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研究成果の概要（和文）：大脳皮質の機能領野間での情報伝達は高次皮質機能に重要であるが、領野間回路の形
成過程や形成機構は不明であった。我々は、マウスを用いて大脳皮質6層構造の中で2/3層と5a層に分布する
plxnd1発現ニューロンの軸索投射の様子を単一ニューロンレベルで解析し、領野間の連合性投射が、先行する大
脳半球間の交連性投射から出芽する軸索側枝のうちの1本であることを見出した。この軸索側枝は、領野内の回
路を作る他の軸索側枝と比べて伸長速度が速いことも明らかになった。また、同様に領野間の投射をもつ6b層の
ニューロンに発現するKcnab1遺伝子を同定し、皮質形成過程における発現変化や軸索投射との関係を明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Direct connections between functional areas in the cerebral cortex is 
essential for higher cortical functions. However, developmental processes and mechanisms of such 
connections are yet to be fully elucidated. We analyzed axon projections of Plxnd1-expressing 
neurons in layers 2/3 and 5a in mouse cerebral cortex and found that ipsilateral inter-areal 
projections are formed as one of the axon collaterals budding from earlier-forming callosal axons 
connecting bilateral cerebral hemispheres. The collateral for inter-areal projection extended more 
rapidly than those for local circuit within an area. We also identified the Kcnab1 gene as expressed
 in layer 6b neurons with inter-areal projections and revealed its expression changes during 
cortical development and axon projections.

研究分野： 神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、独自に構築した大脳皮質領野間回路を単一ニューロンレベルで選択的に可視化する系を用いて、領野
間の回路の形成過程を明らかにした。領野間回路は軸索側枝によるものであることから、その形成機構の解明
は、複数領域への投射による脳内の並列回路の形成機構の解明に資するものである。自閉スペクトラム症にみら
れる運動機能の低下が1次体性感覚野と1次運動野の直接的な神経連絡の乱れと関連することが知られており、連
合性回路の形成機構の解明により、その病態理解につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）大脳皮質の領野間回路とその形成 
視床からの感覚入力は大脳皮質の一次感覚野の局所回路で処理された後、より高次の別の領

野に送られて、他の感覚モダリティや個体の内部状態の情報と統合される。このような領野間の
連合性回路は随意運動の制御や意思決定など大脳皮質の高次機能の発現に重要と考えられてい
る。連合性回路の構造は、古くからサルやネコなどの系でトレーシング実験を中心に結合パター
ンが報告されているのに加え、近年では拡散テンソル画像によるトラクトグラフィー解析でヒ
トにおけるその線維走行が可視化されている。トレーシング実験からは、連合性回路を構成する
連合 (association projection, AP) ニューロンは大脳皮質 6 層構造内の 2/3 層および 5 層に分布
し、脳梁を通って左右の大脳半球を結ぶ交連(callosal projection, CP)ニューロンと混在している
ことが明らかになっている。また、連合性と交連性の両方の投射をもつ(dual projection, DP)ニ
ューロンの存在も指摘されている。両方性の投射は回路形成過程における一過的な状態で、いず
れ一方が失われて成体では AP ニューロンか CP ニューロンになると考えられていたが、サルで
は 5％程度(Schwartz & Goldman-Rakic, Nature, 1982)、マウスでは層によっては半数程度
(Mitchell & Macklis, J Comp Neurol, 2005)のニューロンが、成体でも DP ニューロンとして検
出されている。したがって、連合性回路は少なくとも AP ニューロンと DP ニューロンという 2
タイプのニューロンにより構成されている。AP ニューロンの軸索は、霊長類においては白質を
通ることがわかっているが、げっ歯類で交連性投射の無い AP ニューロンの軸索を可視化した例
はまだ報告がない。DP ニューロンについては、マウスでは、交連性の軸索は白質を通るのに対
して、連合性の軸索は皮質内を通ることが示されている(Watakabe et al, Front Neural Circuits, 
2014)。皮質内の連合性軸索の伸長過程に関しては、2/3 層のニューロンの軸索が 2/3 層と 5 層
で軸索側枝(水平投射)を出すことがよく知られている。はじめは枝分かれの無い軸索側枝を全方
位に伸長し、ある時期になると軸索側枝が分枝し始めるものと退縮し始めるものが現れ、最終的
にパッチ状の回路を形成する(Callaway & Katz, J Neurosci, 1990)。しかし、離れた領野間の回
路の形成過程や、5 層ニューロンによる連合性回路の形成については未解明である。さらに、6b
層にも連合性回路をもつニューロンがあることが示されている(Mitchell & Macklis, J Comp 
Neurol, 2005)が、その形成も未解明である。 

