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研究成果の概要（和文）： 本研究では、大脳皮質の領野間回路の構造と形成機構を明らかにすることを目的として、
この回路を構成する長連合ニューロン特異的な遺伝子を同定し、そのプロモータを利用して長連合ニューロンとその軸
索を可視化した。まず、マイクロアレイ解析などにより長連合ニューロンに発現する遺伝子を得た。次にこれらの遺伝
子のプロモータ制御下に蛍光レポーターを発現するプラスミドベクターを作製してマウス胎児の大脳皮質に導入し、生
後に脳組織を摘出して長連合ニューロンとその軸索が標識できることを確認した。現在、軸索伸長過程の経時的観察を
行っている。また、解析の効率化のため、SeeDB法を用いた大脳皮質透明化プロトコルを確立した。

研究成果の概要（英文）：  In this study, we identified the genes specifically expressed in the long associ
ation neurons connecting distant cortical areas in order to examine the detailed axon projection patterns 
and developmental processes of the circuit. First, we identified the genes expressed in the long associati
on neurons by microarray analysis comparing gene expression profiles of the long association neurons and t
he callosal neurons, followed by double staining analysis combining retrograde tracing and in situ hybridi
zation. We then used the promoters of these genes to drive the expression of the fluorescent reporter. We 
visualized the long association neurons and their axons by introducing the reporter constructs into the em
bryonic cortex and are currently analyzing the development of the neural circuit by examining the axonal p
atterns at different stages. For efficient observation and analysis, we also set up the tissue clearing pr
ocedure for the cortex using SeeDB method.
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１．研究開始当初の背景 
（１）大脳新皮質の異なる頭葉を結ぶ長連合
線維 
 大脳新皮質は特定の情報を処理する多く
の領野に分かれており、それらは連合線維と
呼ばれる皮質間結合によって接続されてい
る。長連合線維はその中でも異なる頭葉に存
在する離れた領野を結ぶ神経連絡で、各領野
で処理した情報を統合する高次の情報処理
に関わっていると考えられている。また、近
年では、自閉症と長連合線維異常の関連を示
す報告もなされてきている(Jou et al., 2011 
Am J Neuroradiol など)。長連合線維を構成
する神経細胞（長連合ニューロン）は、大脳
新皮質６層構造の II/III 層および V 層に存
在する。II/III 層では左右の大脳半球を結ぶ
交連線維を構成する交連ニューロンと長連
合ニューロンが混在し、V 層にはこれらに加
えて皮質下に接続する投射ニューロンも混
在している。霊長類では長連合ニューロンは
主に II/III 層に存在するとされているが、
マウスにおいてはV層の方が多くの長連合ニ
ューロンを含んでいるとの報告があり(Mao 
et al., 2011 Neuron)、我々も逆行性トレー
サー分子の注入実験によって同様の観察を
得ていた。ヒトでは大脳皮質全域における長
連合線維の走行が記述されているが、マウス
においてはその全容が十分に記述されてい
ない。また、いずれの生物種においても、個々
の長連合ニューロンがどの領野に、どのよう
に軸索を伸ばし、標的領域においてどのよう
な接続様式を示しているかという細胞レベ
ルでの知見はほとんどない状況であった。ま
た、長連合線維は投射線維や交連線維と比べ
る と そ の 形 成 時 期 が 遅 い (Mitchell & 
Macklis, 2005 J Comp Neurol)が、その形成
の詳細な分子機構についての知見はほとん
どない。 

（２）長連合ニューロン特異的プロモータの
同定 
長連合ニューロンは同じ層内で他の細胞

種と混在しており、同じタイミングで誕生し
た神経細胞に外来性遺伝子を導入できる子
宮内電気穿孔法を用いても、選択的に標識す
るのは困難である。そこで、長連合ニューロ
ンに特異的なプロモータを用いて必要な遺
伝子を発現させる戦略が必須となる。研究代
表者は平成 23 年度の科学研究費（研究活動
スタート支援）に採択された研究課題「大脳
皮質長連合線維の回路構造と形成機構の解
析」において、予備実験として子宮内電気穿
孔法によりマウス大脳皮質の II/III 層の細
胞を蛍光タンパク質 tdTomato で標識し、長
連合ニューロンの軸索は生後 21 日目には投
射先でよく分枝していることを見出した。そ
こで、この時期に大脳皮質の様々な領野に逆
行性トレーサーを注入して長連合ニューロ
ンを可視化し、これらの細胞をレーザーマイ
クロダイセクション(LMD)によって回収して

