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研究成果の概要（和文）：小脳が各種の運動制御など多彩な機能を果たすために重要な小脳の区画構造と部位対応的神
経投射が形成される過程を解析した。マウス胎生14.5日の発達初期の小脳では7個の吻尾側に細長い小脳皮質の区画が
認められ、それが胎生17.5日までの3日の間に、分離・分裂して50余りの区画になる過程を三次元的に解明した。始め
一塊になっている小脳核は、部位対応的投射の形成後、小脳皮質の区画化に引き付けられるようにして区画化が進むこ
とも判明した。本研究に関連した成果は研究期間3年間に責任著者として5編の学術論文として国際誌に発表したが、中
心的な成果の一部は発表準備中である。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the process of formation of the cerebellar compartmentalization and 
topographic axonal projection, which are important for varieties of cerebellar functions such as the 
control of many motor activities. Seven compartments elongated in the rostrocaudal direction were 
recognized in the early cerebellum at the embryonic day 14.5 (E14.5). The process in which these 
compartments were separated and divided into some 50 compartments in three days by E17.5 was clarified in 
the three-dimensional space. It was also observed that topographic axonal connection was formed first in 
the cerebellar nuclei, which then leads to compartmentalization. Results obtained in the related research 
projects were published in five research papers in international academic journals with the principal 
investigator as the corresponding author during the three-year period of the grant support. However, some 
central results are still under preparation for publication.

研究分野： 神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 小脳には機能局在が存在し、反射運動

から随意運動までの多彩な運動制御の他に、
自律機能や認知・言語機能の制御にも関わる
ことができる。機能局在の基盤となる小脳の
基本的構築として、軸索投射パタンと分子発
現パタンで区別される細かい区画構造（コン
パートメント）が存在する。私たちは、これ
まで、この小脳コンパートメント構造を研究
対象として生理学的・解剖学的手法によって
解析を進めてきた。これまで成獣の齧歯類や
霊長類において、登上線維などの入出力線維
の投射パタンの解析とプルキンエ細胞(PC)
のアルドラーゼ C 発現パタンの解析から、40
余りの縦縞状区分を同定した。さらに、小脳
皮質と対応する小脳核と下オリーブ核の区
画も同定した（Sugihara and Shinoda, 2004, 
2007; Sugihara and Quy, 2007 など）。小脳
の区画構造が機能局在に関して極めて重要
であることは、Gibson らの不活化後の行動
実験(2011)によっても示されている。  

(2) この小脳コンパートメント構造が小脳
機能局在の基盤となるメカニズムを理解す
るには、その形成機構の解明が欠かせないと
思われる。胎仔期の小脳原基において、PC
と小脳核細胞は小脳の神経細胞としては最
も早く、胎生 10.5 日(E10.5)～E12.5（マウス）
に生まれる。その後、E17.5 には、PC は幾
つかの集団を形成し、小脳の表層近くの各所
に移動して細胞塊(クラスター)として立体的
に配置しており、特異的神経投射もおおまか
には形成されているとされるが、小脳全体で
の PC 集団の分布の詳細は不明であった。し
かし、私たちは、集団特異的に発現する分子
が多数存在するという報告 (Millen et al., 
1995)に注目し、レポーター発現マウスを用
いて、E17.5 のマウス小脳皮質全体において、
ほぼ完全な PC 集団の構築を明らかにし、そ
の成果を J. Neurosci.誌に発表した(Fujita et 
al., 2001)。この論文は発表号の冒頭で紹介さ
れ、高く評価された。本研究は、以上のよう
なこれまでのわれわれの区画構造の形成過
程の研究をさらに発展させ、また、われわれ
のそれ以前からの小脳の構造、分子発現パタ
ン、単一軸索投射、比較形態学などの側面か
らの機能的構造に関する研究を総合的に発
展させるために計画されたものである。 
 
