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研究成果の概要（和文）：本研究では、大脳皮質の一次体性感覚野S1から一次運動野M1へ投射する回路は、運動
調節に関わる皮質―基底核ループと感覚運動連合学習に関わる皮質―視床高次核ループをつなぐ機能回路と考
え、その回路構造を解析した。dual-eGRASP法により、S1からM1に入力するシナプスを可視化する系を構築し、
M1の細胞タイプごとのシナプス入力を解析している。また、経シナプストレーサー分子を用いた解析から、S1の
2/3層と5a層のニューロンはM1とM2のような隣接する２つの投射領域に異なる強度で投射することが明らかにな
った。

研究成果の概要（英文）：　The inter-areal projections from the primary somatosensory area (S1) to 
the primary motor area (M1) is thought to connect the cortico-basal ganglia loop involved in motor 
regulation and the cortico-higher thalamic loop involved in sensorimotor association learning. In 
this study, we examined the projection patterns and synaptic connections of cortical neurons in 
three different layers of S1 to M1. We established the system to visualize the synaptic connections 
which axons of S1 neurons make on M1 neurons and have been analyzing the synaptic inputs onto 
different types of M1 neurons. Using trans-synaptic tracers, we found that neurons in layer 2/3 and 
those in layer 5a of S1 showed difference in innervation strength of axons in the two neighboring 
target regions such as M1 and M2. 

研究分野： 神経解剖学

キーワード： 神経回路形成　大脳皮質　領野間回路　感覚運動統合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
随意運動の調節や感覚と運動の連合学習には、運動野を起点とした皮質―基底核－視床－皮質ループと感覚野を
起点とした皮質－視床高次核－皮質ループが重要な役割を果たしているが、２つのループ回路がどのように連関
して統合的な感覚運動調節を行っているかはよくわかっていない。本研究では、２つのループをつなぐ機能回路
と考えられる、一次体性感覚野S1から一次運動野M1に投射する回路の構造を解析する系を確立した。この回路の
乱れは自閉スペクトラム症にみられる運動機能の低下との関連が指摘されており、その回路構造と機能の解明
は、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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）感覚運動統合に関わる２つのループ回路をつなぐ大脳皮質領野間回路 
 大脳皮質の感覚野と運動野は相互に情報を伝達しあい感覚情報をその他の情報と統合して適
切な運動指令を出力する。感覚野から運動野へ伝達される情報に関しては、例えば、マウス大脳
皮質の 1 次体性感覚野(S1)でヒゲからの入力を処理するバレル野の 2/3 層から 1 次運動野(M1)
への投射は対象物の検知や位置の知覚に関与する(Yamashita et al., Neuron, 2013 など)。我々
を含む数グループにより、M1 へ投射する S1 バレル野の連合ニューロンは 2/3 層に加え 5a 層
と 6b 層にも存在が示されている(Tiong, Oka et al., Front. Neuroanat., 2019; Mao et al., 
Neuron,2011 など)。さらに、感覚野と運動野の間の連合回路の大部分は三重層の並列回路とな
っており(Minamisawa et al., Cell Rep., 2018; Manita et al., Neuron, 2015)、少なくとも感覚
運動統合に関わる領野間回路においては三層並列構造が基本的な回路構造であると考えられる。
しかし、三層の並行連合回路において、各層からの投射がそれぞれどのような情報成分の伝達を
担っているのかはまだ不明である。最近、視床 POm 核後部から S1 バレル野の 5a 層への入力
が、ヒゲ刺激を用いた行動学習課題で可塑性を示すことが報告された(Audette et al., Neuron, 
2019)。POm 核などの視床高次核は大脳皮質感覚野と双方向的なループ回路を形成し皮質の機
能を調節していると考えられる領域で、近年、注目されている視床領域である。5a 層で POm 後
部の入力を受ける細胞が M1 へ投射する連合ニューロンならば、2/3 層からの 1 次的な感覚情報
が学習や経験により修飾された 2 次的情報を M1 に伝達している可能性がある。運動制御や運
動学習に関わる皮質―基底核ループは M1 の主に 5a 層に分布する皮質線条体投射ニューロンを
起点とする。このニューロンは線条体の D1R 型および D2R 型の medium spiny neuron への出
力に加え、より強い出力を fast-spiking interneuron に送っている(Johansson & Silberberg, 
Cell Rep., 2020)。一方、皮質―基底核ループへの感覚入力は主に S1 からの投射であると考えら
れ、確かに M1 の 5a 層のニューロンは S1 の連合ニューロンから入力を受けている(Mao et al., 
Neuron, 2011)が、この 5a 層のニューロンが実際に線条体に投射しているのか、S1 のどの層の
連合ニューロンから入力を受けているのかは明らかではない。5a 層への入力を含め、S1 の連合
ニューロンの層特異性と M1 の後シナプス細胞の細胞種の対応関係はまだ回路モデルを構築で
きるほど詳細には解明されていない。 
 
