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研究成果の概要（和文）：介在ニューロン（IN）の移動の終了と最終分布位置決定の機構を解明すると共に、多様性出
現の機構の解明を最終目的とした。その結果、INのin vivo imagingに世界で初めて成功し、辺縁帯で多方向へ、そし
て中間帯/脳室下帯では正中線方向に向かう移動を確認した。さらに移動の終了が内在的機構と外因性機構の両方によ
って制御されていることを示した。INが最終位置に分布する際には軸索と樹状突起を有するようになるが、この極性の
獲得が移動細胞の極性を引き継ぐのではなく、新たに獲得されることをした。また、INが正しく最終位置に分布するに
は辺縁帯における（ランダムウォーク様）移動が重要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：The present study was performed to gain insight into the mechanisms of migration 
termination and final distribution of cortical interneurons (CIs) within the neocortex. To this end we 
developed a system in which migrating CIs can be observed in living embryos. We found that the CIs 
migrate in all directions in the marginal zone (MZ) and medially in the intermediate/subventricular 
zones. We also found that the termination of migration is regulated both by intrinsic and extrinsic 
mechanisms using time-lapse imaging of dissociated CIs and cortical explants. At the final settlement CIs 
extend axons and dendrites. We carried out time-lapse imaging for days and found the polarity of 
migrating CIs is not inherited by mature neurons but rather they acquire a new polarity de novo. There is 
a variety of subtypes of CIs and each of them shows intracortical distribution of its own. We found that 
random walk-like migration of CIs in the MZ is required for the final distribution of CIs subtypes.

研究分野： 神経科学

キーワード： 大脳皮質　抑制性介在ニューロン　移動の終了　皮質内最終分布　極性獲得
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１．研究開始当初の背景 
大脳皮質によって担われる高次機能は興奮性
と抑制性ニューロンで構成される神経回路の
働きに依存する。皮質を構成する神経細胞の
うち後者の占める割合は2割程度であるもの
の、形態的にも、電気生理学的にも、分子的
にも極めて多様である。そのため介在ニュー
ロンによって形成される局所回路は極めて複
雑であり、その機能の全容の解明には至って
いない。 
	 介在ニューロンの複雑さを理解するにはそ
の構築プロセス、即ち発生の解明が有効なア
プローチである。近年介在ニューロン発生の
部位と、タイミングの違いによって多様性の
一部が説明出来ることが明らかになってきた
(Butt et al., 2005; Miyoshi et al., 2007) 。このこ
とは、介在ニューロンの多様性の一部は遺伝
的に制御されていることを示しているが、そ
れだけでは説明できないほど複雑な多様性を
、介在ニューロンは有している。 
	 介在ニューロンは大脳基底核原基に由来す
るが、誕生後接線方向への移動によって新皮
質に到達する（Marín and Rubenstein, 2001; 
Marín and Rubenstein, 2003; Parnavelas, 2000）
。最近の我々の研究により、これらのニュー
ロンが、その後皮質板を通り抜けて辺縁帯
(MZ)に移動し、MZで全方向に移動すること
が明らかになった (Tanaka et al., 
2003;2006;2009)。またこれらの細胞のMZでの
滞留は２日間にも及び、その間ランダムウォ
ーク様の動きをする (Tanaka et al., 2009)。さ
らに、これらのニューロンは皮質板(CP)に下
降して、最終位置へと到達する(Hevner et al., 
2004)が、この際にも正しい動きは示さない。
このような一見確率論的な動きを示す介在ニ
ューロンの移動が細胞自律的な機構だけによ
って規定されているとは考え難い。したがっ
て、最終位置が完全に細胞自律的な機構によ
って制御されているとの説明は困難である。
以上のような背景から、申請者らは介在ニュ
ーロンの最終位置が、細胞自律的な遺伝プロ
グラムに加え、環境要因にも依存している可
能性を考えるに至った。	
 
