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研究成果の概要（和文）：脊髄後角投射ニューロン特異的カルシウムイメージングを行うための第一歩として、
これらニューロンの発生時期と発生ドメインを明らかにし、その分子マーカーの同定を目指すことにした。EdU
を用いた神経細胞の誕生時期の解析より、投射ニューロンのほとんどは胎生9.5日目から10.5日目までに最終分
裂を終えることが明らかとなった。この時期に生まれる前駆細胞はdI1からdI6の6種類存在する。dI4からdI6由
来のLbx1系譜細胞を標識する遺伝子改変マウスを用いた解析、およびマーカー分子を用いた組織化学的解析よ
り、投射ニューロンのほとんどはdI5由来であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In order to establish projection neuron-specific calcium imaging in the 
spinal dorsal horn, I performed birthdate and lineage analyses of these neurons and aimed at the 
identification of their specific markers. Birthdate analysis using EdU revealed that most projection
 neurons are born between E9.5 and E10.5 in the mouse. In the developing dorsal neural tube, six 
classes of neuronal populations (dI1-dI6) are born from distinct progenitor domains around E10. 
Further analysis using reporter mice labeling Lbx1 lineage neurons (dI4-dI6) and histochemistry 
demonstrated that most projection neurons are derived from the dI5 progenitor domain.

研究分野：神経科学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
我々が日常感じる疼痛は極めて主観的な
ものであり、その質と程度を評価するのは極
めて困難である。この質と程度を決めている
のは、疼痛の伝達に関与する多くの神経細胞
の発火パターンであると考えられる。したが
って、そのパターンを測定することができれ
ば、主観的な痛みを記述し、痛みの違いを客
観的に理解することが可能になると思われ
る。 
脊髄後角は一次求心性線維により伝達さ
れた体性感覚刺激を中継する部位であるが、
脊髄後角に存在する様々なニューロンのう
ち高次脳中枢への伝達を直接担うのは投射
ニューロンである。私はこれまで in vivo カ
ルシウムイメージングを用いて脊髄後角ニ
ューロンの神経活動パターンを網羅的に解
析し、神経活動の三次元分布を明らかにして
きた。もし脊髄後角投射ニューロン特異的な
カルシウムイメージングが可能になり、その
発火パターンの網羅的解析が実現されれば、
痛みの客観的評価の道が大きく開かれると
期待される。 
 
２．研究の目的 
 
 投射ニューロン特異的カルシウムイメー
ジングを行うためには、このニューロンを特
異的に標識する分子マーカーの同定、および
そのマーカー陽性細胞特異的にカルシウム
インディケーターを発現する遺伝子改変マ
ウスの樹立が有用であると思われる。しかし
ながら投射ニューロン特異的分子マーカー
は未だ同定されていない。 
そこで本研究ではこれらニューロンの分
子マーカーの同定を目的として、その発生時
期と発生ドメインに着目することにした。脊
髄後角に存在する多種多様なニューロンは、
発生初期の脊髄原基において転写因子の発
現パターンを異にする複数の前駆細胞ドメ
インを由来として発生することが過去の知
見から明らかとなっている。したがって、投
射ニューロンもこれらのドメインのうちの
いずれかより生じ、特異的な転写因子により
その発生運命が制御されていると考えられ
る。そこで申請者は脊髄後角投射ニューロン
の発生時期と発生ドメインの詳細を明らか
にすることで、その発生運命を決定する候補
分子の同定を行う道筋をつけることができ
ると考え、以下の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（１）まず逆行性トレーサー、コレラトキシ
ン B（CTB）を用いてマウス脊髄後角投射ニュ
ーロンを特異的に標識する系を確立した。比
較対象として、脊髄内長距離ニューロン、局
所介在ニューロンの標識も併せて行った。 
 

（２）次に投射ニューロンの発生時期と発生
ドメインを決定する以下の解析を行った。発
生時期（最終分裂時期）の特定は、時期特異
的なEdUの導入を用いてこれを行った。また、
脊髄後角ニューロンの前駆細胞の一部のド
メインに発現する転写因子 Lbx1 の系譜細胞
を特異的に LacZ（-Gal）で標識する遺伝子
改変マウス（Lbx1-Cre;ROSA26-LSL-LacZ）を
用いて、投射ニューロンの系譜解析を行い、
発生ドメインの解析を行った。さらに、それ
ぞれの発生ドメイン由来のニューロンを標
識するマーカーによる組織化学的解析によ
り、投射ニューロンの発生ドメインの同定を
行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）マウス脊髄後角投射ニューロンを標識
するために、これらニューロンの 9割以上が
軸索投射する脳幹の外側結合腕傍核（LPb）
に CTB を注入した。さらに、逆行性標識され
た頚髄の投射ニューロンを抗CTB抗体により
免疫染色し、これらを可視化した。その結果、
同側、対側の I層、背側索に局在する投射ニ
ューロンの標識が可能になった（図 1 上）。
脊髄内長距離ニューロン、局所介在ニューロ
ンを標識する系も同様に確立した。 
 
（２）マウス脊髄後角ニューロンの発生時期
である胎生 9.5 日目から 12.5 日目の各時期
の分裂細胞をEdUで標識したマウスを用いて、
投射ニューロンの最終分裂時期の特定を行
った。その結果、同側、対側投射する I 層、
背側索のすべての投射ニューロンは胎生 9.5
日目から 10.5 日目に最終分裂を終える早生
まれ集団であることが明らかとなった（図 1）。
一方、脊髄内長距離ニューロンと局所介在ニ
ューロンの発生時期はこれより遅い時期で
あり、神経発生の観点からも投射ニューロン
とこれらは別の集団であることが示唆され
た。 
 

 
（３）胎生 10 日目頃に最終分裂を終える脊
髄後角ニューロンは6つの前駆細胞ドメイン



（dI1-dI6）から発生することが過去の知見
から明らかとなっている。これらのドメイン
のうち dI4-dI6 の 3つのドメインに局在する
前駆細胞は転写因子 Lbx1 陽性である。そこ
でLbx1系譜細胞を-Galで標識する遺伝子改
変マウスを用いて投射ニューロンの系譜解
析を行った。その結果、投射ニューロンのほ
とんどは Lbx1 の系譜であることが明らかと
なった（図 2）。 
 

 
（４）上記の結果より、投射ニューロンは前
駆細胞ドメインのdI4-dI6より発生すること
が分かった。dI4-dI6 ドメインのうち、
dI4,dI5 由来のニューロンはそれぞれ脊髄後
角に存在する抑制性、興奮性ニューロンにな
ることが過去の知見から明らかとなってい
る。そこで、投射ニューロンの発生ドメイン
をさらに絞り込むために興奮性、抑制性ニュ
ーロンのマーカーである VGLUT2、GAD67 の in 
situ ハイブリダイゼーションを行った。その
結果、投射ニューロンのほとんどは VGLUT2
陽性であることが明らかになり、これらは
dI5 ドメイン由来であることが示唆された
（図 3）。 
 

以上の結果より、マウス脊髄後角投射ニュ
ーロンは胎生 10 日目頃に最終分裂を終える
早生まれ集団であり、そのほとんどは dI5 前
駆細胞由来であることが明らかとなった（図
4）。研究期間内に投射ニューロン特異的マー
カー分子の同定、および投射ニューロン特異
的カルシウムイメージングの構築までには
至らなかったが、今後はこの結果得られた知
見をもとにdI5特異的に発現する分子のスク
リーニングを目指し、当初の目的に向けて前
進できればと考えている。 
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