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研究成果の概要（和文）：マウスの発生期大脳新皮質内で、人為的に特定の遺伝子を強制発現することにより、抑制性
神経細胞を多く作らせることに成功した。また、大脳新皮質の第2-3層の神経細胞と第4層の神経細胞に関して、二種の
転写因子Brn1/2とRorbが相互抑制しており、前者が優位になると2-3層神経細胞に、後者が優位になると4層神経細胞に
分化することを見出した。すなわち、この両者を使い分けることによって、未成熟神経細胞からの分化方向を人為的に
変換できることを発見した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that overexpression of a certain gene could modify the 
neuronal identity in the developing cerebral neocortex. In the upper cortical plate neurons, a mutually 
repressive mechanism exists between two kinds of transcription factors, Brn2 and Rorb, and the 
established expression of Brn1/2 and Rorb specifies those neurons into layer 2-3 and layer 4, 
respectively, during cortical plate maturation.

研究分野： 発生神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 大脳新皮質を構成する神経細胞には興
奮性神経細胞と抑制性神経細胞があり、前者
が 7〜8 割、後者が 2〜3 割を占める。多くの
興奮性神経細胞を少数の抑制性神経細胞が
制御しており、それらの細胞が各神経細胞層
に配置されて適切なネットワークを形成し
ている。最近の研究から、神経微小回路内の
興奮と抑制のバランス（excitation/inhibition 
balance; E/I バランス）が破綻するとさまざま
な弊害が生ずると考えられている。例えば、
てんかん、統合失調症、自閉症などでは、E/I
バランスが興奮過多に傾いていることが指
摘されている。逆に、興奮性神経細胞の活動
が増大しているマウスに対して抑制性神経
細胞の興奮を人為的に亢進させると、興奮過
多によって生じる症状が部分的に改善する
ことも報告されている。以上のことから、精
神神経疾患における行動障害や認知機能障
害は神経微小回路内の破綻に起因すると考
えられてきており、E/I バランスの増大仮説
が強く支持されるに至っている。 
 最近我々は、あらかじめマウスの内側前頭
前野（mPFC）に抑制性神経前駆細胞を移植
しておくと、認知機能障害を含む統合失調症
様症状を惹起する薬物フェンサイクリジン
（PCP）に対する抵抗性を獲得し、PCP を投
与しても発症しなくなることを報告した
(Tanaka et al. J. Neurosci., 2011)。PCP は
NMDA 受容体阻害薬で、PCP 投与動物は統合
失調症のモデル動物として広く使われてい
る。抑制性神経細胞を mPFC 以外の場所に移
植したり、mPFC に興奮性神経細胞を移植し
ても PCP に対する抵抗性は高くならなかっ
た。つまり、mPFC の局所の抑制性神経細胞
の数を増やすことによって、発症を予防でき
る可能性が示された。また、てんかんなど E/I
バランスの崩れたモデルマウスにおいて、抑
制性神経細胞の移植により症状が改善され
ることも報告されている。何れの研究も抑制
性神経細胞の前駆細胞を移植した実験であ
るが、移植の侵襲性の高さや高度な技術が必
要な点、また移植細胞のがん化の可能性など
懸念すべき点も多い。そのため、細胞移植に
頼らずに人為的に E/I バランスを改変できる
技術の開発が望まれる。 
 
(2) 一方、大脳新皮質の興奮性神経細胞に
ついては、多くが外套の脳室面近くで誕生し、
辺縁帯直下へと放射状に移動した後、誕生時
期をほぼ共通にする細胞同士が集合して、脳
表面に平行な 6 層からなる多層構造（皮質板。
将来の皮質）を形成する。この際、遅生まれ
の神経細胞は早生まれの神経細胞を乗り越
えて辺縁帯直下で移動を終えるため、最終的

