
京都大学・白眉センター・特定准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

若手研究(A)

2017～2014

大脳皮質視覚野における同一神経幹細胞由来機能相同性配列の発達の解析

Analysis of the functional development of clonally-related neurons in the visual
 cortex

６０７２３２７８研究者番号：

大槻　元（Ohtsuki, Gen）

研究期間：

２６７１０００２

平成 年 月 日現在３０   ６   ６

円    18,800,000

研究成果の概要（和文）： 本研究では、大脳一次視覚野において由来する幹細胞を同一にする神経細胞群（ク
ローン細胞群）で機能発達の仕組みを解明することを目的とした。その際、クローン細胞群を蛍光するように遺
伝子改変したマウスを用いて、二光子顕微鏡による生体内でのCa2+神経活動記録と脳スライス標本下の神経細胞
群からの多電極パッチクランプ記録により、クローン細胞間のシナプス伝達と可塑性誘導、およびそれに対する
投射を調べ、機能構造の発達過程を明らかにすることを試みた。幼若期と成体での機能類似性がどのように変化
するのか調べたところ、開眼後の幼若期に大脳皮質内で縦方向に並んだクローン細胞の機能が特に似ていること
が分かった。

研究成果の概要（英文）：Orientation preference among clonally-related cells from same cell-lineage 
is more similar than among unrelated cells in the rodents’ primary visual cortex. While the 
similarity of orientation selectivity among the clonally-related neurons is moderate in adult mice, 
it could be stronger at immature stage with less visual experiences. Here, by using the combination 
of in vivo two-photon Ca2+ imaging and a cell-lineage tracing with transgenic mice, we examined 
visual responses of clonally-related neurons, progeny derived from a single cortical progenitor 
cell, in the course of maturation from eye opening to mature state. We found that while 
clonally-related cells are more similar in orientation preference through development, the 
functional similarity was higher in juvenile. Comparison of the similarity in vertically aligned 
cells revealed the functional similarity in narrower column is especially high in younger cortex.

研究分野： 神経生理学、脳機能生理学、神経免疫学

キーワード： クローン細胞　遺伝子改変マウス　大脳皮質　一次視覚野　生体下Ca2+イメージング　細胞位置機能解
析　機能発達
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１．研究開始当初の背景 
視覚を担う大脳皮質一次視覚野では、網膜、

外側膝状体を介した視覚情報を処理し、物体
の傾きや動きの方向を感知する。視覚野の一
つ一つの神経細胞は、動物に傾きを持つ物体
を見せたり、物体をある方向に動かしたりす
ると活動電位を発生する。これらの機能はそ
れぞれ方位選択性と方向選択性と呼ばれる
が、これまで、近い傾きに対する方位選択性
を持った細胞が、視覚野の表層から深層にか
けて縦状に配列することが分かっていた。し
かしながら、どのような仕組みで機能配列が
作られるのかは、半世紀近くの間、未知なま
まだった。 
大脳皮質は胎生期において、神経幹細胞か

ら分化した神経細胞が層状に並び、層が積み
重なって出来上がる。一つの神経幹細胞から
発生する細胞数は、げっ歯類の場合、600 個
程度と考えられ、これらは神経幹細胞である
放射状グリア細胞の持つ放射状グリア線維
を蔦って表層側へと移動する。私は自身が率
先したプロジェクトにおいて、遺伝子改変マ
ウス(TFC.09 系統; Magavi et al., 2012, 
J.Neurosci.)を用いて同一の神経幹細胞群
から発生するすべての神経細胞を同定し、成
体マウスの一次視覚野で、二光子顕微鏡を用
いた Ca2+イメージングによって生体内におけ
る視覚刺激に対する応答を比較した。すると、
方位選択性に関し、同一の神経幹細胞群から
発生した神経細胞群（以下、クローン細胞群）
は異なる幹細胞から発生した他のクローン
細胞群と比べ、より近い方位選択性を持つこ
とがわかった（ Ohtsuki et al., 2012, 
Neuron）。Yu ら(2008, Nature)は、ウイルス
を用いてクローン細胞群を蛍光タンパク質
で標識し、標識した同一の幹細胞由来の複数
の神経細胞からパッチクランプ記録を行っ
たところ、幹細胞を同じくするクローン細胞
同士がシナプス結合を持つ確率は、異なる神
経幹細胞由来のものと比べて高いというこ
と見出していた。このことから、我々の見出
した結果は、クローン細胞群は成体マウスの
脳内で互いに結合を持ち、機能を持った配列
を形成していることを示唆する。 
 