２．研究の目的 
本研究では介在ニューロンの移動の終了と最
終分布位置決定の機構を解明すると共にそれ
を切り口として多様性出現の機構の解明を目
指した。特にシナプス活動を含む環境要因に
よる影響を想定し、その関与の有無を検討す
る。また移動と興奮性細胞とのシナプス結合
との関係も明らかにする。具体的にはまずリ
アルタイムイメージング、特にマウス胎仔か
らの in vivo imagingを駆使して辺縁帯から
皮質板への介在ニューロンの移動のモードを
解析する。その知見に基づき、皮質板への移
動の分子機構の解明を進める。また、皮質板
の最終位置の決定に環境因子(他の神経細胞
からのシナプス入力を含む)が関与している
可能性を検討するために、興奮性細胞の移動

に乱れを生じさせて、その影響を評価し、関
与を示す結果が得られた場合はその分子機構
を目指す。さらに、介在ニューロンの辺縁帯
での移動の結果辿り着いた位置と、興奮性ニ
ューロンからの投射との間の関係の解明を目
指した。	
 
３．研究の方法 
（１）抑制性ニューロンはどのようにして
CPに降りていくのか。 
① 接線方向の移動からの方向の転換 
次のような仮説を立てて検討する。-接線方向
に移動していた細胞がMZで次第に速度を落
とし、最終的に停止する。そして停止した細
胞が下に降りてゆく-	 これまでの研究にお
いてMZでほとんど動かない stationary cell
が見つかったこと(Tanaka et al., 2009)はこ
の考えと一致する。一方 stationary cellが長
時間MZに留まっていることも観察されてお
り、このことは上の考えと一見矛盾する。し
かしこれは in vitroの実験であり、in vivoで
の観察系を用いて確認する。 
②辺縁帯から CPへの下降のモード 
介在ニューロンの CPへの下降は単調なもの
であり、CP 内での接線方向への移動はほと
んど起こらない可能性が高いが、接線方向へ
の動きがあることも考えられる。これまでの
我々の予備的な実験により、CP への下降は
生後に起こることが確認されているため、こ
の時期の固定標本の観察と in vivo 標本を用
いた time lapse 解析をおこなうことでこの
問題に迫る。 
	 in vivo の観察では生きた胎仔の脳の中の
細胞移動を深部（CP）まで追う必要がある。
この問題に対応するために、電気穿孔法を用
いて標識した介在ニューロンのタイムラプ
ス解析を、我々がこれまでに開発してきた in 
vivo標本（図１）に改良を加えて２光子励起
レーザー顕微鏡を用いておこなう。 
③ 一度 CP を通り抜けて MZ に移動した介
在ニューロンが如何なる機構で CPに降りて
いくか。これにはいくつかの複雑な問題が関
係する。具体的には、何故一旦通り抜けた CP
にまた戻ってくるのか。MZ に到達した介在ニ
ューロンが再び CP に向かうのは如何なる機
構によるのか。 
	
（２）皮質板における介在ニューロンの移動
制御のメカニズム  
介在ニューロンが最終的に CPの中のどの深
さに位置するようになるかは、移動を制御す
る機構と関連していると考えられる。実際介
在ニューロンが辺縁帯から CPへと 
移動する際には顕著な移動速度の変化が起
こる。即ち、それまで２極性であった細胞が
多数の突起を伸縮させるようになるが、それ
に伴い移動速度も大幅に低下する。移動停止
の機構としてはイ）環境要因、ロ）細胞内在
的な機構による制御、そしてその組み合わせ
が考えられる。 



 

 

	
４．研究成果	
本研究遂行の結果、下記の成果が得られた。	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 図１	
	
