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研究成果の概要（和文）：皮質の神経細胞は一層の神経上皮(NE)から発生するが、その増殖に続き、非、又は対称分裂
により神経細胞(N)又はbasal progenitor (BP)が生じ、さらにNE又はBPの対称分裂によってもNが生ずるとされている
。しかし、これは胎生(E)12.5日目頃のマウスの皮質から得られた知見であり、これ以前のNの発生様式に関する知見は
極めて乏しい。本研究ではE10.5に子宮内電気穿孔法でNE細胞を標識し、この問題に迫った。
その結果、サブプレート細胞、皮質の全層の興奮性神経細胞が標識された。したがって、発生早期にはNEの増殖と平行
してSP細胞が産生され、その後皮質の細胞が作られると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Neuroepithelial cells (NEs) in mouse cortex are thought to initially self renew an
d then generate basal progenitor cells (BP). Neurons are then generated from either of them by symmetric o
r asymmetric divisions. This idea is based on observations of mouse embryos at around E12.5 and how neuron
s are generated at earlier stages remains largely unknown.
Here we performed in utero electoroporation at E10.5 and observed progeny of labeled NEs in mature brain. 
We found that subplate cells, cortical excitatory neurons all all layers as well as astrocyes were labelle
d. This finding indicates that NEs generate subplate cells concomitantly with their self renewal. It also 
implies that these types of cells have common progenitor origins.
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１．研究開始当初の背景 

大脳皮質は 6 層構造を有しており、この層

構造は脳室帯において時期特異的に適切な

細胞が順次産生されることで構築され、脳

が正常に機能する上で重要な役割を果たす。

そのため層構造がいかにして構築されるか

を理解することは重要である。皮質構築過

程ではまずその最初期過程において

Cajal-Retzius（CR）細胞と subplate ニュ

ーロン（SPN）細胞から構成される PP と呼

ばれる神経細胞層が構築される。つまりこ

れらは皮質で最初に生まれる神経細胞であ

る。その後、皮質原基脳室帯から産生され

る皮質錐体細胞がPPの間へ順次侵入するこ

とで、皮質深層から浅層までの 6 層構造が

構築されていく。従来これらの細胞群は全

て皮質原基脳室帯から産生されることが予

想されていたが、近年の研究から、PP 構成

細胞のうちCR細胞は皮質外の脳室帯から産

生された後、皮質領域へと移動してくるこ

とが明らかになった。一方、SPN に関しては

十分な知見がない。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究ではSPNが果たして皮質原基脳

室帯から産生されるのか否か、また産生され

るならばどのようにして脳室帯において SPN

産生から皮質錐体細胞の産生へと時間的な

スイッチ機構が働いているのかを明らかに

することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

皮質原基脳室帯に存在する神経前駆細胞にベ

クターを導入するため、子宮内電気穿孔を胎

生10.5日目の胎仔に対して行った。直径1.2mm

のガラス管プラーで伸ばし、外径30-40μmに

切りそろえ、研磨した。このガラス針に注射

筒を用いてプラスミド溶液を充填した。 

 母マウスに10％ソムノペンチル/PBS(共立)