２．研究の目的 

(1) 小脳皮質は多くの区画に区分され、そ
れぞれ特異的な入出力線維連絡を持つので
多彩な機能に関わることができる。われわれ
は分子発現と神経投射の解析から、約 40 本
の縦縞状区画を成獣のラット・マウスや霊長
類で同定してきた。更にその形成過程の解明
に着手し、マウス胎生 17.5 日齢での PC 集団
の区画構造と区画特異的分子発現プロフィ
ールを明らかにした。区画構造の形成過程の
研究をさらに発展させ、胎生期の区画が成熟
期の区画にいかに再編成されるか、PC が生

まれてからどのようにして区画ごとの集団
に分かれるのか、そして、胎生期の区画がど
のように部位対応的軸索投射の形成に寄与
するかという重要な問題を、主として遺伝子
改変マウスを利用した形態学的手法によっ
て解明していくことを目的とした。具体的に
は下の 4 項目[ (2)~(5) ]を個別の研究目標と
した。 

(2) E17.5 から成獣までの小脳区画構造の
発達・再編成過程：われわれは、すでに E17.5
の PC 集団の区画構造を同定したが、E17.5
以降、小脳皮質の大きな形態的発達が起こる。
生後 6 日(P6)においてほぼ成獣型の小脳皮質
構造が出来上がるが、成獣の縦縞区画を示す
代表的なマーカーであるアルドラーゼ C は、
P14 以降に発現してくる。そこで、E17.5 か
ら P6、P14、さらに成獣までの期間にわたり、
PC 集団の同定と分布の解析を行い、E17.5
のマウス小脳皮質 PC 集団群が、どのように
移動・融合・分離して成獣の縦縞区画構造に
移行するかという再配置メカニズムを立体
的に解明する。 

(3) E17.5 以前の PC の細胞塊形成（クラス
ター化）による小脳区画構造の形成過程：最
終分裂を終えて誕生した PC が、集団に分か
れ、集団ごとに特異的分子発現プロフィール
を持ち、特定の場所に集合して細胞塊（クラ
スター）を作るメカニズムを FoxP2 等 PC 集
団のマーカー分子の免疫染色と立体的分布
解析手法を活用し解明する。すでに発表した
E17.5におけるPC集団（54個）（Fujita et al., 
2012）がどのように形成されるかを、立体的
に明らかにする。PC 集団と PC の誕生日と
の関係にも注目する。 

(4) 胎生期の小脳区画構造の入出力神経投
射の形成に対する寄与の解析：PC 軸索や登
上線維などの小脳入出力線維は、胎生期にお
いて形成され、生後に過剰な投射が除去され
て完成する。E17.5 の PC 集団細胞塊の意義
は、正しい部位対応性の保たれた軸索投射パ
タンの形成であると、われわれは考えている。
それならば、成獣に見られる軸索投射パタン
の部位対応性は、E17.5 の PC 集団細胞塊構
築と非常に関連が深いはずである。その観点
から、PC 細胞軸索投射パタン、登上線維軸
索投射パタン、苔状線維軸索投射パタンの現
有のデータ、そして、新しい実験データを解
析する。新しい実験として、分子発現パタン
を利用した特定軸索集団の標識法が最近開
発されてきているので、それを取り入れてい
く。 

(5) 発達の結果完成する成獣マウスの小脳
の構築に関して、これまで、かなり明らかに
されているが、更に、新しい手法、新しい観
点から再検討を加え、発達過程の研究成果と
矛盾なくつながるようにする必要がある。そ
こで、成獣マウス小脳の標準的分子発現パタ
ンの再検討。小脳における単一軸索投射解析。
トリ（ヒヨコ）小脳と哺乳類小脳における小
脳の基本的構築の解析などの解析も、本研究



期間に、付随的に行っていく。 
 
３．研究の方法 

(1) 主として、特定の PC 集団にレポータ
ータンパクが発現する遺伝子改変マウスを
用いた。PC 集団による区画化の直接の形態
学的解析としては、胎仔および幼若個体の摘
出脳標本を用いる。PC 集団の識別のため、
PC 集団によって発現の強弱が異なる分子を
探索し、多重免疫染色とレポーター染色を組
み合わせて PC 集団を認識し、その配置の変
化を三次元的に解析した。一方、神経投射パ
タンと小脳区画との関連づけの解析のため
には、従来からのトレーサーによる方法の他、
特定の登上線維、苔状線維、PC にマーカー
分子が発現することを利用した免疫染色法
を行うことで特定の集団の軸索を標識し、PC
集団との関係を解析した。 

