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研究成果の概要（和文）：大脳新皮質には多くの種類の神経細胞が存在し、それぞれが特異的な神経回路形成に関わっ
ている。本研究では、神経発生において中心的な役割を果たす転写制御因子Pax6やその下流分子に着目し、(I)大脳新
皮質構築の分子機構に関して、Pax6の下流分子であるnineinおよびDmrta1が神経幹細胞の細胞周期依存的核移動および
大脳新皮質における神経細胞分化の制御に関わることを明らかにした。また、(II)神経軸索誘導に関わるplexin-A4が
、体性感覚野に加えて視覚野においても視床からの入力を受ける第４層を構成する細胞で発現することを見出し、視床
からの投射を制御している可能性が推察された。

研究成果の概要（英文）：The mammalian neocortex consists with various types of neurons that forms 
specific neuronal networks. Production of these neurons requires proper maintenance and differentiation 
of neural progenitor cells. In this study, we focused on the function of Pax6 transcription factor and 
its downstream molecules. We found that a centrosomal protein ninein regulates nuclear movement of neural 
progenitor cells via anchoring to microtubles. We also revealed that Dmrta1 functions to induce 
Neurogenin2 that is critical for production of excitatory neurons within the developing neocortex. 
Furthermore, an axon guidance molecule plexin-A4 is observed to be expressed in the layer IV neurons not 
only of the somatosensory cortex but also of the visual cortex, suggesting that these neurons may 
regulate projection from the thalamus.

研究分野：神経発生学
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１．研究開始当初の背景 
（１）神経細胞分化制御の分子機構 
 大脳新皮質には多くの種類の神経細胞が
存在し、それぞれが特異的な神経回路形成に
関わっている。このような多様な神経細胞の
産生には、神経幹細胞が、未分化性を維持す
るとともに、適切な時期に適切な神経細胞を
生み出すシステムが必要である。 

①興奮性神経細胞の分化制御と Pax6 による
多様な標的分子発現制御 
発生期において、大脳新皮質を形成する興奮
性神経細胞は、終脳背側部の神経上皮より産
生される。転写因子 Pax6 は、神経幹細胞の
未分化性の維持と神経細胞の分化の両面を
制御する(Osumi et al., Stem Cell, 2008)。こ
れらの制御は Pax6 が異なる標的分子の発現
を制御することにより行われると推察され、
このような標的分子として、我々は、脂肪酸
結合蛋白質 Fabp7 が神経幹細胞の未分化性
の維持を制御することを明らかにしている
(Arai et al., J. Neurosci., 2005)。一方、近年、
Pax6 変異ラットの大脳新皮質において、転
写因子をコードするDmrt familyの発現低下、
並びに、Dmrt4が転写因子 Ngn2発現を誘導
し神経細胞の分化を制御すること見出して
いる（吉川ら、未発表）。これらの知見は、 
Dmrt family 分子が興奮性神経細胞の分化制
御を担う分子であることを示唆する。また、
神経上皮細胞では細胞周期に従って核の位
置が上下することが知られているが
(interkinetic nuclear migration、 INM)、Pax6
はこの制御に関わり（Tamai et al., Genes 
Cells, 2007）、その下流では中心体タンパク
質の１つであるnineinが働いていることを見
出しつつある（篠原ら、未発表）。 

②層形成のタイミング制御  
大脳新皮質の異なる層を構成する神経細胞
は、神経幹細胞より異なる時期に生み出され
る。我々は、Pax6 ヘテロ接合体ラットにお
いて、特定の神経細胞サブタイプの産生時期
が早まるという異常を見出しており(梅田ら、
未発表)、Pax6 が神経細胞の産生時期を制御
し、多様な神経細胞を生み出す分子機構に関
与すると推察している。また、Pax6 ヘテロ
接合ラットは、神経細胞サブタイプ産生時期
の制御を明らかにするために、良いモデル動
物となる。 

