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研究成果の概要（和文）：知覚や随意運動などの高次の機能を担う大脳の新皮質は、発生の過程で神経幹細胞が経時的
に異なるニューロンを生み出すことで６層の構造を形成する。本研究では大脳皮質の形成原理を理解するために、神経
幹細胞からニューロンへの分化の過程で作動する遺伝子プログラムに焦点をあて、層特異的なニューロンの分化機構に
ついて解析を行った。まずマウスの大脳皮質において各層の神経前駆細胞に発現する遺伝子群を網羅的に同定し、これ
ら遺伝子のニューロンの分化における機能について検証した。一連の解析により、大脳皮質の神経回路形成における層
特異的遺伝子プログラムを介した樹状突起のパターニングおよび配置決定機構について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The neocortex is comprised of diverse neurons that are organized into six layers 
and is the processing center for complex behaviors such as perceptions and voluntary movements. 
Currently, the mechanisms underlying the specification and assembly of each neuronal component of the 
neocortex remain largely elusive. To understand the organizing principles of the cerebral cortex, we 
focused on gene program that operates during neural cell differentiation. We first established a system 
in which temporal subtypes are labeled in developing mouse neocortex, and performed genome-wide analysis 
to identify layer-specific expressing genes. We further performed functional analysis, and revealed that 
these molecules are responsible to establish laminar-specific neuronal distribution and dendrite 
morphology. These studies demonstrated that neocortical circuit formation requires layer-specific gene 
program that direct the morphogenesis and assembly of individual neuronal subtype during differentiation.

研究分野：神経発生学
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１．研究開始当初の背景 
 
  知覚や随意運動などの高度な情報処理を担

う大脳の新皮質は、投射標的や形態、発火パタ

ーン等が異なるニューロンが秩序だった神経回

路網を形成することで、高次機能を発現する。こ

れらのニューロンは、発生の過程で脳室面近く

に局在する神経幹細胞が増殖と分化を繰り返し

ながら、初めに第１層のカハール・レチウス細胞

などのプレプレートニューロンが産生され、続い

て第５、６層の深層投射ニューロン、第２−４層の

上層投射ニューロンが順次生み出される。これ

ら一連の分裂・移動を繰り返すことによって、最

終的に特有のインサイド・アウト様式の層形成に

より大脳新皮質の６層構造がつくられる。この複

雑な脳の構築原理を理解するために、これまで

大脳皮質ニューロンの分化に関わる複数の転写

因子が同定され、これらの機能の解析により、大

脳皮質ニューロンの運命決定が遅生まれのニュ

ーロンがより早い誕生日の細胞運命を辿らない

よう、時期依存的に転写因子 Foxg1 が抑制して

いること （Hanashima et al., 2004）、さらに分化し

た大脳皮質ニューロンにおいて Fezf2、Ctip2、

Sox5、Tbr1, Satb2 の転写因子間の相互抑制作

用により、各層ニューロンのサブタイプが決定さ

れること（Molyneaux et al., 2005、Arlotta et al., 
2005、Kwan et al., 2008、Britanova et al., 2008、

