる放射状グリア細
胞から新生したニューロンで構成されている（Maruoka et al., J. Neurosci., 2011）。よって
同一の放射状グリア細胞由来のニューロン群が radial migration により集合して微小カラムを
形成するという単純なモデルは否定される。申請者らは最近、第５層興奮性ニューロンの radial 
migration が完了した時期であるマウス胎生 17.5 日齢（E17.5）において、既に SCPN が微小カ
ラム構造を形成しており、また複数の SCPN が接触している radial fiber と全く接触がみられ
ない radial fiber が存在する事を示唆する結果を得た。一方、細胞のクラスタリングや gap 結
合の形成(Mellitzer et al., Nature, 1999)、radial migration 途中の一過性の脳表に平行な
方向（以下、tangential 方向）における興奮性ニューロンの移動(Torii et al., Nature, 2009; 
Dimidschstein et al., Neuron, 2013)に重要な役割を果たす Eph receptor の１つである EphA7
が胎生期に SCPN 特異的に発現している可能性が他のグループから示された(Pietri et al., 
Cerebral cortex, 2012)。これらの結果は興奮性ニューロンが自身のサブタイプに応じて特定
の radial fiber（レール）を認識し、また radial fiber を伸ばす放射状グリア細胞集団にも
「ニューロン／レール」ペアに対応するサブタイプのような不均一性が存在する、というモデル
で説明が可能である。もしこのモデルを実験的に検証できれば、これまで不明であった、興奮性
ニューロンの radial migration 途中での一過性の tangential 方向への移動の機能的意義の一
端が明らかになり、また放射状グリア細胞の新たな役割の発見ともなる。さらに精緻な機能的細
胞構築を示す大脳皮質の構築原理について新たな概念的進歩を付与することにもなる。そこで
本研究課題では「１つの radial fiber(レール)上に集合する同一サブタイプのニューロン群が
１つの微小カラムを形成する」という仮説の検証を通じて、機能的な微小カラムの発生機構、さ
らに大脳皮質の精密な３次元発生過程における放射状グリア細胞の新たな機能的意義を明らか
にすることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
（１）放射状グリア細胞の細胞周期フェイズとその radial fiber に接着するニューロンのサブ
タイプに相関性はあるか？ 
E17.5マウス大脳皮質を固定する16時間前と24時間前それぞれに子宮内エレクトロポレーショ
ン法(以下、EP)により異なる蛍光タンパク質(EGFP と DsRed2)の発現ベクターを同一半球に導入
し、細胞周期上異なる分布を示す放射状グリア細胞を標識し、また固定後 AbScale 法による免疫
染色により第５層皮質下投射ニューロン(以下、SCPN)をラベルした。標識された放射状グリア細
胞の radial fiber の近傍に局在する SCPN の数を定量し、異なる細胞周期フェイズにある放射
状グリア細胞の radial fiber 近傍に局在する SCPN の数が有意に異なるのかを検討した。 
（２）特定の細胞周期フェイズを示す放射状グリア細胞の３次元配置に規則性はあるか？  
E17.5 マウス大脳皮質において EdU 蛍光標識(固定の 1〜1.5 時間前投与)、FlashTag 蛍光標識(固
定の 3〜4 時間前投与)、および AbSca/e 法を用いた pH3 に対する免疫染色などで特定の細胞周
期フェイズと推定される細胞を蛍光標識した。MATLAB などを用いた画像解析により蛍光標識さ



れた脳室帯に局在する放射状グリア細胞の３次元座標を取得し、数理科学的手法を用いて３次
元細胞配置の規則性を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 先行研究(Stancik E.K. at al., 2010)で報告されているより、EP による発現ベクター導入
の細胞周期フェイズ特異性は低かったが、数理科学的手法により、細胞周期上異なる２つの放射
状グリア細胞集団では radial fiber 近傍に局在する SCPN の数に有意な差がある可能性が示唆
された。 
(2) EdU で標識された細胞（S期と G2 期の放射状グリア細胞と推定される）と FlashTag で標識
された細胞(G1 期の放射状グリア細胞と新生ニューロンと推定される)は tangential 平面上で
交互に局在している可能性が数理科学解析から示唆された。 
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