に inside-out 様式で層構造が形成される。こ
の各層を構成する神経細胞は、それぞれの層
に特有のマーカー発現、細胞形態、電気生理
学的特徴、投射様式等を有する。例えば、第
2-3 層の主な神経細胞は大脳新皮質の他の領
域と連絡する錐体細胞であり、第 4 層の主な
神経細胞は視床からの入力を受ける星状細
胞（顆粒細胞）である。特に 6 層のうちでも
表層（第 2-4 層）については、進化上哺乳類
が獲得して発達したもので、中枢機能を下位
脳から大脳新皮質へと持ち上げ、動物が高次
脳機能を獲得し発現する上で極めて重要な
役割を担うと考えられている。この層特異的
神経細胞への分化には、転写因子による制御
が重要であることが最近の研究で次第にわ
かってきた。しかしながら、表層（第 2-4 層）
神経細胞については、その差別化（分化）が
どのように行われるかわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 脳への細胞移植より簡便な手法で、内在性
の神経細胞の分化方向を特定の種類の神経
細胞（抑制性神経細胞や、興奮性神経細胞の
中でも特定の層特異性を有する細胞など）に
変換することが可能になれば、非常に強力な
ツールとなり得る。そこで本研究では、in vivo
の脳内神経細胞を本来とは異なる種類の神
経細胞に人為的に変換させることを目指し
た。 
 
３．研究の方法 
 特定の種類の神経細胞に分化を誘導する
因子を検索し、候補分子を子宮内胎仔脳電気
穿孔法等により異所的に強制発現したり、逆
にノックダウンすることにより、人為的に本
来とは異なる神経細胞に変換させることを
試みた。 
 
４．研究成果 
(1)  マウス大脳新皮質内で本来興奮性神経
細胞を産生するはずの神経前駆細胞に強制
発現することによって、抑制性神経細胞のマ
ーカーである γ-aminobutyric acid (GABA)を発
現するようになる遺伝子を発見した。この遺
伝子は、本来興奮性神経細胞に分化すべき細
胞を抑制性神経細胞に変換させてしまう機
能を有する候補遺伝子であると考えられた。
そこで次に、この遺伝子を強制発現させた大
脳新皮質脳室帯由来の細胞が放射状移動中
に GABA を発現し始める部位を調べたとこ
ろ、大脳新皮質の中間帯上部/サブプレート領
域に進入すると発現することを見いだした。
そこでさらに、抑制性神経細胞への分化方向
の変換にこの中間帯上部/サブプレート領域
の細胞外環境が重要であるか検討した。まず
は、この候補遺伝子を強制発現させた大脳新
皮質脳室帯由来の細胞を含む大脳新皮質全
体を用いて神経細胞の分散培養を行った。そ



の際に細胞の密度を変えて培養を行い、候補
遺伝子を強制発現させた細胞が GABA 陽性
となる割合の変化を調べた。その結果、培養
細胞の密度を高くすると、GABA を発現する
神経細胞の割合が増加することがわかった。
このことから、中間帯/サブプレート領域を含
む大脳新皮質には、この候補遺伝子を強制発
現させた細胞において GABA の発現を促す
細胞外環境が存在することが示唆された。 
 以上より、この候補遺伝子の強制発現と中
間帯/サブプレート領域に局在する細胞外環
境との組み合わせによって、興奮性神経幹細
胞から抑制性神経細胞を産生できる可能性
が示された。 
 
(2) まず、大脳新皮質の将来第 2-4 層の神経
細胞に分化する未成熟神経細胞群は、共通し
て全て転写因子 Brn2 を発現し、別の転写因
子 Rorb を発現していないことを見出した。
その後発生が進んで神経細胞が成熟すると、
第2-3層神経細胞では継続してBrn2の発現が
強くみられたが、成熟後の第 4 層神経細胞で
は Brn2 の発現が減少し、代わりに Rorb の発
現が上昇してくることがわかった（図１）。 
 

  
 そこでさらに解析を進めた結果、実はこの
二種の転写因子は相互に発現を阻害しあう
ことを見出した（図 2）。実際に、Rorb は Brn2
遺伝子の転写開始点から上流約 8kb にある特
定の 2 箇所の配列（BS1 及び BS2 と命名した）
を認識して結合し、転写を抑制することがわ
かった。 

 また、Brn2 を強く発現させると第 2-3 層神
経細胞に特徴的な性質（連絡様式、形態、特
異的マーカー分子の発現）を示すように変化
し、逆に Rorb を強く発現させると第 4 層神
経細胞に特徴的な性質を示すようになるこ
とを見出した。 

 以上より、大脳新皮質の第 2-3 層の神経細
胞と第 4 層の神経細胞に関して、二種の転写
因子 Brn2 と Rorb を使い分けることによって、
未成熟神経細胞からの分化方向を人為的に
変換できることを発見した。今後は、なぜ第
2-3 層では Brn2 が発現し続けるのか、また、
なぜ第 4 層では Rorb の発現が誘導されるの
か、そのメカニズムを解明することが重要で
あると考えられる。 
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