
 

様式C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 22年 6月 16日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：哺乳類の大脳皮質は６層構造から成り、各層のニューロンはそれぞれ異なっ

た性質を持つ。しかしながら、どのように各層のニューロンが形成されるかについては未解明

な部分が多い。本研究では、接着分子の一つである Protocadherin20が大脳皮質第 IV 層の形
成に重要な役割を果たしていることを見出した。すなわち、この分子が皮質第 IV 層細胞の配
置および分化を制御することを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 我々の「脳」がその能力を発揮するために
は、神経核や層構造といった機能的なニュー
ロンの集団が形成されることが根本にある。
進化上ヒトで最も発達した大脳皮質は、６層
からなる見事な層構造を呈しており、脳の高
次機能の発揮に必須であると考えられてい
るが、その形成メカニズムについては未だ完
全には解明されていない。 
 これまでの研究から、大脳皮質の皮質板を
構成するニューロンは、脳室付近で誕生し、
辺縁帯直下まで放射状に移動した後に皮質
板形成に参加すること、また皮質板の各層を
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図 1 皮質板形成時のニューロンの移動様式
早生まれ(4,5,6 層)の上に遅生まれ(3 層)の
ニューロンが移動・配置される 

辺縁帯 

 (MZ) 



 

 

構成するニューロンの誕生時期はほぼ共通
であり、早生まれニューロンほど深層に配置
されることがよく知られている（図 1）。しか
しながら、実際にどのようにして「整然とし
た層構造」が形成されるかについてはほとん
ど明らかにされておらず、移動を終えた細胞
が、単に「堆積していくように」配置されて
いくことで各層ができていくという、いわば
受動的システムであるという概念であった。 
 
 
２．研究の目的 
 前述の考えに対して、以下に挙げる 2つの
独自の知見から、大脳皮質を構成するニュー
ロンは、各層での細胞の接着性が異なること
で、むしろ積極的に層構造を形成しているの
ではないかと考えるに至った。第一に、我々
のグループは、in vitro での大脳皮質の再凝
集培養系において、ニューロンの接着特性が
細胞の誕生時期によって異なることを明ら
かにした（Ajioka and Nakajima, Eur. J. 
Neurosci., 2005）。第二に、皮質板形成時の
ニューロンは、細胞移動終了部位である辺縁
帯直下で約 1日間という長い時間停滞するた
め、同時期に誕生し個別に移動してきた細胞
群が凝集し、細胞密度が著しく高くなること
を見出した。辺縁帯直下は、in vivoにおいて
細胞が誕生時期依存的に選別されていく部
位でもある。これらの事実から、辺縁帯直下
では移動中と比べてニューロン間の接着活
性が強く、誕生時期依存的な細胞接着を担う
分子が発現することにより細胞選別（＝層形
成）が行われている可能性が強く示唆される。 
 我々はまた、この現象を担う候補分子の探
索を行い、Cadherin スーパーファミリーに
属する Protocadherin20 (Pcdh20)が辺縁帯
直下で強く発現することを見出した（図 2参
照）。Protocadherinファミリーメンバーのい
くつかは、細胞間接着に関与することが報告
されている。 
 そこで本研究では、Pcdh20 の解析をさら
に発展させ、大脳皮質層の構築に、ニューロ
ン間の接着特性がどのような役割を果たす
か明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Pcdh20の発現解析 
 発生過程における Pcdh20の発現を調べる
ために、各ステージの脳切片を用いて
Pcdh20 の mRNA に 対 す る in situ 
hybridizationを行った。 
 
(2) 大脳皮質第 IV層の形成における Pcdh20
の必要性の検討 
 マウス胎仔大脳皮質へ子宮内電気穿孔法
（ Tabata and Nakajima, Neuroscience, 

2001）を用いて遺伝子導入を行い、Pcdh20
の in vivo での機能について検討を行った。
具体的には、RNA 干渉法ベクターを胎仔脳
に導入し、Pcdh20 の発現を抑制して大脳皮
質第 IV 層の形成に影響があるか調べた。解
析としては、細胞の位置および細胞分化につ
いて行った。 
 
 
４．研究成果 
 まず、発生過程における Pcdh20の発現様
式の検討を行った（図 2）。 

 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

 Pcdh20 の mRNA は生後 7 日目で皮質第
IV層に強く発現していること、また胎生 18.5
日目では辺縁帯(MZ)直下に強く発現してい
ることが明らかになった。胎生 18.5日目の辺
縁帯直下は将来の皮質第 IV 層細胞が存在す
ることから、Pcdh20のmRNAが将来皮質第
IV 層を形成する細胞に発現することが示唆

図2  Pcdh20の発現様式 
生後７日目（P7）、胎生 18.5 日目(E18.5)、胎生 16.5
日目(E16.5)、胎生14.0日目(E14.0)の脳切片を用いて
検討を行った。 



