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研究成果の概要（和文）：哺乳類以降で急速に発達し、ヒトにおいて最も数が増大した大脳皮質で最初に誕生す
るニューロン群は、その発現分子も含め、これまで知見が極めて乏しかった。本研究では大脳皮質初期ニューロ
ンの分子多様性の意義を明らかにすることで、哺乳類特有の大脳皮質の形成機構を解明することを目的とした。
特にゲノムワイドアプローチによる初期ニューロンに特異的に発現する新規遺伝子群の同定、異種間遺伝子導
入・細胞移植により、大脳皮質初期ニューロンに発現する遺伝子の多様性が、哺乳類特有の大脳皮質構造の形成
に重要な役割をもつことが示された。
　

研究成果の概要（英文）：The earliest born pioneer neurons of the neocortex have emerged rapidly in 
the mammalian lineage, however the molecular diversity and its function have remained poorly 
defined. This study aimed to elucidate the mechanisms of mammalian-specific cortical acquisition by 
focusing on the roles of early born neurons and the significance of its molecular diversity. Using 
genome wide approaches, we have identified novel genes that are specifically expressed in the 
earliest-born neurons in the mammalian neocortex. Further functional analysis using mouse embryos 
and interspecies gene transfer and cell transplantation have revealed that the diversity of genes 
expressed in the pioneer neurons play important roles in the formation of the mammalian-specific 
neocortical architecture.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の研究の進展により、大脳皮質神経回路の構築を担う分子やその作用機序が明らかになりつつある。一方
で、ヒトにおいて最も数が増大し、哺乳類以降で急激に発達した大脳皮質で最初に誕生するニューロン群につい
ては、これまで知見が極めて乏しかった。本研究の成果より、哺乳類にユニークな細胞群を介した大脳皮質形成
の制御機構が明らかになり、ヒトの脳神経回路の構築原理の理解に向けての新たな伸展が得られた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 
 
  哺乳類特有の脳組織である大脳新皮質は、投射標的や形態が異なるニューロンから構成され
る６層構造を、領野ごとに修飾した秩序だった細胞構築を形成することで、知覚や随意運動など
の高次の情報処理を行っている。この大脳皮質の６層を構成するグルタミン酸作動性ニューロン
は、発生期に脳室帯に局在する神経幹細胞が非対称分裂を繰り返すことで、最初にカハー
ル・レチウス細胞とサブプレート細胞から構成されるプレプレートがつくられ、この２つの細胞層の
間に侵入するかたちで、第５/６層の深層投射ニューロン、次いで第２—４層の上層投射ニューロン
がつくられていく。この結果、プレプレートはカハール・レチウス細胞を含む第１層と最下層のサブ
プレート層に分かれ、移動してきたニューロンの特有の “インサイドアウト”様式の配置によ
り、最終的に６層構造がつくられる。このカハール・レチウス細胞とサブプレート細胞は大
脳皮質板に最初期に侵入し、皮質板の最表層と最深層を占めることからパイオニアニュー
ロンともよばれ、その最初の記述は 1800 年代にまで遡る。しかしながら、これらの細胞の
機能についてはカハール・レチウス細胞発現遺伝子リーリンの突然変異マウスでの層形成の
異常が見出されてから、新たな機能分子の報告がとどまっていた。一方、ヒトとチンパンジー
ゲノムの比較において塩基置換加速領域の多くが神経発達関連遺伝子であることが示され、最も
加速進化を示す領域がヒト胎児脳のカハール・レチウス細胞に特異的に発現することが報告され
てから、哺乳類の進化過程におけるカハール・レチウス細胞とサブプレート細胞の数と分子多様
性が層形成のみならず、領域パターニングや神経幹細胞の増殖を制御することが考えられた。さ
らに一過性と考えられていたこれらの初期ニューロンは、生後長期に渡っても維持し続けられるこ
とが見出され、成熟した神経回路でもこれらニューロンの寄与が示唆されてきたが、その分子実
体については不明であった。 
  