③前頭野の領域決定と抑制性神経細胞の分
化制御  
前頭野は意思決定等の高次機能に関わり、こ
れらの機能には、興奮性神経細胞に加え抑制
性神経細胞が重要な役割を担う。Pax6 は、
前頭野の領域決定を制御することが示唆さ
れているが、Pax6 変異マウスが生後直後に
死亡するため、成体での前頭野形成にどのよ
うに寄与するか明らかでない。一方、我々は
嗅球の抑制性介在神経細胞の発生に Pax6 が
関与することを明らかにしており(Haba et 

al., Neroscience, 2008)、前頭野においても、
Pax6 が抑制性神経細胞の分化を制御すると
予測している。 

（２）層特異的投射と新皮質領域間連絡の形
成機構 
 一方、大脳新皮質における神経回路網の特
徴として、入力線維が大脳新皮質内の特定の
細胞層と選択的な接続を行うこと、ならびに、
領野間での多様な線維連絡を形成している
ことが挙げられる。このような層特異的投射
／接続を制御する分子機構は不明であった
が、軸索誘導分子 Sema6A と Sema6B の二
重遺伝子変異マウス、及び、その受容体
plexin-A4の遺伝子変異マウスにおいて、入力
線維の標的外細胞層への異所的投射が生じ
ており、Sema6A/Sema6Bと plexin-A4によ
る層特異的投射の制御が示唆される(石塚ら、
未発表；層特異的投射制御)。また、大脳皮質
領野間連絡の形成に関する発生学的研究は
ほとんど行われておらず、その分子機構は不
明である。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、神経発生において中心的な役割
を果たす転写制御因子 Pax6 やその下流分子
に着目し、(I)大脳新皮質構築の分子機構を神
経細胞分化の視点から解明すること、また、
(II)軸索誘導分子 Semaphorin とその受容体
plexin を中心に大脳新皮質における神経回路
形成の分子機構を解明することを当初の目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）大脳新皮質構築の分子機構の解析にお
いては、自然発症 Pax6変異マウスや Dmrta1
遺伝子ノックアウト（KO）マウスを材料とし、
交配して得られる胚に対して、各種細胞種の
マーカーに対する免疫染色等の形態学的解
析、全胚培養法ならびに子宮内手術による電
気穿孔法による遺伝子導入当の実験発生学
的解析、大脳新皮質原基のスライス培養法を
用いた細胞生物学的解析等を複合的に組み
合わせて研究を遂行した。 

（２）大脳新皮質における神経回路形成の分
子機構の解析においては、plexin-A4 KO マ
ウスとSema6A/Sema6B KOマウスを材料と
し、生後マウスの視床皮質投射を線維マーカ
ーに対する免疫染色による解析と、細胞自律
性検討のため、コンデショナルノックアウト
マウスの作製にむけた targeting vector の構
築と ES細胞を用いた標的組換えを行った。 
 
４．研究成果 
（１）大脳新皮質構築の分子機構の解析 
①細胞周期依存核移動メカニズムの解析 
 Pax6 変異ラット大脳皮質原基において細
胞周期依存核移動（internuclear movement: 
INM）に異常が生じていることから、特異的



に発現が減少している分子の１つである
nineinに着目した。Nineinは細胞において中
心体を構成するタンパク質の１つであり、大
脳皮質原基において脳室側に局在する。この
機能を阻害するために、ラット大脳皮質原基
のスライス培養下で、ninienに対する特異的
な RNAi コンストラクトを導入したところ、
INMの異常が引き起こされた。ラット大脳皮
質原基由来神経幹細胞の培養系を用いたニ
コダゾールによる微小管の再成長系におい
て、nineinを同様に阻害すると、微小管の再
成長が阻害された。RNAiおよび Pax6変異ラ
ット由来神経幹細胞に対するninein導入の回
復実験も合わせて、Pax6 により制御される
nineinは正常な INMにおいて、微小管にアン
カーして正常な動態を制御することにより、
INM を維持するのに働くことが示唆された。
この成果は Biol Open誌に発表した（図１）。 

図１ 

②Cyclin D2 の基底膜側局在メカニズムと神
経細胞分化 
 細胞周期の制御に関わる Cyclin D2は、そ
のmRNAおよびタンパク質ともに、マウス大
脳皮質原基において神経前駆細胞の基底膜
側 endfoot 領域に強く局在する。この局在に
は Cyclin D2 3’UTR領域に存在する 50 bpの
cis 配列が必要十分であることを明らかにし
た。Cyclin D2 をノックダウンもしくは強制
発現させて基底膜側の局在パターンを乱す
と、それぞれ、ニューロンの産生が増える、
もしくは減ることが示された。したがって、
基底膜側に局在する Cyclin D2は、神経前駆
細胞が非対称分裂する際に、基底膜側の突起
を受け継いだ方の娘細胞に受け継がれるこ
とにより、神経幹細胞の維持に働くことが示
唆された（図２）。 
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 ヒト胎児大脳原基においても同様の基底
膜側局在が認められることを合わせて考え