(2) 区画標識分子の探索：PC およびそれと
部位対応的に軸索投射で連絡を作る小脳核
細胞と下オリーブ核細胞の区画化した細胞
集団を標識するマーカー分子が存在するが、
それら多種類見付かると非常に有用である
ので、論文や Allen Brain Atlas から探索を
続け、その発現を免疫染色によって確認した。
これまでに、見出した分子は FoxP2、PLCβ
4、EphA4、Pcdh10、RORα、Corl2 などで
あった。これらの分子は、PC 集団ごとに部
位対応的軸索投射パタンが形成されるメカ
ニズムを担っている可能性もあり、どの集団
にどの分子が発現しているかを同定した。 

(3) 遺伝子改変動物としては主に現有の 2
系統のマウスを使用した（IP3R1 プロモータ
ーの下に lac-Z 遺伝子が導入され、E15.5 か
ら P13 まで複数の PC 集団が縦縞状に lac-Z
で標識されている 1NM13 トランスジェニッ
クマウスと、アルドラーゼ C 遺伝子に蛍光タ
ンパク遺伝子がノックインされ、P12 以降で
成獣の縦縞状コンパートメントが可視化さ
れた Aldoc-Venus マウス）。これらの繁殖を
続け、ヘテロの個体を本研究で用いた。その
ほかに、上記の PC 集団や下オリーブ核ニュ
ーロン集団に特異的発現する分子の遺伝子
改変を利用して、そこにレポーター遺伝子や
Cre タンパク遺伝子が発現するマウスの入手
を試みた。中でも、Pcdh10 発現細胞が lac-Z
によって標識された OL-KO ノックインマウ
スの提供を受け、繁殖して利用している。そ
のほか、現在、下オリーブ核内の Dorsal Cap
と呼ばれる小脳片葉に投射する部位にのみ
Cre が発現するマウスの入手を交渉中である。 

(4) 組織学的方法：遺伝子改変マウスのヘ
テロの個体（胎仔・幼若個体）を用いる。マ
ウス胎仔はプラグの観察から胎生日数を得、
各胎生日齢において摘出した。各日齢の生後
幼若マウス・胎仔マウスを経心的に灌流固定
し、脳を摘出した。分子・遺伝子の発現パタ
ンの空間的分布を系統的に解析するため、
whole-mount 標本と連続切片の 2 種の標本
を作製する。全 PC と PC 集団とを標識する

ため、多重免疫染色および、lac-Z 等のレポ
ーター分子発現を可視化する酵素化学反応
を行った。whole-mount 標本の場合、実体顕
微鏡下に、小脳を脳幹からきれいに摘出し、
免疫染色等の可視化反応の後、マクロズーム
顕微鏡（現有のオリンパス MVX10）を用い
て各方向からの観察・撮影（可視光線・落射
蛍光）を行った。連続切片標本作製のために
は、脳をゼラチンに包埋し、ミクロトームに
より連続切片(40 µm)を切り、順序を保った
まま、免疫染色反応等を行った。免疫染色等
の可視化反応の後、蛍光顕微鏡上にて、デジ
タルカメラによって撮影した。 

(5) PC 集団分布の三次元的マッピング：上
記の連続切片における分子発現の画像から
標識された PC 集団（すなわち小脳の区画）
を三次元的にマッピングした。具体的には、
まず連続切片のそれぞれにおいて、Adobe 
Illustrator により二次元的に小脳の輪郭と
個々の認識された PC 集団（クラスター）の
輪郭を書き写し、次にそのデータを、三次元
ソフトウエアに移すことにより、三次元的に
PC 集団の分布を再構築するという手順をと
った。このシステムは研究室で開発済みであ
り、すでにこのシステムを用いた三次元マッ
ピングは、これまでのラットやマーモセット
成獣での小脳の構築の解析に利用していた
が（Fujita et al., 2010）、それをさらに改良
した。三次元的マッピングの結果は、
whole-mount 標本の所見とも照らし合わせ
た。別の有効なマッピング法は、連続切片に
おいて、特定の小葉の前または後部分の PC
層部分をソフト上で細長く切り出し前後に
ずらしながら並べていく方法であり、「Serial 
section alignment analysis (SSAA)」と呼ん
でいるものを開発・改良した。この方法は、
単層構造になりつつある P1 以降の PC 集団
を同定するのには、非常に有効であった。 