 
（２）Plxnd1 プロモータを用いた連合性軸索側枝の可視化 
 連合性回路の形成過程に解析するためには、AP ニューロンか DP ニューロンに発現する遺伝
子のプロモータを利用した回路の可視化が有用である。そのようなプロモータを同定するため、
2 つのアプローチを採った。1 つ目のアプローチとして、AP、DP の両ニューロンが層特異的な
分布を示すことに着目し、既知の層特異的遺伝子の中でこれらに発現するものを探索した。その
中で、2/3 層と 5a 層に強い発現を示す Plxnd1 遺伝子に着目した。先行研究から、Plxnd1 遺伝
子はこれらの層で交連性回路を構成するニューロンに発現していることが示されている
(Molyneaux et al, J Neuosci, 2009)。我々は、Plxnd1 に対する in situ hybridization (ISH)と逆
行性トレーシングによる標識を組み合わせて 2 重染色を行い、Plxnd1 は連合性回路を構成する
ニューロンにも発現することを見出した。つまり、Plxnd1 は AP, CP, DP の全てに発現する可
能性が考えられた。そこで、Plxnd1 遺伝子のプロモータを用いて Plxnd1-Cre ベクターを作製
し、Cre 依存的に EGPF を発現する pCALNL-GFP と共に、胎生 15 日目(E15)に子宮内電気穿
孔法(in utero electroporation, IUE)を行って 2/3 層のニューロンに導入した。生後 21 日目(P21)
に脳組織を取り出し、1 次体性感覚野(S1)を含む領域にベクターが取り込まれたサンプルに関し
て、標識された連合性回路(S1 から 1 次運動野 M1 への投射)の全体像を把握するため、大脳皮
質部分を剥離して flat-mount にし、SeeDB 法(Ke & Imai, Nat Neurosci, 2013)により透明化し
た。2 光子顕微鏡あるいは共焦点顕微鏡で S1 と M1 を含む領域の広範囲高深度イメージングを
行って EGFP 陽性の軸索を可視化したところ、単一の Plxnd1 発現ニューロンは、白質を通る
交連性の軸索と、5 層で分岐して M1 に到達する連合性の軸索の両方を持つ DP ニューロンであ
ることが明らかになった。この両方性回路の形成過程の分子的な制御機構に関しては全く未解
明である。Plexin-D1 は軸索ガイダンス分子として知られており(Chauvet et al, Neuron, 2007)、
成体では Plxnd1 は 5a 層、特異的リガンドである Sema3e は 5b 層及び 6 層という相補的な発
現パターンを示す(Watakabe et al, J Comp Neurol, 2006)ので、そのシグナルが回路形成に関与
している可能性があり、回路形成期の発現を調べる必要がある。 
 
（３）AP ニューロン特異的遺伝子のスクリーニング 
 AP ニューロン特異的に発現する遺伝子を同定する２つめのアプローチとして、独自のスクリ
ーニングを行った。S1 から M1 に投射する連合ニューロンを標識したマウスと S1 から対側の
S1 (cS1)に投射する交連ニューロンを標識したマウスを用意し、前者からは 2/3 層、5a 層および
6b 層から、後者からは 2/3 層および 5a 層から、個々の標識ニューロンをレーザーマイクロダイ
セクションによって切り抜いて、それぞれ層ごとに約 1000 細胞ずつ集め、これら 5 つのサンプ
ルの遺伝子発現プロファイルを DNA マイクロアレイで比較して連合ニューロンにより高い発
現を示す遺伝子を AP 特異的遺伝子の候補とした。このスクリーニングでは DP ニューロンに発
現する遺伝子は連合ニューロンと交連ニューロンのどちらかに高い発現を示すことはなく、例
えば Plxnd1 は両者で同程度の発現レベルを示した。こうして得られた候補遺伝子について、