ると、Cyclin D2のmRNAが基底膜側に輸送
されるメカニズムは大きな哺乳類脳を構築
する上で、神経前駆細胞を長い期間維持して
多数のニューロンを生みだすための重要な
メカニズムであることが推察される。この成
果は EMBO J誌に報告し、さらに Cell Cycle
誌および Dev Growth Differ誌の総説におい
て議論を深めた。 

③大脳皮質構築における Dmrta1の機能解析 
 神経分化過程に関わる Pax6 の下流遺伝子
を同定するために、マイクロアレイ解析を用
いて Pax6 変異ラット胚終脳において発現が
顕著に減少する遺伝子 Dmrta1 (doublesex 
and mab-3 related transcription factor like 
family A1, Dmrt4) を同定した。転写因子
Dmrta1の発現は Pax6と同様に、将来の大脳
皮質を形成する終脳背側領域の神経上皮細
胞に発現しており、全胚培養と電気穿孔法を
組み合わせた手法により、Dmrta1 が興奮性
神経細胞の分化制御を担う Neurog2 の発現
の誘導と、抑制性神経細胞の分化制御を担う
Ascl1 の発現を抑制することを見いだした。
さらに Dmrt ファミリーの一員である Dmrt3
も終脳背側領域で Dmrta1 と同様に発現して
いることから、Dmrta1 および Dmrt3 特異的
な siRNA によるノックダウン実験を行った
ところ、Neurog2 陽性細胞の数が減少した。
以上の結果から Dmrt3と Dmrta1が協調的に
皮質ニューロン分化に関わっている可能性
が示唆された。以上の結果は、Gene Cells誌
に発表した（図３）。 

図３ 

 

（２）大脳新皮質における神経回路形成の分
子機構の解析 

 大脳新皮質への入力線維の層特異的な投
射 に 関 与 す る 軸 索 誘 導 分 子
Sema6A/Sema6B とその受容体 plexin-A4 
について、機能部位を推定するために、
Sema6A を特異的に認識するニワトリ抗体
を新たに作製した。既存の plexin-A4 抗体と
ともに分子分布解析を行い、視床由来の軸索
において plexin-A4と Sema6A分子の分布に



相補性を認めた。plexin-A4は体性感覚系で強
く発現する一方で、Sema6Aは視覚系で強く
発現していた。Sema6Aが軸索反撥作用を有
することから視床由来の軸索走行制御にお
いて、これらの分子が感覚特異的な経路走行
を制御することが推察された。Sema6B分子
については抗体作製を試みたが、染色可能で
特異性の高い抗体は得られていない。また、
生後発達において、plexin-A4の遺伝子発現細
胞と分子分布を詳細に解析し、plexin-A4が大
脳新皮質で継続的に発現することを確認し
た。体性感覚野に加えて、視覚野においても
視床からの入力を受ける第４層を構成する
細胞で発現していたことから視床からの投
射を制御している可能性が推察された。さら
に、生体内での分子制御について、軸索ガイ
ド分子受容体 plexin-A4 の機能部位を明らか
にするために、コンディショナルノックアウ
トマウスの作製を進め、相同組換え ES細胞
を単離し、キメラマウスの作製を進めた。 

 以上のように、本新学術領域研究は順調に
遂行され、大脳新皮質構築の分子メカニズム
に関して種々の新たな知見を得ることがで
き、多数の論文発表に繋げることができた。
また、胎生期の大脳新皮質構築における神経
新生メカニズムは、生後の神経新生にも共通
する点が多く、そのような研究の進展にも役
だった。 

 Ninein とともに大脳新皮質原基の脳室面
に局在し、Pax6 の下流制御されていると考
えられる delta-catenin分子の機能や、Cyclin 
D2 mRNAの基底膜輸送の分子マシナリー、
Dmrta1 および Dmrt3 のカハール・レチウス
細胞産生に対する影響など、本研究の過程に
おいて見出した発見を、今後さらに発展させ
ていきたい。また、本研究期間内に十分に解
析することができなかった前頭前野の構築
メカニズムに関しても、予備的なデータを得
つつあるので、機会を得て進めることができ
ればと願う。 
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