２．研究の目的 
大脳皮質一次視覚野において、機能の類似

性を持った細胞は表層から深層にかけて縦
状に並んで配列される。なぜ同じ幹細胞から
分化した神経細胞群に機能の類似性がある
のか、また、大脳の発達の過程でどのような
仕組みで機能配列が完成するのかは明らか
ではない。本研究では、二光子顕微鏡による
生体内神経活動記録と脳スライス標本下の
神経細胞群からの多電極パッチクランプ記
録により、幹細胞を同一にする神経細胞のシ
ナプス伝達と可塑性誘導、およびそれに対す
る投射を調べ、機能構造の発達過程を明らか
にする。 
 

３．研究の方法 
本研究では、大脳皮質一次視覚野におけるク
ローン細胞群が形成する機能構築の発達過
程を明らかにする。そのために、神経細胞が
分化する時期にのみ少数の神経幹細胞にラ
ンダムに蛍光タンパク質を発現する遺伝子
改変マウス(TFC.09 系統)を用いて、同一幹細
胞に由来するすべてのクローン神経細胞群
を標識する。二光子顕微鏡を用いた Ca２+イメ
ージングによって、生体内でクローン細胞群
の活動記録を行い、視覚刺激に対する個々の
細胞機能(方位選択性と方向選択性)を同定
する。この時、方位選択性について、成体動
物と幼若動物の間で機能的クローン細胞群
（以下、F+細胞群）と蛍光タンパクを発現し
ていない細胞群（以下、F-細胞群）の大脳皮
質内での位置関係や、機能的類似度に違いが
無いか精密に調べる。さらに、機能を同定し
た観察動物の脳切片標本を作成し、シナプス
結合、シナプス伝達特性、シナプス可塑性誘
導を発達段階を追って、多電極パッチクラン
プ記録により調べる。また、クローン細胞群
に対する視床からの投射を電気刺激により
スライス標本下でも調べる。 
 

４．研究成果 
①発達に伴ったクローン細胞群の分布比較 
実験には TFC.09 系統に Ai14 系統を掛け合

わせたマウス用いた。図１Ａに示すように、
ランダムに選ばれた同一幹細胞に由来する
すべてのクローン神経細胞群を標識できる。
二光子顕微鏡を用いた Ca2+イメージングす 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



るために、クローン細胞群が位置する一次視
覚野に Ca2+指示薬（OGB-1AM）を複数回注入
する（図１Ａｂ）。クローン細胞群の一次視
覚野内での分布を固定標本で調べると、表層
から第６層までの間で、幼若期（開眼直後）
と成体の間で顕著に分布が異なることはな
かった（図１Ｂ-Ｅ）。げっ歯類の場合、１-
２日で神経細胞の発生、分化、移動は完了す
ることから、この結果は妥当である。 
 
②発達にともなったクローン細胞群の方位
選択性類似度の比較 
生体下での Ca2+イメージングを行い、クロ

ーン細胞群の方位選択性を、開眼直後と成体
動物の間で比較した（図２）。方位選択的で 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
あった細胞について、最適方位の差（Ori）
を全ての F+間、F+F-間で計算し、Ori の累
積確率分布を、Juvenile F+ vs F+、Juvenile 
F+ vs F-、Adult F+ vs F+、Adult F+ vs F-、
で求めた（図２Ｃ）。また、『類似度』として、
Ori が 45 度の時の累積確率をとって棒グラ
フにまとめた（図２Ｄ）。このような解析か
ら、幼若期と成体ともに、クローン細胞群の
間の類似度の方が、非クローン細胞群との間
よりも高いことが分かった。つまり、クロー
ン細胞群は互いに近い最適方位を持つこと
を示す。また、幼若期から成体にかけて、一
次視覚野のクローン細胞群機能は類似度が
下がることが分かった。 
 
③円柱領域でのクローン細胞群の機能類似
度の比較 
大脳皮質では発生に伴って、げっ歯類の場

合、一つの神経幹細胞から６００個程度の細
胞が増える。これらの細胞は皮質の最深部か
ら表層に向かって並ぶ。これまでに、哺乳類
の視覚野で機能（方位選択性）が近い細胞群
が脳表に対して垂直に円柱状に並んでいる
かどうかといった点の詳細は、不明であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
近年、根東らは一次視覚や神経細胞農直情