ISH と逆行性トレーシングの 2 重染色を行い、実際に M1 に投射する S1 のニューロンに発現す
る遺伝子を絞り込んだ。 
 
２．研究の目的 
本研究では、2/3 層の Plxnd1 発現 DP ニューロンの軸索側枝による連合性回路形成の過程と

機構を明らかにする。また、5a 層ニューロンによる連合性回路形成の過程を解析し、2/3 層と比
較する。そして、DP ニューロンの連合性回路形成の分子機構を明らかにする。特に、Plxnd1-
Sema3e シグナルが関与するか検討する。また、独自のスクリーニングで得られた、Plxnd1 以
外のプロモータを用いて、AP ニューロンによる純粋な連合性回路についても検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）新たな低頻度ニューロン標識法の開発 
 大脳皮質はニューロンの密度が高く、層ごとにニューロン産生時期が異なることを利用した
IUE 法による遺伝子導入では、個々のニューロンの軸索の識別は困難なため、まばらに標識す
る工夫が必要である。一般には Cre ドライバーを低濃度で用いて組換え頻度を下げるが、これ
は各細胞内のレポーターの発現低下につながる。そこで、Cre 依存的に Cre の発現を誘導・増幅
する新規ベクターpCAGGS-DIO-iCre を構築した。これを低濃度の Plxnd1-Cre 及び Cre によ
る組換え依存的に発現する蛍光タンパク質が tdTomato から EGFP に入れ替わるレポーター
pCA-mTmG と共に IUE で 2/3 層ニューロンに導入し、まばらなニューロンを EGFP で標識で
きる系を確立した。 
 
（２）2/3 層の Plxnd1 発現ニューロンによる連合性回路の形成過程の解析 
（１）で確立した系を用いて標識した 2/3層のPlxnd1発現ニューロンの軸索の様子を生後 3，

5，7 日で観察・解析した。摘出した脳組織から大脳皮質部分を剥がして flat-mount にし、SeeDB2
法（Ke et al., Cell Rep 2017）により透明化した後、長作動距離対物レンズを装着した共焦点顕
微鏡により S1 と M1 を含む範囲の広範囲高深度イメージングを行った。取得したスタック画像
において明るく標識されたニューロンの軸索を Neurolucida 上でトレースした。得られたトレ
ースに対し、Neurolucida Explorer で各軸索側枝の長さを計測した。 

 
（３）連合性回路形成期における Plxnd1- Sema3e シグナル関連分子の発現解析 
 2/3 層ニューロンの軸索側枝の出芽期(P3)から M1 に到達する時期（P8）において、Plxnd1 と
Sema3e、および Plexin D1 の co-receptor とされる Npn1 と Npn2 の発現パターンを ISH によ
り解析し、Plxnd1 の発現パターンと比較した。 
 
（４） Plxnd1 の機能阻害実験 
①Plxnd1 の細胞内領域を欠失させた Plxnd1ΔC、および R-Ras GAP ドメインの改変によって
dominant negative 型にした dnPlxnd1 の発現ベクターを作製し、（２）と同様にそれぞれ IUE
で導入した。標識されたニューロンの軸索の様子を生後 5 日目において観察し、機能阻害が軸
索側枝の伸長に影響を与えるか検討した。 
 
②MISSION shRNA ライブラリー(Sigma)から Plxnd1 をターゲットとする shRNA を含むノッ
クダウン・ベクターを 5 種類取得し、IUE で 2/3 層のニューロンに導入した。5 種類すべてを同
時に導入した実験と、培養細胞系で測定したノックダウン効率が最も高かったベクターのみを
導入した実験を行った。①と同様、生後 5 日目において標識されたニューロンの軸索の様子を
観察して効果の有無を検討した。 
 
③Plxnd1 に対する gRNA を 3 種類設計し、Cas9 発現ベクターとともに IUE で 2/3 層のニュー
ロンに導入した。①と同様、生後 5 日目において標識されたニューロンの軸索の様子を観察し
て効果の有無を検討した。 
 