Han et al., 2011）が明らかになった。これらの知

見により、近年大脳皮質ニューロンの分化決定

を担う転写制御ネットワークの理解が急速に進

展しつつある。一方で、従来の研究においては

単一、あるいは多重ノックアウトマウスを用いた

遺伝子欠損や強制発現実験による転写因子間

の相互作用について詳細が明らかにされたもの

の、実際にこれらの転写因子の下流で、どのよう

なプログラムを介して形態や投射パターン等の

サブタイプごとのニューロンの特性が決定される

のかについては、制御分子を含め、その機構に

ついて不明な点が多く残されていた。 
 

２．研究の目的 
 
  このような状況をふまえ、本研究では大脳皮

質ニューロンの分化を制御する遺伝子プログラ

ムの全貌とその制御機構を理解するために、大

脳皮質ニューロンの分化決定に連動した遺伝子

発現のダイナミクスと、これら遺伝子の機能発現

による層特異的ニューロンの分化決定機構を明

らかにすることを目的としている。これまで大脳

皮質の異なる細胞集団に発現する遺伝子を同

定する方法として、単一細胞や領域特異的な細

胞のサンプリング等の様々なアプローチが試み

られてきたが、異なるタイミングで生み出される

各サブタイプのニューロンの分化過程で変動す

る遺伝子発現を捉えるためには、時間的に変化

していく細胞集団をバイアスのない方式で取り

扱う必要がある。そこで本研究では （１）時系列

の異なる大脳皮質の細胞を均一に標識する手

法を確立し、これを用いて層特異的な神経前駆

細胞の単離と発現遺伝子群の網羅的な同定、さ

らに（２）これらの神経前駆細胞で作動する層特

異的な分化プログラムを介したニューロンの分

化制御機構、の２つの項目に焦点をあてて解析

を行うことで、大脳皮質の異なる層のニューロン

の分化過程における分子と細胞の動態を明らか

にすることを目的とする。特に、本研究では経時

的に変動するプログラムのダイナミクスと多様な

ニューロンの特性を決定する分化制御機構を分

子レベルで解明することで、複雑な大脳皮質の

構築原理の全貌を捉え、大脳皮質の形成原理

の理解推進を目指すものである。 
 

３．研究の方法 
 

（１）大脳皮質の層特異的ニューロンの標識と発   

現する分子群の同定 
 大脳皮質の異なるニューロンを標識する手法

としては、これまでレーザーマイクロダイセクショ

ン等を用いた層や領域特異的な組織の切り出し

によるサンプリング、単一細胞レベルでの大脳皮

質細胞の分散・分取による遺伝子発現解析、特

定ニューロンに発現する遺伝子を指標とした蛍

光レポーターマウスによる標識など、様々なアプ

ローチが試みられてきたが、本研究では層特異

的ニューロンの前駆細胞で発現する遺伝子群を

網羅的に同定するために、再現性が高い細胞集

団の標識・操作に向けた遺伝学的手法を確立す

る。 
  初めに大脳皮質の神経前駆細胞に普遍的

に発現する遺伝子群の中で、分化決定を受け

た細胞に一過的に発現が上昇する bHLH 遺伝

子 Neurog2 （Neurogenin2）を用い、時系列の異

なる神経前駆細胞群の抽出を行うために、

Neurog2 の誘導型 Cre リコンビナーゼノックイン

マウス（Neurog2-CreER マウス）を用いた細胞標

識手法の確立を行う。この Neurog2-CreER マウ

スを異なるレポーターマウス系統に掛け合わせ

て、目的の発生日にタモキシフェンを投与するこ

とにより、時期特異的な Cre の活性化による組換

えを誘導し、異なる時系列の細胞集団において

も均一な神経前駆細胞群を標識できるかについ

て確認する。次に Neurog2-CreER マウスを Cre
組換え依存的に蛍光タンパク質を発現するレポ

ーターマウスと交配し、胎生１３日目から１５日目

の各ステージにタモキシフェンを投与することに

より、大脳皮質において標識された神経前駆細



胞を分散、FACS にて単離し、マイクロアレイ解

析によりステージ依存的に発現が変動する遺伝

子群を網羅的に同定する。 
  次に上記の手法において同定された候補遺

伝子について in situ ハイブリダイゼーション解析

により、発生期における時空間的な発現パター

ンを検証する。また、これまでの我々の転写因

子の機能解析により、Foxg1 が初期のプレプレ

ートニューロンを抑制し、深層ニューロンへの分

化を誘導することが示唆されていることから、並

行して Foxg１のノックアウトマウスとコンディショナ

ルノックアウトマウスを用いて、サブタイプ特異的

な分化決定におけるこれらの候補遺伝子の発

現挙動についても解析を行い、層特異的ニュー

ロンの分化決定を司る分子について絞り込みを

行う。 
 

（２）層特異的発現遺伝子のニューロン分化にお

ける機能解析 
  上述したスクリーニングにより得られた候補遺

伝子群について、ノックダウン実験を用いた機能

欠失や過剰発現実験により、生体内において大

脳皮質神経細胞の分化に重要な遺伝子群の機

能同定とその作用機序について詳細な解析を

進める。具体的に、各層ニューロンの分化特性

を規定する樹状突起のパターニングや軸索投

射のガイダンス機能に着目し、子宮内電気穿孔

法による遺伝子導入を用いた機能解析を行う。