２．研究の目的 
 

上述した背景をふまえ、本研究では大脳皮質で最初に誕生する初期ニューロンの分子多様性
の意義を明らかにすることで、哺乳類特異的な大脳皮質神経回路の形成機構とその動作原理の
一端を解明することを試みた。特に本研究では哺乳類特異的なカハール・レチウス細胞・サブプ
レート細胞分子の同定とその発現制御様式、さらに領域特異的なカハール・レチウス細胞発現分
子を介した大脳皮質分化制御機構について解析を行うことで、大脳皮質神経回路構築における
初期ニューロンの機能を明らかにすることを目的とした。この目的を達成するために、これまで確
立した生体内のニューロン分化同調システムおよび経時的トランスクリプトーム、クロマチン免疫沈
降（ChIP-seq）解析を統合的に用い、哺乳類特異的に発現する新規カハール・レチウス・サブプ
レート細胞分子を同定し、その機能解析により、初期ニューロンを介した大脳皮質構築機構を解
明することを試みた。これらのアプローチにより、ヒトを含む高次脳機能を担う脳神経回路の成立
機構を分子レベルで明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 

これまでの研究から、大脳皮質の神経幹細胞から経時的に異なるニューロンが生み出される
しくみとして、大脳皮質の各サブタイプのニューロンの分化を制御する転写因子ネットワークと、そ
の下流で細胞の分化を制御する分子プログラムが明らかになっている。一連の研究の中で、フォ
ークヘッド型転写因子である Foxg1 が、大脳皮質において最初期に産生されるパイオニアニュー
ロンから、大脳皮質の深層−上層投射ニューロンの分化へと順次移行させる鍵因子であることを
見出し、これらの知見をもとに遺伝学的手法を用いた生体内での Foxg1 誘導による大脳皮質ニュ
ーロン分化同調システムを新たに確立した。本研究ではこのシステムを適用し、経時的トランスクリ
プトームおよび ChIP-seq を用いたゲノムワイド解析から、最初期のカハール・レチウス細胞とサブ
プレート細胞を産生する神経幹細胞から大脳皮質投射ニューロンの分化へと移行させる下流因
子群を同定し、さらに比較ゲノム解析によりこれら下流遺伝子の制御領域への Foxg1 の結合が哺
乳類特異的配列を介している遺伝子群について解析を行うこととした。これらの手法により、新規
の哺乳類特異的カハール・レチウス細胞・サブプレート細胞分子を同定し、領域特異的な初期ニ



ューロンを介した大脳皮質分化制御機構について解析を行うことで、大脳皮質神経回路構築に
おける初期ニューロンの機能を明らかにすることを試みた。 
 

  