（２）大脳皮質領野間の連合回路を標識するツールの開発 
我々は大脳皮質機能領野間を結ぶ連合回路の構造、形成、および機能に興味を持ち研究を行っ

てきた。マウス大脳皮質 S1 から M1 への投射をモデルに、連合回路標識・操作のための分子ツ
ールを開発しながら連合回路の形成過程解析を進めてきた。S1 から M1 へ投射する連合ニュー
ロンの 2/3 層、5a 層および 6b 層への分布を示した後、Plxnd1 が 2/3 層および 5a 層に発現する
ことに着目し、そのプロモータ領域を用いて Plxnd1-Cre を作製した。Cre/loxP システムと IUE
による独自の高感度低頻度ラベリング法を確立し、連合ニューロンの全軸索構造を単一ニュー
ロンレベルで解析した。S1 バレル野の単一の Plxnd1 発現 2/3 層ニューロンは、M1 と対側 S1
への投射を持つ多重投射ニューロンであり、M1 への投射は先に伸びた交連性の主軸索から分岐
する軸索側枝であった(Oka et al., Cereb. Cortex, 2021)。これと並行して、DNA マイクロアレ
イによるスクリーニングから、6b 層に特徴的な発現を示す Kcnab1 遺伝子を同定し、この遺伝
子が S1 バレル野 6b 層の連合ニューロンに発現すること、それらのニューロンは交連性の投射
を持たないこと、常に 6b 層特異的な Ctgf 遺伝子に対して、Kcnab1 は生後に 2-6 層にも発現す
ることを報告した(Tiong, Oka et al., Front. Neuroanat., 2019)。これらの結果を踏まえ、さら
に成体での連合回路の構造と機能を解析するため、重層する 3 つの回路を個別に標識・操作す
るためのノックイン・マウス(Plxnd1-tTA および Ctgf-CreERT2)を新たなゲノム編集法を開発
して独自に作製した(Yoshimi et al., Hum. Genet., 2020)。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、S1 から M1 への重層並行連合回路が皮質－基底核ループと皮質－視床高次核ル

ープを結ぶ機能回路との仮説を置き、重層並行連合回路の回路構造を明らかにする。具体的には、
S1 の連合ニューロンへの入力細胞を明らかにして各層が伝達する情報成分を解明し、また、M1
の局所回路との接続様式の解明を通じてこの仮説を検証することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）S1 連合ニューロンへの入力細胞の同定 

5a 層連合ニューロンへの視床 POm 核後部からの入力を確認するため、Plxnd1-tTA マウスの
POm 後部に経シナプス性の AAV1-hSyn-Cre を、S1 に AAV-flex-tdTomato と AAV-TRE-
mEGFP を注入して、EGFP 陽性のニューロンと tdTomato 陽性のニューロンの分布と軸索投射



を比較した。 
 
（２）三層の連合回路の軸索投射パターンの比較解析 

2/3層+5a層と6b層の連合ニューロンの軸索投射を比較するため、Plxnd1-tTA:Ctgf-CreERT2
マウスの S1 に AAV-TRE-mEGFP と AAV-flex-tdTomato を注入して軸索の分布を解析した。ま
た、2/3 層と 5a 層の連合ニューロンの軸索投射を比較するため、Plxnd1-tTA:Ai14 マウスに胎
生 13 日目で子宮内電気穿孔法を行って 5a 層に pTRE-EGFP と pTRE-TAT-WGA-Cre を導入
し、EGFP 陽性の軸索と経シナプス性に運ばれた WGA-Cre 依存的に tdTomato を発現する 2/3
層の軸索の分布を解析した。 
 
