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研究成果の概要（和文）：錐体路は脳からの出力路として大脳皮質から脊髄へと軸索を伸ばす。また脳内の神経
核に側枝を伸ばすことで複雑な神経回路を形成する。本研究では錐体路の形成に関わるシグナル分子の探索と同
定を試みた。錐体路を形成する大脳皮質神経細胞に発現する受容体の遺伝子を網羅的に探索し、shRNAを用いた
ノックダウンによって錐体路形成に関わると考えられる遺伝子のスクリーニングを行い、そこから得られた候補
のうち特に２種類の遺伝子に着目して解析を行った。そのうちの１種類は大脳皮質に発現しており、且つ培養系
での軸索分枝形成を促進することを見出したことから、錐体路形成における側枝形成に関与している可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Pyramidal neurons in the cortex form corticospinal tract that project to the
 spinal cord, generating some collaterals projecting to some nuclei such as pontine nucleus. To 
identify signaling molecules that function during the corticospinal tract development, we performed 
screening of genes of receptor molecules that may be expressed in the pyramidal neurons by knockdown
 experiment with shRNA expressing vectors. We focused two of genes listed by the screening which 
showed loss or truncation of collaterals in the pons when each was knocked down. We confirmed that 
those were expressed in the fifth layer in the cortex of newborns. When cortical neurons were 
cultured in the media with ligand protein of the receptor, blanching of the neurites was increased, 
suggesting that they may be involved in collateral formation of the pyramidal tract.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 大脳皮質第５層の神経細胞から伸びる軸
索は、大脳皮質からの主要な出力路である錐
体路を形成する。この錐体路を形成する軸索
は、大脳皮質第５層から起こり、皮質下に入
った後、内包、脳幹を走行し、延髄を経て脊
髄へと至る。また、その過程で、上丘や橋部
に側枝を伸ばし、その結果、複雑な神経回路
が形成される。錐体路は中枢神経系において
最も長い軸索経路であり、体幹および四肢の
運動を制御するために不可欠な神経回路で
あるが、その軸索がどのような分子機構によ
って大脳皮質から脊髄へと到達するか、また
如何にして側枝を伸ばすのかといったこと
については未知の部分が多い。 
 錐体路の軸索の伸長については、内包に至
るまでに Semapholin/Neuropilinや Slit/Roboと
いったシグナルなどの反発性シグナルが関
与することが明らかとなっている。しかし、
内包を通過した後に関与する分子機構につ
いての知見は極めて乏しく、どのような因子
が関与しているのかは定かではない。一方、
錐体路を形成する神経細胞に発現する転写
因子である CTIP2 のノックアウトマウスで
は、橋部より後方へ至る軸索の伸長は見られ
なくなることが報告されている。したがっ
て、内包より後方の領域においても錐体路軸
索の伸長や側枝形成に関わる何らかの細胞
外シグナルが存在することが強く示唆され
る。これら錐体路形成に関わる分子機構を明
らかにすることは、中枢神経系の神経回路の
形成機構を理解する上で、極めて重要である
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 上述したように、錐体路軸索の伸長や側枝
形成にはさまざまな細胞外シグナルが関与
していることが考えられるが、その実態につ
いては多くが未知のままである。本研究で
は、錐体路軸索の形成に関わるシグナルを明
らかにすることを目的とした。 
 神経細胞が軸索を標的部位にまで正確に
伸長させるためには、標的部位にいたるまで
に存在するさまざまな細胞外シグナルを受
け取る必要があり、そのための受容体分子が
神経細胞に発現しているはずである。そこで
我々はまず、公開されている発現データベー
ス(Allen Brain Atlas, The GENSAT project, 
Arlotta et al., Neuron (2005)等)やその他論文
(Gesemann et al. Mol. Cell Neurosci. (2001); 
Numayama-Tsuruta et al. BMC Dev. Biol. (2010)
等)および既に我々のグループが独自に得て
いた microarray のデータを基に、大脳皮質第
５層に発現する遺伝子群のうち、受容体分子
や細胞接着に関わる遺伝子を網羅的に探索
した。続いて、それらの遺伝子に対する