（１）大脳皮質抑制性介在ニューロンの in	
vivo	imaging：	図１のような標本を作製し、
抑制性介在ニューロンを予め子宮内電気穿
孔法で標識しておくことで、生きた胎仔の大
脳皮質辺縁帯における移動の動態を世界で
初めて観察することに成功した。その結果、
抑制性介在ニューロンは全ての方向に向か
って不規則に移動している様子が観察でき
た。また、複数の先導突起を伸ばして、その
うちの一本を選ぶことで方向転換を実現し
ていた（論文⑭）。その後、技術的改良によ
り、中間帯/脳室下帯を移動するニューロン
の可視化にも成功した（論文①）。これらの
ニューロンは辺縁帯のニューロンとは異な
り、正中線に向かって真っ直ぐに移動してい
た。このように皮質内をで接線方向への移動
がおこる発生の比較的早い時期における in	
vivo イメージングには成功したものの、介在
ニューロンが辺縁帯から皮質板へ降下する
時期には脳の厚みが増すとともに脳及び頭
蓋の透明度が低下することなどの理由によ
り、可視化を実現することは出来なかった。	
（２）移動終了のメカニズム：皮質抑制性介
在ニューロンの移動の終了が外部からの要
因によって制御されているのか、それとも内
在的な要因によるのかを明らかにするため
に、２種類の in	vitro の標本を用いて解析
をおこなった。一つ目は解離培養系を用いた
ものであり、発生時期の異なるフィーダー細
胞上での介在ニューロンの移動速度/距離を
調べる方法であり、二つ目は異なる発生時期
に異なる蛍光色を有するプラスミドを基底
核原基に子宮内電気穿孔法で導入し、辺縁帯
に上がってきた介在ニューロンの移動能を
比較する方法であった。これらの研究から発
生の進行にともなう移動能の低下は内在性
の要因と外因性の要因の両方が協調して作
用することによることが明らかになった（論
文⑯）。	
（３）大脳皮質介在ニューロンの極性決定の
メカニズム：辺縁帯でランダムウォークを行

った介在ニューロンは成熟して神経回路の
形成をおこなう。そのために先導突起を有す
る移動細胞から別の極性、すなわち樹状突起
と軸索を有する成熟細胞の形態へと変化す
る。その際移動細胞の極性が引き継がれる可
能性と新たに獲得される可能性が考えられ
る。この何れかが真実があるかを確かめるた
め、マウスが生まれる前後の時期に介在ニュ
ーロンの数日間という長時間亘る時系列観
察をおこなった。その結果、軸索伸長開始直
前には介在ニューロンは多極性の形態を示
し（すなわち移動細胞としての極性を失い）、
その後軸索の伸長が開始することが明らか
になった（論文⑳）。	
（４）辺縁帯における移動と最終分布：介在
ニューロンは辺縁帯において長時間に亘っ
てランダムウォーク様の動きをする	
(Tanaka	et	al.,	2009)が、それが皮質内最
終分布の決定にどのような役割を果たすの
かは明らかではなかった。この問題に取り組
むために、辺縁帯を移動する介在ニューロン
はケモカイン CXCR12 の受容体である CXCR4
を発現していることに着目し、辺縁帯を移動
する時期特異的に CXCR4 の発現を抑制した。
その結果、辺縁帯を移動する介在ニューロン
の数が減少し、成熟マウスの大脳皮質尾側部
と外側部におけるカルレチニン発現細胞と
ニューロペプチド Y発現細胞の数がそれぞれ
減少し、表層部におけるソマトスタチン陽性
細胞が相対的に減少した（論文㉑）。このこ
とは辺縁帯における（ランダムウォーク様）
移動が、介在ニューロンの皮質内最終分布に
重要であることを示している。	
（５）辺縁帯から皮質板への移動の基質：辺
縁帯から皮質板への移動の際に用いるであ
ろう基質を明らかにするために、２つの可能
性を調べた。その一つは興奮性ニューロンの
尖頭樹状突起であり、２番目は放射状グリア
の突起である。前者は皮質外套部への子宮内
電気穿孔法で、後者は抗ネスチン抗体を用い
て可視化し、介在ニューロンとこれらの構造
物との関係に注目し、介在ニューロンが皮質
板へ降下する時期と思われる生後間もない
時期に観察を行った。その結果、予想に反し
て介在ニューロンはその何れとも密接な関
係を示す証拠は得られなかった。	
（６）まとめ：以上のように本研究で当初に
計画した目的の一部は達成できなかった。し
かし、介在ニューロンの皮質内移動、移動の
機構、極性獲得、最終分布の決定機構などに
関して、予想を越える多くの成果が得られた。	
５．主な発表論文等	
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