に機能が近い細胞が並んでいる傾向が高い
こ と を 示 し た (Kondo et al., 2016 
Nat.Comn.)。そこで、クローン細胞群の中で、
円柱状脳領域に機能の近い細胞が並ぶのか
調べたところ、幼若期でのクローン細胞群は
30m 程度の半径を持つ円柱領域で特に機能
が近い細胞が多いことが分かった。しかしな
がら、標識されるクローン細胞群のうち、方
位選択的である細胞の数は高々数十細胞な
ので、クローン細胞集団の中で、半径の小さ
いミニコラムが形成されることはなかった
（図３）。追加の解析として、円柱半径を様々
に変えたとき以外にも、リング状や円盤状、
バームクーヘン状の領域でも、クローン細胞
群と非クローン細胞群の機能類似性の比較
をしたが、大きな差はなかった。 
 
④発達にともなったクローン細胞群ごとの
最適方位分布の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



次に、クローン細胞群ごとに最適方位の分
布を比較したところ、幼若期のクローン細胞
群は水平方向の方位刺激に反応するものが
多かった。また、その分布グラフを見ると、
６割のクローン群が１峰性を示した（図４Ａ
およびＣ）。他方、成体のクローン群の最適
方位の分布を調べると、水平方向へ最適方位
が偏っているわけではなく、垂直方向の視覚
刺激にも反応するクローン群が同程度あっ
た。また、その分布グラフは２峰性を示す個
体が８割以上を占めた（図４ＢおよびＤ）。 
しかし、後の解析で、クローン細胞群の方

位分布を調べる際に、細胞毎の最適方位を 10
度ごとのビンに分けて棒グラフを書き、フィ
ッティングカーブを近似させるといった解
析を行ったが、フィッティング関数に依存し
て結果が変わってしまうことが分かった（図
５ＡおよびＢ）。 
フィッティング関数に関して、様々な関数

を採用して、5 つの評価法で最適な近似関数
を決めた。その際、近似関数には、２つの初
期値探索用の関数（(1)(2)とする）、(3) 
vonMises 関数の2項積 (一般化vonMises 関
数)、(4) vonMises 関数の 2 項線形和、(5) 
vonMises 関数の 2 項線形和+ 定数項、(6) 
vonMises 関数の 3 項線形和、(7) vonMises 
関数の 3項線形和+ 定数項、(8) vonMises 関
数、(9) vonMises 関数 + 定数項 の 9 種類
を試した。また、真のモデルとの近さの評価
法として AICc（赤池情報量規準）と BIC (ベ
イズ情報量規準)、カルバック・ライブラー
情報量（不一致）とガウス不一致、さらに得
られた関数のOrientationでの尤度の検査を
行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの評価によって、(3) vonMises 関数
の 2項積、(4) vonMises 関数の 2項線形和、
(5) vonMises 関数の 2 項線形和+ 定数項、
の３者が、不一致が小さかった。また、選ば
れた３者の中で尤度が最も大きかったのは、

(4) vonMises 関数の 2 項線形和 であった。
しかしながら、いずれの評価法を用いても、
決定的な評価とはみなせない。(3)-(5)のモ
デル関数が妥当と考えられた。 
 
⑤クローン細胞群機能発達のモデル 
一次視覚野全体の細胞について、これまで

に幼若期の錐体細胞は水平方向の方位刺激
に反応するものの割合が多いことが分かっ
ていた。私たちのデータによっても、そのこ
とは確認できた（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ここまでをまとめると、開眼後の発達過程

で一次視覚野錐体細胞の最適方位は水平方
向優位から、垂直方向へも応答するようにな
る（図７“Global”）。クローン細胞群レベ
ルで見ても、幼若期ではクローン細胞の間で
水平方向に最適方向が偏っているが、発達に
ともなって、最適方向が垂直な細胞が優勢で
あるクローン群が増える（図７“Clone”）。
また、幼若期のクローン群は円柱状に最適方
位が似た細胞が並ぶ（図１０Ｃ）。 
垂直方向に反応するクローン群が発達に

