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研究成果の概要（和文）：視神経繊維の大部分は視蓋の表層を走り、標的付近で内側に向きを変

えシナプスを作るが、本研究により、最初から視蓋の深層を走る一過性の一群があることが明

らかにされた。En2 は視蓋の発生初期に後ろとしての位置価を与えるが、視神経が視蓋に到達

した頃に、SGFS, g-j 層で発現している。En2 の強制発現により、En2 発現細胞は視蓋の浅層

に到達することはなかった。E1.5 に En2 をトランスフェクトし、Dox によりその発現を E8.5

に誘導すると、浅層で En2 を発現した細胞は i 層に戻っていった。このことから、En2 が視蓋

総計性に深く関わっていることが示唆された。Neuropilin1 (NRP1)が E8.5 視蓋の IV, V 層に、

そのリガンド Sema3A が VI 層に発現している。IV,V 層の細胞は接戦方向の移動をする細胞によ

り構成されることが本研究により明らかとなった。その接戦方向の移動に Sema-Neuropilin の

反発系が関与していることが示唆された。Sema3A を強制発現すると視蓋の層構造が乱れること

から、semaphorin-neuropilin の反発系が視蓋の総計性に大きな役割を果たしていることが示

唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we have shown that some part of the optic fibers run 

deep layers of the tectum from the first. These fibers are transient and disappear after 

birth. En2 is expressed in laminae g-j of SGFS in tecta of around E10. Misexpression of En2 

showed that En2 expressing cells cannot stay in the superficial layers of the tectum. Time 

lapse analysis showed that En2 expressing cells went out of the superficial layer and 

settled in lamina i. The results indicate that En2 plays crucial roles in tectal layer 

formation. We found that layer IV, and V are composed of cells that have migrated 

tangentially, and that neuropilin1 is expressed in layer IV, V cells and sema3A is expressed 

in layer VI cells. Sema3A overexpression resulted in abnormal layer formation of the 

tectum. The results indicate that neuropilin-Semaphorin repulsive system plays crucial 

roles in tectal layer formation. 
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１．研究開始当初の背景 

網膜視蓋投射系はそのアプローチのしやす
さから、神経回路形成のモデルとして使われ
てきた。研究代表者らは､視蓋の位置特異性
形成に Engrailed2（En2）が関わっており、
En2 は視蓋に後ろとしての性質を付与する
ことを明らかにした。網膜視蓋投射システム
での解析から、軸索の経路選択に働く
Ephrin-Eph のリガンド-受容体の系が発見
されたが、En2 は EphrinA2, A5 の発現を誘
導する。一方、En2 は直接鼻側網膜を吸引す
る作用があることが in vitro で示されていた。 

 ニワトリ視蓋は 16 層よりなる皮質構造を
示すが、研究代表者らの解析により、早期に
移動した細胞の間に後から移動した細胞群
が入り込むことが明らかにされていた。哺乳
動物の大脳皮質の層構築のメカニズムがか
なり明らかになってきたのと比較してその
解析は遅れている。 

２．研究の目的 

本研究は網膜視蓋投射のメカニズムおよび
視蓋の層構築のメカニズムを解明すること
を目的としている。視神経線維は視蓋に進入
後視蓋の表層を走り、標的付近で直角に向き
を変え投射する。一方、予備実験で最初から
視蓋の深層を走る線維が見つかったので、そ
の詳細を明らかにするとともに、視蓋の層構
築に関して、Ets ファミリーの Pea3 サブフ
ァ ミ リ ー に 属 す る Er81 転 写 因 子 , 

Sema-neuropilin 系あるいは他の分子の役割
を調べ、層構築のメカニズムを明らかにする
ことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

視神経線維のラベルは脂溶性蛍光色素 DiIの
結晶を網膜におくことにより行う。 
候補となる分子の cDNA に tetracyclin 反応
配列（TRE）をつけ、それをトランスポゾン
用のプラスミドに組み込む（pT2K-TRE-cDNA）。
このプラスミドと pT2K-CAGGS-rtTA, 
pCAGGS-T2TP（トランスポザーゼ発現プラス
ミド）をニワトリ胚視蓋原基にエレクトロポ
レーションしトランスフェクトする。目的遺
伝子と rtTA はトランスフェクトした細胞の
ゲノムに組み込まれる。rtTA タンパク質は
tetracyclin (Doxycyclin, Dox で代用)が存
在するときのみ TRE に結合し、目的遺伝子の
転写が起こる。 
４．研究成果 
最初から視蓋深層を走る線維は視蓋の内側
から進入し深層を外側に向かう。それらの線
維は視蓋の Stratum album centrale と