を500μl投与し、麻酔が十分に効果を表した

後に正中線に沿って開腹し、温PBSに浸した滅

菌済ガーゼで開腹部周囲を覆い、片側の子宮

を取り出してその上に載せた。次に上記のガ

ラス針を用いてプラスミド溶液

［｛pCAGGS-tdtomato:1μg/μl, 

pCAGGS-transposase:2.5μg/μl, 

pTol2-EGFP:1.5μg/μl｝または

｛pCAGGS-EGFP:1μg/μl｝］を胎仔の側脳室に

注入した。注入はインジェクター

(IM-30,Narishige)を用いて窒素ガス圧で注

入した。プラスミド溶液を注入した胎仔の頭

部領域を子宮越しに3mm円盤電極または1mm円

盤電極(CUY650P2, Unique Medical Imada)で

挟み、25V、50msの電気パルスをパルス間隔

150msで5回かけることで遺伝子の導入を行っ

た。電極を接触、固定させる位置を工夫し、

皮質原基脳室帯に存在する神経前駆細胞へと

遺伝子導入した。電気穿孔後、子宮を腹腔内

に戻した。 

 本研究では皮質原基脳室帯からSPNが産生

されるか否かを明らかにするため、皮質原基

のみに遺伝子導入されることが非常に重要に

なる。胎生期初期過程（胎生11.5、12.5日目）

の解析では遺伝子導入されたプラスミドベク

ターの蛍光が脳室帯において継続的に確認で

きるため、遺伝子導入箇所を明らかにするこ

とができる。しかし胎生期後期（胎生18.5日

目）の解析では、遺伝子導入するプラスミド

DNAがプラスミドベクターだけでは、神経前駆

細胞は分裂を経て蛍光が消えてしまい、遺伝

子導入箇所が同定できなくなる。そこでプラ

スミドベクターに加えてpCAGGS-transposase, 



pTol2-EGFPからなるトランスポゾンの系を組

み込んだ。トランスポゾンの系では、

transposaseによって、Tol2配列で挟まれた

EGFPがゲノム上に組み込まれるため、その子

孫細胞全てを標識することが出来る。 

本研究ではトランスポゾンを指標に遺伝子導

入が皮質原基のみに行われたと考えられるサ

ンプルにおいてのみ解析をおこなった。 

  これまでの研究からマウス胎生期におい

て SPNはマウス胎生 10.5 日目から 12.5 日目

にかけて発生する（Price et al., 1997）。

また胎生期初期過程においては、SPN はパイ

オニアニューロンとしての役割も知られて

おり、大脳皮質において最も早く産生され成

熟することで、後から産まれる皮質錐体細胞

に先駆けて軸索を皮質下領域まで伸長させ、

CR 細胞と共に PP を構築すると考えられてい

る（Allendoerfer and Shatz, 1994、 De 

Carlos and O’Leary, 1992）。 

 本研究では、まず、SPN が新皮質原基脳室

帯から産生されるか否かを解析するため、子

宮内電気穿孔法を用いた。もし SPN が新皮質

原基脳室帯から産生されるならば、SPN の産

生開始時期である胎生 10.5 日目において、

新皮質原基脳室帯に存在する神経前駆細胞

に子宮内電気穿孔法により蛍光タンパク質

を遺伝子導入する事で標識できるのではな

いかと考えた。 

 