伴って増えてくることと、開眼直後に見られ
る円柱状の機能集団の関係を説明するモデ
ルが必要となった。特に、成体でなぜ円柱領
域の類似度が幼若期に比べて下がっている
のか調べる必要がある。そこで、XY 平面で見
た最近接距離（NNd）を、クローン細胞のう
ち第１峰に含まれるものと第２峰に含まれ
るもので分けて調べた。結果、XY 平面での最
近接位置にある細胞種類（F+ 1st 、F+ 2nd）
に偏りがあるとは言えないことが分かった。
つまり、F+細胞のうち第１峰と第２峰に含ま
れるもので、塊（クラスター）になって位置
しているわけではない。むしろ、単に F+ 1st 
と F+ 2nd の密度によって、NNd が決まるだけ

 

 

 



だった。したがって、F+ density の高いデ
ータが、F+2nd を数多く持つと similarity が
大きく下がる。このことから、Adult で 30m 
以内の XY 距離で、方位選択性の類似度を下
げたのは、２峰性の F+が現れることが原因だ
った（図８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このように、発達が進むと２峰性が現れる

こと、言い換えると、一番目のピークから外
れた最適方位を持つ F+細胞が、視覚感覚入力
を受けて、発達過程で出現する理由は、如何
なるものか？これの解析結果から、発達に伴
う変化機序として、次の３つを考えている。 
1) 方位が水平から垂直へ変わる.  
2) 新しく垂直に反応する細胞が現れる.  
3) 閾値が下がり、すべての細胞の方位選択
性が強まる. （図９Ａ） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、円柱領域の類似度が発達にともなって、
減少することに関して、開眼直後は水平方向
に最適方位が偏っていたクローン群に、他の
垂直に反応しやすいクローン群からの投射
が行われる（図９Ｂ）、または、視床から垂
直に反応する投射が新たに行われる（図９

Ｂ）、ことが考えられた。クローン細胞同士
のシナプス結合を開眼直後で調べても、確か
に、３０m 以内の領域でシナプス結合を持つ
F+ペアの割合が高かった（図１０）。しかし
ながら、視床からの投射レベルでの方位選択
性の同定は今回の研究では出来なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
クローン群の中にも最初期にわかれたク

ローン群は発達が進むと機能が離れるか、視
床からの投射が進むとクローン内でも機能
が異なる集団が現れるか、のいずれかと考察
される。次の研究として、MADAM でクローン
細胞群内で分裂時期による蛍光タンパク標
識分けて機能を調べることや、クローン細胞
群内での転写物質解析することが必要であ
ると考えられた。 
 
以上のように、蛍光タンパク標識されたク

ローン細胞群について、生体下での二光子顕
微鏡観察で得た機能データを解析したとこ
ろ、幼若期と成体のクローン細胞群で方位選
択性に違いがあり、幼若期から成熟期にかけ
て機能の類似性が下がることがわかった。さ
らに３次元的位置解析を進めたところ、クロ
ーン細胞群の中でも、幼若期に大脳皮質内で
30m 半径の円柱領域で縦方向に並んだクロ
ーン細胞の機能が特に似ていることが明ら
かになった。発達に従って、その様な縦状に
並ぶ機能的類似性は緩く解消されることが
わかった。縦方向の機能領域の検討ののち、
横方向並んだクローン細胞群、環状領域にあ
るクローン細胞群の方位選択性の類似度も
検討したところ、縦方向に比べて類似度の違
いは見られなかった。今後も、何故、縦方向
に位置する幼若期のクローン細胞同士の機
能類似性が特に高く、成体では類似性が下が
るのかを追求し、シナプス結合と投射様式を
調べる。また、論文投稿の準備を行っている。
しかしながら、現在、任期付き研究員の職に
就いており（京都大学白眉プロジェクト特定
准教授）、次の職を得るためには自身が責任
著者の論文を執筆せざるを得ない。よって、
本科研費申請とは異なるが、研究遂行過程で
偶然に見出した現象に関する研究（『小脳の
炎症時に誘導される過興奮と動物精神行動
の鬱様症状の回復に関する研究』）を遂行す
ることを優先せざるを得なくなり、本研究費
支給期間内にクローンプロジェクトに関す
る論文を国際誌に発表することは出来なか
った。今後もなるべく早期に研究データをま
とめ、国際誌に発表できるように努力する。 

 

 

 



最後に、本科研費採択により研究遂行の援
助賜ったおかげで、私は自身の独立研究者と
しての研究を踏み出すことができ、また、支
えていただいた研究者の方々のおかげで、
数々の学会発表ならびに論文執筆を果たす
ことができました。一日も早く研究成果を公
にして、国民の皆様に知識として還元すると
ともに、ここに深く謝辞を申し上げたいと思
います。 
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