（３） M1 での後シナプス細胞の同定 

M1 のニューロンへのシナプス入力は dual-eGRASP 法を用いて検出した。Plxnd1-tTA マウ
スの S1 に TRE-yellow-pre-eGRASP を、M1 には TRE-post-eGRASP を注入し、M1 のニュー
ロンの樹状突起上で再構成された YFP のシグナル分布を解析した。また、Plxnd1-tTA:Ai14 マ
ウスの S1 に AAV-TRE-TAT-WGA-Cre を注入し、S1 およびそれ以外の脳領域での tdTomato 発
現細胞の分布を解析した。 
 
（４）M1 でのシナプス構造の電子顕微鏡解析 
後シナプス細胞への入力の微視的構造を解析するため、S1 の連合ニューロンに異なる細胞内

局在性のペルオキシダーゼ dAPEX2 を発現させる系を構築した。イタリアのトリノ大学との共
同研究で、広域連続電顕（SBF-SEM）による解析を行うことになり、そのための条件検討を開
始した。 
 
４．研究成果 
（１）視床 POm 核から S1 の 5a 層の連合ニューロンへの入力について 

Plxnd1-tTAマウスの視床POm核に経シナプス的に 2次細胞に感染するAAV1-hSyn-iCreを、
S1 に AAV-TRE-mEGFP および AAV-Flex-tdTomato を注入したところ、tdTomato 陽性のニュ
ーロンは EGFP 陽性の 5a 層のみならず、2/3 層や 5b 層にも分布していた。これは POm から
の軸索が 5a 層だけでなく 1 層にも投射していることにより、1 層に樹状突起を伸ばすこれらの
層のニューロンに AAV1-hSyn-iCre が感染したためと考えられる。現在、AAV-TRE-DIO-
mEGFP を用いて POm から入力を受ける 5a 層のニューロンをより特異的に標識できる系を用
いて解析を行っている。 
 
（２）三層からの連合ニューロンの投射パターンについて 

Plxnd1-tTA:Ai14 マウスに胎生 13 日目で子宮内電気穿孔法を行って 5a 層に pTRE-EGFP お
よび pTRE-TAT-WGA-Cre を導入したところ、5a 層に加えて 2/3 層でも tdTomato 陽性細胞が
検出された。EGFP 陽性の 5a 層の軸索と tdTomato 単陽性の 2/3 層の軸索の分布は、ほぼ同じ
ような領域で検出されたが、たとえば M1 と M2 ではその量的分布に顕著な差が認められた。こ
れは同じ領野の異なる層の持つ情報がそれぞれ適切な運動野に伝達されていることを意味して
いる。今後は、遅れている 6b 層の投射パターンとの比較解析と合わせて、S1 からの領野間回路
がもつ機能的意義を明らかにする実験を進める予定である。 
 
（３）M1 での後シナプス細胞について 
 Plxnd1-tTA:Ai14 マウスの S1 に AAV-TRE-TAT-WGA-Cre を注入したところ、投射先である
M1、M2，対側の S1、S2 などで tdTomato 陽性細胞が検出された。これらは 5a 層で S100A10
陽性の皮質線条体ニューロンなどの終脳投射型（Intra-telencephalic, IT）ニューロンであった。
現在、AAVretro を用いた dual-eGRASP により M1 の後シナプス細胞の投射タイプを同定しつ
つシナプス入力を検出する解析を進めている。 
 
（４）dAPEX2 を利用した電子顕微鏡解析について 
 各層の連合ニューロンに細胞内局在の異なる dAPEX2 を発現させる系を構築したので、今後
は M1 でのシナプス微細構造の解析を進めていく。SBF-SEM を用いたトリノ大学との共同研究
では、これに加えて、回路形成過程における連合性の軸索側枝の出芽メカニズムに迫る研究も進
めている。 
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