４．研究成果 

胎生 10.5 日目での遺伝子導入後、胎生 11.5

日目、12.5 日目において、既に神経細胞が産

生されているかどうか EGFP 蛍光を指標に解

析した。この遺伝子導入後短期間での解析に

は、遺伝子導入ベクターとして通常のプラス

ミドDNA をバックボーンとしたpCAGGS-EGFP

発現ベクターを用いた。胎生 11.5 日、12.5

日において、蛍光標識された細胞は新皮質原

基に相当する脳室帯に存在する神経前駆細

胞およびそこから法線方向に存在する軟膜

直下の細胞層に亙って広く分布している様

子が観察された。これらの標識細胞のうち、

軟膜直下に分布する標識細胞はβⅢ-tublin

陽性であった。胎生 11.5 日目、12.5 日目に

おいて皮質原基の軟膜直下付近に存在する

これらの標識された神経細胞は PP と考えら

れる神経細胞群の一部を構成していること

が示唆される。この時期に PP を構成してい

るSPNに特異的に発現する分子マーカーは知

られていない。一方、CR 細胞にはリーリンが

発現していることが知られている。そこでこ

れら標識細胞を同定するため、胎生 12.5 日

目においてリーリンに対して免疫染色を行

った（D’Arcangelo et al., 1997）。その結

果、PP 表層に多くのリーリン陽性細胞が観察

されたが、EGFP で標識された細胞のうち、リ

ーリンを発現しているものは観察されなか

った。これらの結果から、EGFP で標識された

細胞は PP の一部を構成し、CR 細胞ではない

ことが示唆された。 

次に、標識細胞が、過去に SPN の特徴とし

て示されたパイオニアニューロンとして、皮

質錐体細胞に先駆け既に軸索を皮質下領域

へと伸長しているのかどうかを解析した。こ

の解析には、神経細胞のみを標識することで

軸索の伸長を容易に観察できるよう

pNeuroD-Cre、pCALNL-EGFP を遺伝子導入した。

今回の実験で用いられた NeuroD プロモータ

ーによる遺伝子発現では、神経前駆細胞では

発現されず、神経細胞に分化した後に発現す

る（Huang et al., 2000）。そのため、

pNeuroD-Cre は遺伝子導入された細胞が神経



細胞に分化することで初めて転写、翻訳が開

始される。その後発現した Cre によって

pCALNL-EGFPに含まれるloxP配列で挟まれた

ストップコドンが取り除かれ、EGFP が発現す

る。このシステムを用いることで神経細胞の

みを特異的に標識することができる。まずは

このシステムを用いる事で神経細胞のみを

標識できるかどうかを確かめた。β

III-tubulin との共発現を解析した結果、上

述のpCAGGS-EGFPを遺伝子導入したものとは

異なり、脳室帯における神経前駆細胞と考え

られるβIII-tubulin 陰性細胞は標識されず、

PP領域に存在するβIII-tubulin陽性神経細

胞のみが標識されていた。標識細胞から伸張

する軸索を観察したところ、過去の知見と一

致して既に皮質下領域へと伸長しているこ

とが明らかになった。これらの結果から、今

回胎生 10.5 日目の皮質原基脳室帯に対する

遺伝子導入で標識された細胞はSPNのパイオ

ニアニューロンの性質を獲得していること

が明らかになった。 

 胎生期後期以降においては、SPN は細胞体

位置、細胞形態、分子発現、軸索投射などの

特徴が過去の研究から知られている。PPの一

部を構成する SPN は皮質板へ侵入後、皮質板

直下のサブプレートに分布する。我々は胎生

10.5 日目に遺伝子導入後、胎生 18.5 日目に

解析した。遺伝子導入ベクターとしては、遺

伝子導入時期に産生された神経細胞を標識

するためのpCAGGS-tdtomato発現ベクタープ

ラスミド DNA と、遺伝子導入部位を確認する

ための pCAGGS-transposase と pTol2-EGFP に

よるトランスポゾンプラスミドDNAを同時に

導入した。本研究ではトランスポゾンの EGFP

を指標に、新皮質原基のみに遺伝子導入が行

われたと考えられるもののみを解析の対象

にした。 

 胎生 18.5 日目の皮質板には細胞が密に存

在することが DAPI による核染色像からも確

認出来た。遺伝子導入により標識された細胞

の多くは皮質板よりもさらに深層のサブプ

レートに相当する領域に数多く分布してい

た。また蛍光強度の比較的弱い標識細胞は皮

質板にも観察された。更に脳室帯から表層ま

での領域を 10 等分し、各領域に分布する標

識細胞数の割合を定量したところ、約半数の

標識細胞が中間帯の直上であるサブプレー

トに相当する領域に分布しており、残りの約

半数が皮質板に亙って広く分布していた。こ

れらの結果より標識細胞の多くはサブプレ

ートに分布していた事が示唆される。 

 次に標識細胞が過去に報告されている SPN

の軸索投射パターンを示しているかどうか

を解析した。SPN は胎生期後期以降において

視床領域へと軸索を伸張させることが知ら

れているため、標識細胞の軸索投射パターン

を解析したところ、皮質-視床投射神経線維

が tdtomato により蛍光標識されているのが

観察された。しかしながら、今回は皮質板領

域にも細胞が標識されているため、これらの

標識された軸索はSPN以外の細胞から投射さ

れている可能性も否定出来ない。 

 最後に分子マーカー、細胞形態に関して解

析を行った。胎生 18.5 日目において SPN の

一部に発現することが知られている Nurr1 

(Arimatsu et al., 2003, 

Hoerder-Suabedissen et al., 2008)に対し

て免疫染色を行ったところ、サブプレート領

域においては tdtomato 標識細胞のうち、約

３割の標識細胞が Nurr1 を発現していた。ま

たこれらサブプレート領域に分布していた

標識細胞の多くは神経突起を接線方向にの



ばしており、皮質深層に分布する細胞と形態

学的にも異なり、SPN の形態学的特徴を示し

ていた。さらに皮質構築が完了した生後 21.5

日目においても同様の解析をおこなった結

果、他の分子マーカーである CTGF の共発現

も観察された。 

 以上の結果から、胎生期初期過程と同様に、

胎生 10.5 日目の新皮質原基脳室帯に対する

遺伝子導入により標識された細胞は胎生期

後期以降においてもSPNの特徴を持つことが

明らかになった。つまり、少なくとも一部の

SPN は新皮質原基脳室帯から産生されること

が示唆された。 
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