 
４．研究成果 
 

これまで既知のカハール・レチウス細胞・サブプレート細胞マーカー遺伝子としてはそれぞれ
Reelin/p73、CTGF 等が報告されていたが、これらは非哺乳類脳の細胞にも一部発現しており、哺
乳類特異的なカハール・レチウス細胞・サブプレート細胞発現分子の全貌については不明であっ
た。一方、これまで当研究室で得られた知見から、Foxg1 が初期ニューロンの分化を抑制すること
が示され、生体内での Foxg1 誘導後 48 時間までの神経幹細胞の経時トランスクリプトーム解析を
行った結果、Foxg1 の発現により、多数の抑制応答を示す遺伝子が同定され、さらに in situ ハイ
ブリダイゼーションと定量的 PCR によりこれら遺伝子が既知のカハール・レチウス細胞とサブプレ
ート細胞マーカーを含むことを明らかにした。そこで Foxg1 抗体を用いた全ゲノムクロマチン免疫
沈降（ChIP-seq）を行い、上記のトランスクリプトーム解析から得られた抑制応答遺伝子群のうち、
Foxg1 の直接的結合遺伝子について、その結合配列が哺乳類特異的なものについて選定を行
った。これらバイオインフォマティクス解析により、全マウスゲノムから 44 個の候補遺伝子を抽出し、
胎生１０日目から１８日目までのマウス脳を用いてカハール・レチウス細胞・ サブプレート細胞で
の発現特異性について確認した。これらの多段階スクリーニングにより、８個のカハール・レチウス
細胞発現候補遺伝子について絞り込みを行い、この中で発現がリーリン（Reelin）自体には依存し
ない遺伝子を Reeler マウス (Reelin 遺伝子欠損マウス)を用い選定した。さらに、このカハール・
レチウス細胞における遺伝子発現が真に哺乳類特異的に制御されるかを見極めるため、非哺乳
類および霊長類胚脳として鳥類：ニワトリ、フィンチ、爬虫類：ヤモリ、霊長類：コモンマーモセットを
用い、in situ ハイブリダイゼーションにより発現パターンを解析した。これにより非哺乳類脳で発現
せず、霊長類のカハール・レチウス・サブプレート細胞で発現パターンが保存されているものを、
哺乳類特異的カハール・レチウス・サブプレート細胞発現遺伝子として新規に同定した。 
  次に配列比較において、脊椎動物間で Foxg1 タンパク質の N 末側の相同性が低いことが確
認されているため、マウス Foxg1 cDNA のトリ胚への導入、および Foxg1 ノックアウトマウスでのニ
ワトリ Foxg1 cDNA 発現ベクタ
ーの導入により、タンパク質レ
ベルでの互換性について検証
を行った。その結果、ニワトリ
Foxg1 cDNA をFoxg1 欠損マウ
スに 導入する ことで 、マウス
Foxg1 cDNA 同様に大脳新皮
質のプログラムの切り替えを誘
導できることが確認された。これ
らの結果、進化上新たに哺乳
類で獲得された Foxg1 の制御
機構が、Foxg1 遺伝子配列側
ではなく、その結合領域の配列
変化に依存することが示された。これらの一連の解析から、さらに進化過程で獲得された哺乳類
特異的大脳皮質細胞構築におけるカハール・レチウス細胞・サブプレート細胞の起源と機能的意
義についての解析を試みた。その結果、絞り込みを行った哺乳類特異的カハール・レチウス発現
遺伝子のうち、Magel2 と Eya2 陽性カハール・レチウス細胞は各々ventral pallium と cortical hem
領域から産生され、その後 ventral 側と dorsal 側領域を辿って大脳皮質の表層において異なる分
布を示すことが明らかになった（ 上図）。この結果をふまえ、これら領域特異的カハール・レチウス
細胞分子について、胎生１１−１３日のマウス胚に本来の分布と相補的な領域に遺伝子導入を行
い（Magel2: cortical hem, Eya2: ventral pallium）（ 上図右上）、胎生１８日および生後解析を行っ
た結果、領域特異的な分化への影響が見出された。 
 上記の結果を受け、さらにマウス型カハール・レチウス分子をニワトリ胚（HH18〜24）に遺伝子導

 
 
Magel2 と Eya2 発現カハール・レチウス細胞の発生期大脳皮質におけ
る分布 Magel2 は ventrolateral, Eya2 は dorsomedial 側に分布する 



入し、その表現型について解析を行い、並行してカハール・レチウス、サブプレート細胞が過剰産
生される Foxg1 欠損マウスの大脳皮質細胞を、直接ニワトリ胚に異種間移植し、非哺乳類胚にお
けるカハール・レチウス細胞獲得の意義について評価した。特に放射状グリア型突起伸長、移動
細胞の双極性、層構造形成、カハール・レチウス細胞様接線方向への移動に焦点をあてて解析
を行った結果、マウス型カハール・レチウス細胞発現遺伝子 Ebf3 を導入したニワトリ胚では放射
状グリア型突起伸長と層構造形成の表現型が見出された。これら一連の結果から、大脳皮質初
期ニューロンに発現する遺伝子の多様性が、哺乳類特有の大脳皮質構造の形成に重要な機能
をもつことが明らかになった。 
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