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研究成果の概要（和文）：　大脳皮質からの主要な出力路である錐体路（皮質脊髄路）は主軸索より複数の神経核に軸
索側枝を伸ばし、脳神経活動の協調性を可能としているが、側枝形成機構については不明である。我々は軸索側枝形成
に関与する分子を得るためにマイクロアレイ解析を行い、側枝形成時期の側枝標的領域で発現の高い分子を得るととも
に、候補因子に対する受容体についてリストを作成し、錐体路で網羅的にノックダウンを行い、側枝形成の阻害、若し
くは促進効果を示す受容体を得た。さらに、候補因子を解析するために、橋核及び皮質脊髄路起始細胞への遺伝子導入
法および、微小管プラス端結合蛋白質を用いて微小管伸長端の動態を観察する実験系を確立した。

研究成果の概要（英文）：Corticospinal tract is a major subcortical output from the neocortex. During the d
evelopment of corticospinal tract, axon collaterals protrude from their main shaft toward the various nucl
ei. Axon collaterals are thought to have an important role in the coordination of neural activities. Howev
er, molecular mechanisms by which axon collaterals are induced are mostly unknown. To obtain the molecules
 responsible for the induction of axon collaterals, we performed microarray analyses on the target of axon
 collaterals, and got some candidates. We also obtained the candidates of the receptor that responds to th
e signals from the target of axon collaterals. Knockdown of some candidate receptors in the corticospinal 
neurons showed inhibition or promotion of axon collateralization. To analyze the candidate molecules, we d
eveloped the analysis method enabling us manipulation of the gene expression and observation of the microt
ubule dynamics in the corticospinal tract and the pons.
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１．研究開始当初の背景 
 
 錐体路（皮質脊髄路）は高等動物における
大脳皮質からの主要な出力路である。錐体路
は大脳皮質第 5層の神経細胞から伸長し、内
包を通り、脊髄へと投射する(右図)。その主
軸索からは、上丘、赤核、橋核、下オリーブ
等に向かい側枝が形成され、その後、運動野、
視覚野ごとに異なるパターンの軸索・側枝の
退縮が起こり錐体路が完成する（O'Leary and 
Terashima, Neuron, 1988）。このような側枝
形成を介する神経回路網は脳機能の調節や
修飾など、脳の高次機能に重要な役割を担っ
ている。側枝形成の研究は 1980 年代より、
DiI 色素等のトレーサーによって詳細に行わ
れ、その形態学的・解剖学的な理解は進んで
いるが、実際の脳内で側枝形成が誘導される
分子実態についての報告は驚くほど少ない。
軸索からの側枝形成は培養神経細胞の実験
で、いわゆる”branching”になぞらえて様々
な関連分子が取り上げられることもあるが、
錐体路での遺伝子制御が技術的に困難であ
り、それら分子の働きを実際の脳内で解析出
来ないことが解明の進んでいない理由と思
われる。 
 微小管はチューブリンの重合によって構
築される細胞骨格であり、神経細胞の軸索伸
長に必要不可欠な分子である。軸索が枝分か
れする時、その内部では微小管切断分子によ
って短いフリーな微小管が産生されている
ことが細胞培養実験で報告されている
(Conde and Cáceres, Nat Rev Neurosci, 
2009）。ごく最近、神経栄養因子 BDNF が微小
管不安定化因子である stathmin を活性化す
ることで軸索の枝分かれを誘導すること
（Jeanneteau et al., Nat Neurosci, 2010）
や、 bFGF が微小管切断分子 spastin による
微小管の切断活性の増加と軸索の枝分かれ
を促進すること（Qiang et al., Mol Biol Cell, 
2010）が培養神経細胞を用いた実験で報告さ
れている。以上の事実より、脳内錐体路にお
いても軸索外からの刺激が微小管の切断や
安定性を変化さることで軸索の枝分かれを
制御している可能性が高いと考えられる。 
 脳内錐体路において軸索側枝を誘導する
分子の実態は明らかになっていないものの、
現在までに様々な検討がなされてきた。コラ
ーゲンゲル内で大脳皮質と橋組織を共培養
すると大脳皮質より進展した軸索の途中か
ら、橋組織に向かって軸索側枝が誘導される
ことが報告されている（Sato et al., Neuron, 
1994）。一方、橋核神経細胞は発生時に菱脳
唇尾側領域で生まれ、腹側の橋核予定領域へ
と移動してくるが、その遊走が阻害されると、
異所性に細胞クラスターをつくり、そこに向
かって皮質脊髄路より側枝が形成されるこ
と が 報 告 さ れ て い る （ Zhu et al., 
Development, 2009）。これらの知見は側枝形
成を誘導する拡散性因子が橋組織より分泌
されていることを示している。 