またニューロンの配置異常および樹状突起形態

形成に関わる遺伝子については脳スライスのイ

メージングにより生体脳での観察および定量化

による評価も行う。最重要候補分子については

遺伝学的手法を用いた機能欠失実験により検

証を行う。以上の（１）（２）の研究項目により、層

特異的な遺伝子プログラムを介したニューロン

の分化決定機構を明らかにする。 
 

４．研究成果 
 
（１）本研究ではマウス大脳皮質を用いて時系列

の異なるニューロンの標識と操作を行う手法を

確立するために、まず大脳皮質神経前駆細胞

に発現する Neurog2 遺伝子の下流に誘導型

Cre リコンビナーゼ（CreER）を挿入したノックイン

マウスを用い、目的の発生日のマウスへのタモ

キシフェンの投与により、時期特異的レポーター

遺伝子の活性化と層ニューロンの標識を行った。

初めにタモキシフェン投与後１２時間から７２時

間後の大脳皮質を回収し、Cre の組換えによる

神経前駆細胞の標識が１８時間以降でほとんど

変わらないことを見出したため、同様の条件を用

いて、大脳皮質の第５層から第２/３層の神経前

駆細胞が生み出される胎生１３日目から１５日目

の大脳皮質においてタモキシフェンによりレポー

ター遺伝子を活性化後１８時間経過した神経前

駆細胞を蛍光タンパク質の発現を指標として

FACS にて単離、マイクロアレイ解析を行い、各

時系列のサンプルで特異的に発現が高い遺伝

子の網羅的同定を行った。また得られた遺伝子

群の発現を確認するために、同様のサンプルを

用いて定量 PCR による検証を行い、双方にて特

異的な発現が確認された遺伝子についてさらな

る解析を進めた。 
  得られた候補遺伝子のうち、大脳皮質の第２

／３層または４層のニューロンに発現が高い遺

伝子群に着目し、胎生 14 日から生後７日齢まで

のマウス胎仔を用いて、in situ ハイブリダイゼー

ションにより時空間的な発現パターンについて

解析を行った。これらの中で、発生期を通じてそ

の発現パターンが層特異性を示す複数の遺伝

子群を同定することができた。 
 

（２）上記の手法を用いて同定された遺伝子の中

で層特異的な発現を示す分子群について機能

解析を進めた。特にこれらの遺伝子の中で樹状

突起形態、軸索伸長や配置決定に関わることが

予測される複数の分子に着目し、子宮内電気穿

孔法を用いて発生期大脳皮質の神経幹細胞に

遺伝子導入を行い、大脳皮質ニューロンの分化

における機能について検討を行った。この中で、

膜貫通型受容体分子である Robo1 は上層ニュ

ーロンの中で第２／３層に特異的に発現すること

が確認され、また Robo1 の shRNA を用いて機能

阻害を行ったところ、神経細胞の移動の遅延、

ならびに神経細胞の樹状突起形態の変化という

表現型が見出された。そこで、胎生１５日目と１６

日目に各々EGFP と DsRed 発現コンストラクトを

Robo1 の shRNA、またはコントロール shRNA と

共導入したところ、Robo1 を機能阻害したニュー

ロンでは先に到着したニューロンが最表層にと

どまり、後から来たニューロンが追い越せず、コ

ンパクトな第２／３層を形成することが確認され

た。これらの結果から、大脳皮質ニューロンの位

置決定には、層特異的に発現する受容体分子

が正しい分配を制御していることが明らかになり、

大脳皮質ニューロンの配置が各層に発現する

他の分子によっても調節されている可能性が新

たに示された。 
  次に Cre/loxp 組み換えシステムを用い、発生

の異なる時期での Robo1 遺伝子の発現抑制を

試みた。すると、神経細胞分化の早い段階での

遺伝子発現抑制では神経細胞の移動遅延が確

認された一方で、移動を停止したニューロンに

おいて遺伝子の発現を抑制すると、主として樹

状突起の形態変化が確認された。このことから、



大脳皮質ニューロンの分化が初期の細胞移動

期、さらに移動を停止した後の樹状突起形態形

成期という、分化の各段階において、異なる分

子との相互作用により制御されている可能性が

示された。また大脳皮質の第２／３層ニューロン

の分化過程において、錐体細胞の特徴である

尖端樹状突起の形成が、辺縁帯直下到達後の

シグナル伝達により制御されることを見出した。

さらに、この分化時期における上層ニューロンの

動態について詳細に解析を進めた結果、Robo1
が細胞内の細胞小器官の局在を変化させること

で、尖端樹状突起の初期形成を促進しているこ

とが示唆された。一方、大脳皮質上層ニューロ

ンの辺縁帯とのコンタクトを阻害したマウスにお

いては尖端樹状突起の極性異常が見出された

ことから、層特異的な遺伝子発現プログラムを介

して樹状突起の数および極性の制御による形態

決定機構を用いていることが明らかになった。 
 これらの一連の研究により、大脳皮質の神経

回路形成には、神経前駆細胞において経時的

に変動する遺伝子プログラムが多様なニューロ

ンの特性を生み出し、これらのプログラムによっ

て樹状突起形態や配置等の分化決定がなされ

ていることが明らかになった。 
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