（５）5a 層の Plxnd1 発現ニューロンによる連合性回路形成の解析 
 5a 層の Plxnd1 発現ニューロンを可視化するため、（２）と同様に IUE を行った。ただし IUE
は 5a 層のニューロンが産生される胎生 13 日目に行った。 生後 1，3，5 日目に摘出した脳組織
から大脳皮質を剥がして flat-mountにし、抗GFP抗体と抗VGluT2抗体を用いて染色、SeeDB2
法により透明化を行い、長作動距離対物レンズ搭載の共焦点顕微鏡にてイメージングを行った。
VGluT2 標識されるバレル構造より深層に位置する標識細胞を 5a 層の細胞として Neurolucida
により軸索をトレースした。 
 
（６）AP ニューロン特異的遺伝子のプロモータによる連合性回路の解析 
 上述した DNA マイクロアレイによるスクリーニングの後、ISH と逆行性トレーシングの 2 重
染色による絞り込みを行って得られた候補遺伝子のうち、6b 層に発現する Kcnab1 遺伝子につ
いて、皮質形成過程における発現動態を ISH で解析した。また、発現ニューロンの軸索投射パ
ターン及び既知の 6b 層マーカー分子との共発現関係を解析した。 



 
４．研究成果 
（１）2/3 層の Plxnd1 発現ニューロンによる連合性回路の形成過程について 
多時点解析の結果から、M1 への投射は交連性の主軸索から生後 3 日目頃に 5 層で多数発芽す

る軸索側枝のうちの 1 本であること、この軸索側枝は M1 に到達するまでほとんど分岐しない
こと、M1に到達する軸索側枝は1本だけで他はほぼS1内あるいは周辺近傍領域に終わること、
M1 への軸索側枝は一度 6 層に入る緩やかな放物線を描くことなどが明らかになった。生後 3，
5，7 日目における軸索側枝の長さを測定したところ、M1 に伸びる軸索側枝は他の軸索側枝と
比べて常に長く、その長さの差は軸索側枝の発芽直後から有意であり、しかも発達に連れて大き
くなることが明らかになった。このことは、M1 に伸びる軸索側枝が局所回路を作る他の軸索側
枝よりも速い速度で伸長していることを示唆している(論文投稿中)。 

 
（２）2/3 層の Plxnd1 発現ニューロンによる連合性回路の形成機構について 
 連合性回路形成時期の Sema3e、Npn1 および Npn2 の発現パターンを ISH で解析した結果、
Sema3e と Npn1 は軸索側枝の発芽時期には軸索側枝が通過する層に発現していることが明ら
かになった。そこで、（１）で観察した M1 への連合性の軸索側枝の伸長パターンについて、
Plxnd1 がその過程に関与する可能性を①Plxnd1ΔC および dnPlxnd1 の強制発現実験、②
shRNA によるノックダウン実験、③CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集によるノックアウト実
験で検証したが、いずれの場合も、コントロールと比較して顕著な影響は見られなかった。 
 
（３）5a 層の Plxnd1 発現ニューロンによる連合性回路の形成過程について 

5a 層の Plxnd1 発現 DP ニューロンによる領野間回路形成は、2/3 層と同様に交連性軸索から
出芽する軸索側枝によるものであり、2/3 層よりも 2 日程度早期に形成されていること、投射領
域近傍で枝分かれして特定の 2 つの領域に投射することがわかった。 

 
（４）6b 層の連合性回路の解析 
 DNA マイクロアレイを用いたスクリーニングにより AP ニューロンに特異的な遺伝子の候補
として、重層的な領野間回路を形成するもう一つの層である 6b 層に発現する Kcnab1 遺伝子が
得られ、ISH と逆行性トレーシングによる 2 重染色の結果、M1 に投射するが対側への投射はな
い AP ニューロンの約 80％に発現することが明らかになった。M1 への投射は生後 2 日目には
すでに M1 へ到達しており、5a 層の回路よりもさらに早期に形成されていることが明らかにな
った。Kcnab1 と既存の 6b 層のマーカー分子（CTGF、Cmpx3、Nurr1）の発現分布を比較し
たところ、共発現の割合はマーカーごとに異なっていた。これらの結果は論文として発表した
(Tiong et al., Front Neuroanat, 2019)。 
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