shRNA ライブラリーを用意し、それらをマウ
ス胚の大脳皮質第５層を形成する細胞に子
宮内エレクトロポレーション法によって導
入し、ノックダウン実験を行うことで、錐体
路の軸索形成に影響を及ぼし得る遺伝子の
スクリーニングを行った。その結果、ノック
ダウン実験によって軸索形成に関わること
が示唆される遺伝子を複数見出した。この結
果を端緒とし、錐体路の形成機構において機
能する遺伝子の同定と機能解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
 錐体路の観察は、大脳皮質に蛍光色素 DiI
を注入して錐体路軸索を標識し、ビブラトー
ムにより切片を作成して行った。 
 候補遺伝子の発現は in situ hybridization 法
および免疫染色法により解析した。 
 候補遺伝子のノックアウトマウスが存在
するものについては、ジャクソン研究所(米
国)より購入した。 
 候補遺伝子の受容体に結合するリガンド
の作用を調べるため、脳組織由来の神経細胞
を培養し、培養液にリガンドタンパクを添加
した。神経細胞軸索の様態は、大脳皮質第５
層の神経細胞で蛍光タンパクが発現するト
ランスジェニックマウスを用いることで観
察した。 
 生体マウス脳から得られる細胞には、種々
の神経細胞および多くのグリア細胞が混在
している。胚性幹細胞を SFEBq 法により培養
すると、大脳神経細胞が優先的に分化する。
そこで胚性幹細胞由来の神経細胞を用い、リ
ガンドタンパクを作用させた際に発現が変
動する遺伝子の探索を行った。発現の変動は
RNA-Seq により解析した。 
 
４．研究成果 
 shRNAによって101遺伝子のスクリーニン
グを行った。錐体路は大脳皮質から脊髄に至
るまでに幾つかの神経核に側枝を伸ばすが、
側枝の有無は shRNA による表現型の中で判
別が比較的容易であり、且つ皮質橋核路は運
動制御に不可欠な小脳への情報伝達経路で
あることから、橋核への側枝に関する表現型
に着目して調べた。その結果、Acvr2a および
CXCR2 のノックダウンにおいて、橋核側枝
の顕著な短縮もしくは消失を観察した。した
がって、少なくともこの 2 種類の遺伝子が錐
体路側枝形成に関与していることが示唆さ
れた。 
 そこで、次にこれらの脳における発現を in 
situ hybridization および免疫染色法によって
調べたところ、どちらの遺伝子も生後 2 日目
のマウスに脳において、大脳皮質第５層に発
現していることを見出した(図 1, Acvr2a; 図
2, CXCR2)。このことから、両遺伝子は大脳



皮質第５層の細胞で機能していることが示
唆された。 
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 ジャクソン研究所では Acvr2a ノックアウ
トマウスを保持しているので、研究所より同
マウスを購入し、錐体路橋核側枝を DiI 標識
で観察したところ、正常マウスと比べて顕著
な差異が認められなかった。したがって
Acvr2a は錐体路形成において、機能している
可能性はあるものの単独で機能するシグナ
ル経路ではない可能性が考えられる。 
 CXCR2 はサイトカイン受容体であり、リ
ガンドは CXCL である。CXCR2 に結合しう
る CXCL は６種類存在する。このうち３種類
の CXCL(1, 2, 7)について、軸索側枝形成に及
ぼす影響を、皮質細胞培養系を用いて調べ
た。マウスの皮質細胞を培養し、各 CXCL タ
ンパクを添加したところ、CXCL2 が最も高い
側枝形成効果を示した。 
 CXCL 添加による細胞への影響を調べるた
め、次世代シークエンスによる遺伝子発現解
析を行った。皮質から得られる細胞群には神
経細胞以外にもグリア細胞などさまざまな
細胞種が含まれる。マウス胚性幹細胞を
SFEBq 法で培養すると純度の高い皮質神経
細胞を分化誘導できる。そこで胚性幹細胞由
来の神経細胞に CXCL2 を作用させ、その際
の遺伝子発現変化の解析を次世代シークエ
ンスの RNA-Seq により試みた。その結果、発
現量が２倍以上に上昇したものが６遺伝子
(Ahcy, Egr1, Fam181b, Fos, Gm28551, Junb)、
発現量が２分の１以下に低下したものが２
遺伝子(AW146154, Gm26533)見出された。遺
伝しオントロジーでは Ahcy や Fos は神経突
起の構成要素としての役割を持つとされて
おり、これら含めて発現変動が認められた遺
伝子について、脳内遺伝子発現および機能に
ついての解析を行っていく。 
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