２．研究の目的 
 
 大脳皮質からの主要な出力路である錐体
路は長く伸びた主軸索より複数の神経核に
「軸索側枝」を伸ばす。「軸索側枝」は高度
な脳の働きに必要な神経活動の協調性を実
現する重要な機構であり、また、神経傷害領
域への代償機構としての役割も担う。しかし
ながら、生体内において軸索側枝形成の制御
機構はほとんど分かっていない。本研究の目
的は、ヒトで高度な進化が見られ、大脳と小
脳の協調的な神経活動を担う橋核への側枝
形成をモデルに研究を進め、「皮質脊髄路軸
索側枝形成に関与する分子の同定および軸
索内細胞骨格動態の解析を通じて、軸索側枝
形成機構を明らかにする」ことである。 
 
３．研究の方法 
 
(1)マイクロアレイ解析による側枝形成関連
分子の探索 
  
 大脳と小脳の連絡に重要な役割を果たす
橋核へと伸びる側枝に着目し、橋核から分泌
されると考えられる側枝誘導因子を同定す
ることを目的に、胎生 17.5 日から生後 2 週
間までの発生段階ごとの橋核での遺伝子発
現変化と橋核を含む側枝形成時期の脳領域
（嗅球・橋核・上丘・小脳）での遺伝子発現
情報をマイクロアレイを用いて解析し側枝
形成に関与する候補分子を得る。 
 上記解析により得られた側枝形成関連候
補分子（側枝形成時期の橋核で強く発現する
分子）に加えて、文献データより同様に橋核
で側枝形成時期に発現の高い分子、さらに、
公共アレイデータより橋核発生異常マウス
で発現の減少する分子（いずれも細胞外分
子）をリガンド候補とし、それに対応する受
容体のリストを作成する。その中で、特に皮
質脊髄路神経細胞で発現の高いものを受容
体候補分子として選択する。 
 
(2)脳内での候補遺伝子発現操作による皮質
脊髄路側枝形成関連分子の同定 
  
 アレイ解析で得られた側枝形成誘導候補
因子および候補受容体に対して実際の脳内
において機能解析を行う。マウスでは錐体路
軸索の起始細胞は胎生 12 日前後の大脳皮質
脳室下帯で生まれ、法線方向に遊走し大脳皮
質 V 層を作る。一方、橋核神経細胞も時期を
同じくして、菱脳唇尾側領域から腹側橋核形
成領域へと移動を始める。そこで、胎生 12.5 
日目の脳室下帯、もしくは菱脳唇尾側へ子宮
内電気穿孔法によって遺伝子導入すること
で、錐体路と橋核での候補分子の発現操作を
行う。生後２日目に主軸索から橋核へ投射す
る軸索側枝の伸長度を数値化し評価するこ
とで実際に生体内において側枝形成に関与
する分子を同定する。 



 
(3)神経細胞軸索内の微小管動態解析手法の
確立 
  
 神経細胞において、軸索がダイナミックに
変動するとき（枝分かれや回路のつなぎ替
え）には、その軸索内の微小管も、切断や伸
長など大きく変動することが報告されてお
り、微小管の安定制御や切断活性を持つ分子
の関与が示唆されている。我々はこれまでの
研究成果として、皮質脊髄路起始細胞が生ま
れる胎生 12.5 日の大脳皮質脳室帯に子宮内
電気穿孔法で遺伝子を導入することで、皮質
脊髄路神経細胞での遺伝子操作を可能とし
た。さらに、染色体組み込み型の遺伝子発現
誘導手法を組み合わせることで、軸索側枝形
成期や、成体脳内など、長期にわたって任意
の時期に遺伝子操作を行うことが可能とな
った(Iguchi T, et al. PLoS ONE, 2012)。
そこで、これらの手法を利用して、我々が見
出した側枝誘導候補因子が微小管の安定性
や切断に与える影響を調べるため微小管先
端結合因子に蛍光蛋白質を融合したプロー
ブを作成し、皮質脊髄路神経細胞軸索内での
微小管動態解析手法を確立する。 
 