total RNA を調製し、DNA マイクロアレイ解
析を開始した。 
 
２．研究の目的 
長連合ニューロンを選択的に標識して、長

連合線維の細胞レベルでの回路構造(長連合
ニューロンの軸索投射パターンとその接続
様式)とその分子レベルでの形成機構を明ら
かにすることを目的とし、また将来的な長連
合回路の機能解析のための実験系を確立す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）長連合ニューロンの選択的な標識に必
要な長連合ニューロン特異的プロモータの
同定 
①逆行性トレーシングで標識した長連合ニ
ューロンと交連ニューロンの遺伝子発現を
DNA マイクロアレイ解析で比較して候補遺伝
子を同定し、それらの遺伝子のプロモータ制
御下に蛍光レポーターEGFPを発現するDNAコ
ンストラクトをマウス胎児の側脳室に子宮
内電気穿孔法により導入して、適切な細胞と
軸索が標識されているかどうかで評価した。 

②マイクロアレイによるスクリーニングを
補完するアプローチとして、既知の層特異的
遺伝子の中に長連合ニューロンに発現する
遺伝子がないか、in situ ハイブリダイゼー
ションと FluoroGold による逆行性トレーシ
ングを組み合わせた2重染色によりスクリー
ニングを行った。 

（２）長連合ニューロンの軸索伸長過程の観
察は、（１）で得られたコンストラクトを用
いて、子宮内電気穿孔法による導入後、継時
的にサンプリングして EGFP により蛍光標識
された軸索の走行パターンを観察・解析した。 

（３）長連合ニューロンが接続する後シナプ
スニューロンを解析するために、（１）で得
られたプロモータを用いて経シナプストレ
ーサーであるWGAを発現させるコンストラク
トを作製した。 
 
４．研究成果 
（１）長連合ニューロン特異的プロモータの
同定 
①蛍光マイクロスフェアを用いた逆行性ト
レーシングにより１次体性感覚野の長連合
ニューロンと交連ニューロンを標識し、各層
からレーザーマイクロダイセクションによ
って標識された細胞を1000個程度ずつ集め、
各細胞集団の遺伝子発現プロファイルを DNA
マイクロアレイ解析で比較した。たんぱく質
をコードする遺伝子の中で長連合ニューロ
ンに高い発現を示す約 50 種類の候補遺伝子
に関して大脳皮質での発現パターンを in 
situ ハイブリダイゼーションを行い、10 種
類以上に関して層特異的な発現を確認した。
さらに、逆行性トレーシングと in situ ハイ



ブリダイゼーションを組み合わせた2重染色
による絞り込みを行い、5 種類の遺伝子に関
して長連合ニューロンでの発現を確認した。
②既知の層特異的な遺伝子に関して、逆行性
トレーサーFluoroGold を注入したマウスの
脳組織に対する in situ ハイブリダイゼーシ
ョンを行った。その結果、長連合ニューロン
に発現する遺伝子が 1種類同定できた。 

上記①と②で得られた候補遺伝子の遺伝
子座を含む BAC クローンを入手し、これらの
遺伝子の翻訳開始点に EGFP あるいは Cre を
導入したコンストラクトを大腸菌内の相同
組み換えを用いて作製した。これらの DNA コ
ンストラクトをマウス胎児の側脳室に子宮
内電気穿孔法により導入して、長連合ニュー
ロンとその軸索を蛍光標識できるものを少
なくとも 1種類得た。 

（２）（１）のコンストラクトを胎生 15 日目
に子宮内電気穿孔法で導入し、経時的に脳組
織をサンプリングして標識された軸索の走
行パターン解析を開始した。その過程で、
個々のニューロンの軸索の全体像を効率よ
く把握するために、脳組織の透明化と大脳皮
質全体のイメージングを行う必要があった
ので、最近報告された CLARITY と SeeDB の 2
種類の方法で透明化の条件を検討した。どち
らの方法でもイメージングに用いるのに十
分に透明化することができた。CLARITY は高
い透明度の一方で時間とコストを要するの
に対し、SeeDB は CLARITY ほどの透明度はな
いが大脳皮質のイメージングには十分な透
明度は得られ、かつ、簡便で安価である。し
たがって、SeeDB による透明化で観察を行う
こととした。 

（３）（１）で得られたプロモータの制御下
にWGAを発現するコンストラクトを作製した。
具体的には Cre/loxP システムを利用した２
つのプラスミドを、子宮内電気穿孔法で同時
に大脳皮質に導入し、長連合ニューロンで
WGA が発現するようにした。 

 今後は引き続き長連合ニューロンの軸索
伸長過程の経時変化の観察を行うとともに、
WGA に対する免疫組織染色を行って長連合線
維の回路構造を明らかにし、さらに今回同定
した特異的プロモータを利用して長連合ニ
ューロンの欠失や神経活動調節を行う系を
構築して、長連合回路の機能解析へと進めて
いく予定である。 
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