 

 

された。そこで、さらに早い時期の胎生 16.5
日目、胎生 14.0日目でその発現を調べた。し
かしながら、これらの時期では弱いシグナル
しか得られなかった。したがって、Pcdh20
は、移動を終了する過程の将来の皮質第 IV
層細胞で発現を開始することが示唆された。 
 次に、Pcdh20の皮質第 IV層形成における
役割について検討を行った。Pcdh20 の機能
を抑制するために、まず RNA 干渉法用ベク
ターを作製した。このベクターの効果は
293T 細胞を用いて確かめた。次に、得られ
たベクターを、子宮内電気穿孔法を用いて胎
仔脳に導入することで、生体内での Pcdh20
の機能について検討を行った。遺伝子の導入
は将来の第 IV 層細胞が生み出される時期で
ある胎生 14.0日目に行い、遺伝子導入された
脳は大脳皮質の基本的な構造が完了する生
後 7日目に解析した（図 3）。 

その結果、コントロール細胞のほとんどが皮
質第 IV層に位置したのに対し、Pcdh20抑制
細胞はより表層側の皮質第 II/III 層に多くが
位置することが分かった。したがって、
Pcdh20が皮質第 IV層形成に必須な遺伝子で
あることが示唆された。 
 大脳皮質層を形成する細胞は脳室帯及び
脳室下帯で誕生し、辺縁帯直下まで移動した
後に皮質形成に参加する。そこで、Pcdh20
の発現抑制が細胞の誕生、あるいは移動過程
に影響を与えるか検討を行った（図 4）。胎生
14.0 日目に遺伝子導入を行い、胎生 16.5 日
目、胎生 18.0日目に解析を行った。コントロ
ール実験から、胎生 16.5日目では多くの細胞
が移動中、また胎生 18.0日目では移動終了過
程にあることが分かった。一方、Pcdh20 抑
制細胞はコントロールとほとんど変化見ら
れなかった。したがって、Pcdh20 の発現抑

制は将来の皮質第 IV 層細胞の誕生や移動に
影響しせず、その後の過程が障害されたこと
が示唆された。 
 また、細胞形態の観察から、Pcdh20 抑制
細胞は形態が対照群と大きく異なることが
明らかになった（図 3参照）。Pcdh20抑制細
胞は尖端突起を有しており、これは皮質第
II/III層細胞の特徴とよく似ていた。そこで、
Pcdh20 抑制細胞の細胞分化について検討を
行った。細胞分化を調べるために皮質第 IV
層特異的なマーカーであるROREに対する免
疫組織化学染色を行った（図 5）。 

その結果、コントロールでは多くの細胞が
ROREを発現しているのに対し、Pcdh20抑制
細胞はROREを発現する細胞の割合が著しく
減少することが明らかになった（図 5）。した
がって、Pcdh20 の発現抑制は細胞の位置の
みならず分化にも影響を与えることが明ら
かになった。 

図3  Pcdh20の抑制実験 
コントールベクター(CONsh)あるいは Pcdh20 に対する RNA
干渉法ベクター(PC20sh)を GFP 発現ベクターと共に胎生
14.0日目の胎仔脳に導入し、生後7日目で解析を行った。 

図4  継時的なPcdh20抑制実験 
CONshあるいはPC20shを GFP発現ベクターと共に胎生
14.0日目の胎仔脳に導入し、胎生16.5日目、胎生18.0
日目で解析を行った。 

図5  Pcdh20抑制細胞のROREの発現 
CONsh あるいは PC20sh を GFP 発現ベクターと共に胎生
14.0日目の胎仔脳に導入し、生後7日目で解析を行った。 
ROREとGFPに対して免疫組織化学染色を行った。 



 

 

 本研究の結果は、ニューロンの移動終了後
の過程の厳密な制御が、正常な大脳皮質層形
成（細胞の配置・分化）に必須であることを
示唆している。ニューロンの移動後の過程の
重要性については、これまでほとんど議論さ
れていなかったため、本研究は大脳皮質層形
成機構の解明に新たな展開を与える可能性
のあるものと考えられる。 
 本研究では、細胞接着活性の差異が大脳皮
質層の形成に関与する可能性を考えたが、
Pcdh20 が接着分子として機能しているかに
ついては、明快な結果が得られなかった。
Pcdh20 が接着性を制御するのか、あるいは
他の細胞特性を制御するのか、今後の解析が
必須である。 
 また、これまでニューロンの層特異的な性
質はニューロンの誕生時に獲得されるとい
う考え方が一般的であった。本研究では、移
動終了後の配置過程が最終的な分化・成熟過
程に必須であることを強く示唆しており、新
たな層特異的な分化決定メカニズムの解明
に繋がるものと考えられる。 
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