４．研究成果 
 
(1)マイクロアレイ解析により側枝形成関連
分子及び候補受容体を探索した 
  
 遺伝子発現プロファイル解析ツールであ
るマイクロアレイを用いて皮質脊髄路軸索
側枝形成を誘導する分子の探索と解析をお
こなった。具体的には、胎生 17.5 日、生後 1
日、5 日、14 日の橋核組織より mRNA を調製
し発生段階ごとの橋核での遺伝子発現変化
を解析した。また、橋核を含む側枝形成時期
の脳領域（嗅球・橋核・上丘・小脳）での遺
伝子発現プロファイルについても同様に解
析した。その中で、橋核へ軸索側枝が伸び始
める胎生 17.5 日目で発現が高く、なお且つ
橋核で発現が高い分子を抽出した。さらに、
細胞外に局在する分子に絞り込むことで、マ
ウス 28868 遺伝子のうち 75 遺伝子（分泌タ
ンパク質 24、膜タンパク質 27、機能未知 24）
の候補分子を見出した。これら候補分子につ
いて RT-PCR 法、in situ hybridization 法
を行いてその発現様式をさらに詳細に解析
したところ、実際に 6つの遺伝子が軸索側枝
標的脳領域に強く発現が認められた。 
 上記解析により得られた側枝形成関連候
補分子、文献データより同様に橋核で側枝形
成時期に発現の高い分子、公共アレイデータ
より橋核発生異常マウスで発現の減少する
分子をリガンド候補とし、それに対応する受
容体のリストを作成した。Allen brain atlas
及び公共アレイデータを参考に実際に皮質
脊髄路起始細胞に発現している分子を抽出
し、101 の遺伝子を受容体候補分子として得

た。 
 
(2)脳内で候補遺伝子の発現操作により皮質
脊髄路側枝形成に影響を与える分子を得た 
  
 上記マイクロアレイ解析で得られた候補
分子に関して発現ベクターにクローニング
し、またドミナントネガティブフォームとし
て機能するコンストラクトを作成し、橋核で
の過剰発現、もしくはノックダウン実験を行
い、皮質脊髄路の回路形成・側枝形成に及ぼ
す影響を調べた。候補分子の一つは細胞外領
域を阻害分子として発現させると、軸索側枝
形成を阻害する傾向がみられた。 
 また、受容体候補因子に関して、皮質脊髄
路起始細胞で網羅的にノックダウンを行い、
側枝形成に対する影響を調べた結果、側枝形
成が阻害された 10 受容体、促進された 4 受
容体を得た。ノックダウンによって側枝形成
が阻害された受容体には、軸索誘導因子、接
着因子に対する受容体や、機能未知のもの等
が含まれ、中でも橋核でリガンドの発現が確
認されている受容体は側枝形成誘導に関与
している可能性が高いと考えられた。また、
皮質下に投射する 5層神経細胞は運動野、体
性感覚野、視覚野といった領野ごとに特異的
な側枝形成と側枝の刈り込み現象によって
独自の神経回路を形成することが知られて
いる。ノックダウンによって側枝形成が促進
された受容体の中には大脳皮質領野特異的
な発現様式を示すものが含まれており、領野
特異的な軸索側枝の刈り込みや投射パター
ン制御への関与が示唆された。 
 
(3)微小管プラス端結合因子を用いて皮質脊
髄路軸索内での微小管動態解析手法を確立
した 
  
 側枝形成領域において皮質脊髄路軸索内
での細胞骨格の動態を調べることを目的に、
微小管の伸長や切断をリアルタイムに観察
可能な微小管プラス端結合蛋白質EB3にEGFP
を融合した発現ベクターを作成した。軸索内
では微小管のプラス端は軸索伸長方向に向
いており、EB3 はそのプラス端特異的に結合
するため、蛍光蛋白質である EGFP を融合さ
せた蛋白質は軸索側枝の伸長端に集まるこ
とが予想される。実際に、このベクターを子
宮内電気穿孔法で皮質脊髄路の起始細胞で
ある大脳皮質 5層神経細胞に導入し、初代細
胞培養を行い、共焦点顕微鏡で高速タイムラ
プス撮影することで微小管伸長端の動態を
リアルタイムに観察することに成功した。こ
の手法を用いることで、候補因子を作用させ
たときの微小管の切断（EB3-EGFP でラベルさ
れ た 微 小 管 プ ラ ス 端 の 増 減 ） や 伸 長
（EB3-EGFP の移動速度の変化）を評価するこ
とが可能となった。 
 
 



 本研究成果により、生体内でのアッセイに
基づき、今までほとんど不明であった、側枝
形成への関与が示唆される分子および受容
体を新たに得ることが出来たこと、さらには
皮質脊髄路神経細胞軸索内での微小管の動
態を解析する手法を確立したことは、軸索側
枝形成におけるシグナル機構を解く上で非
常に意義深い。 
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