Stratum fibrosum periventriculare を走行
し、大多数の視神経線維が走っている
Stratum opticum にはいることはない。これ
らの線維は一過的なもので、孵化する頃には
ほとんど見えなくなっている。 
 Er81 の発現を詳細に調べたところ、後期移
動細胞がつくる視蓋 SGFS の h-j 層に発現し
ていることがわかった。この Er81 の発現と
重複して Parvalbumin が発現している。Er81
を 強 制 発 現 す る と 、 Er 発 現 細 胞 で
Parvalbumin が発現したことから、Er81 は後
期移動細胞の細胞種の決定に大きな役割を
果たし、層形成に関与していることが示唆さ
れた。一連の研究で正常発生ニワトリ胚では
Er81 の mRNA の発現は孵卵 7.5 日（E7.5）か
ら見られたが、Er81 のタンパク質の発現はそ
の抗体染色によると E9.5 からしか認められ
ないことが明らかとなった。E6.5 に Er81 発
現プラスミドをエレクトロポレーションし、
E7.5 でその発現をみると、E81 タンパク質を
発現している細胞は神経上皮に局在し、外套
層に移動している細胞はほとんど見られな
かった。このことは神経上皮内で Er81 を発
現すると外套層への移動が阻害される可能
性があることを示唆しており、Er81 は目的地
に着く前にそのタンパク質が発現しないよ
う翻訳制御を受けていると考えられる。 
 En2 は視蓋の発生初期（E2）に、視蓋原基
に後ろとしての性質を付与する。さらに En2
は分泌されて直接鼻側網膜線維を引きつけ
ることが in vitro で示された。網膜視蓋投
射形成中の E10 で En2 は視蓋の SGFS, g-j 層
に発現しているので、in vivo でもそのよう
な機能があるかどうかを調べる目的で E5.5
に En2 をエレクトロポレーションによりトラ
ンスフェクトした。En2 発現細胞は視蓋の表
層には存在しなかったことから、網膜線維の
経路選択における役割の追求は難しく、視蓋
層形成における役割を追求することとした。
E5.5 に En2 をトランスフェクトし、組織学的
検索を行うと、En2 発現細胞は本来 En2 を発
現している SGFS, g 層よりも深層にしか見ら
れず、浅層には見られなかった。GFP のみを
トランスフェクトした細胞は視蓋全層に見
ら れ た 。 そ こ で 、 pT2K-TRE-En2, 
pT2K-CAGGS-rtTA, pCAGGS-T2TP を E1.5 に同
時にトランスフェクトした。En2 は Dox 投与
3時間くらいで発現する。Dox投与によりE8.5
から En2 を発現させ、経時的に観察すると、
Dox投与12時間後にはEn2発現細胞は視蓋浅
層にも見られたが、24 時間後には浅層から
En2 発現細胞は消え、g 層よりも深層にしか



見られなかった。動画撮影により観察すると、
Dox 投与直後に浅層に見られた En2 発現細胞
は深層にバックしていく様子が見られた。コ
ントロールでは深層に行く細胞は見られな
かった。統計を取ると、En2 発現細胞は SGFS, 
i 層に戻っていっているという結果が得られ
た。これらのことより、En2 は視蓋の成熟期
に、SGFS, g-j 層で発現し、視蓋神経細胞を
そこの層に移動させつなぎ止める役割を果
たしていると考えられる。 
 受容体 Neuropilin1 (NRP1)が E8.5 視蓋の
IV, V 層に発現しており、そのリガンド
Sema3A が VI 層に発現している。IV, V 層の
細胞は接戦方向に移動してくる細胞群で構
成されることが、タイムラプス解析により明
らかとなった。またこれらの細胞は MAP2 を
発現するようになる。Sema3A を強制発現する
と MAP2発現細胞層の異常が起こることから、
Sema3A 発現細胞群が NRP1 発現細胞群をガイ
ドし、MAP2 発現細胞層の形成に関わっている
こ と が 示 さ れ た 。 こ の こ と に よ り 、
Sema3A-NRP1 のリガンド-受容体のシステム
が視蓋の層形成に大きな役割を果たしてい
ることが明らかとなった。 
 ニワトリ視蓋は 16 層よりなり、その層形
成メカニズムの解明は遅れているが、本研究
により En2 の役割、Neuropilin-semaphorin
系の関与についての理解が深まった。 
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