(6) E17.5 から成獣までの小脳区画構造の
発達・再編成過程の解析を行う。上記の方法
により、発達の進む方向に関して E17.5、
E18.5、P0、P1、P3、P6、P13、において行
う。各日齢での PC 集団をレポーター分子発
現により同定し、PC 集団の配置がどのよう
に変化し、最終的に成獣の縦縞区画を形成し
ていくのかを系統的に調べた。分子によって
は、日齢の経過に伴って発現パタンが変わっ
ていくが、数種類以上の分子発現を組み合わ
せて調べていくので、同定された PC 集団を
追跡していくことが可能であった。P1 以降
は、PC 集団の層的な分布がはっきりしてき
て、しかもその層が多細胞の厚さから、単一
細胞の厚さに薄くなっていく。すると、1 枚
の切片の上では免疫染色やレポーター分子
発現パタンから PC の集団を同定するのが困
難になる。そこで上記の SSAA により、同一
の分子発現（染色や蛍光の強さ）を示す PC
集団を同定した。P13 以降は、われわれが長
年使用してきているアルドラーゼ C も良く
発現することから、胎仔期からの PC 集団を



成獣のアルドラーゼ C 発現の縦縞に正確に
関連づけることができた。 

(7) E17.5以前のPCのクラスター化による
小脳区画構造の形成過程を解析する。E17.5
から E16.5、E15.5、E14.5、と１日齢ずつ遡
り、上記の方法で PC 集団の作る区画が形成
され発達していく様子を詳細に解析した。ま
た、胎生期の小脳区画構造の入出力神経投射
の形成に対する寄与の解析のためには、基本
的には、解析のしやすい成獣マウスを用いた。
従来からわれわれの特異とするトレーサー
注入による方法では、蛍光トレーサーを用い、
アルドラーゼ C 発現の縞が蛍光で可視化さ
れた Aldoc-Venus マウスを用いて、効率化を
図った。その他、HSP25 など、特定の登上
線維、苔状線維、PC にマーカー分子が発現
することを利用した免疫染色法を行った。 
 (8) また、Aldoc-Venus マウスにおいて、
成獣マウスの Aldolase C (Zebrin)の発現パ
タンを、冠状断および水平断の連続切片にお
ける小脳皮質分子層のSSAA解析から再構築
する。 
 (9) ヒヨコにおいて、Aldolase C (Zebrin)
の免疫染色と組み合わせて、下オリーブ小脳
投射の順行性・逆行性標識を組み合わせ、小
脳の縦縞状区画構造と下オリーブ小脳投射
のトポグラフィーとを関連づけた。これまで
のわれわれのラット・マウス・マーモセット
における投射解析と組み合わせ、ヒヨコ（ト
リ）の小脳構築と哺乳動物の小脳構築とで、
何が本質的な違いなのかを明らかにした。こ
れは、マウスでの小脳区画構造の発達を観察
するという本研究の主要テーマに関しての
基礎的なデータを提供する基礎研究となっ
ている。 
 (10) ラット・マウスでの小脳入力線維の単
一軸索再構築を続けた。これは、われわれが
ここ 10 年以上継続的に取り組んでいる手法
である。これによる解析も本研究の主要テー
マに関しての基礎研究となっている。 
 
４．研究成果 
 (1) OL-KO ノックインマウスを用いた、PC
クラスター発達過程の解析。小脳が多彩な機
能を持つために重要な小脳の区画構造が、ど
のように形成されるのかを明らかにするた
め、われわれのこれまでの区画構造の形成過
程の研究をさらに発展させ、胎生期の区画が
成熟期の区画にいかに再編成されるか、PC
が生まれてからどのようにして区画ごとの
集団に分かれるのか、そして、胎生期の区画
がどのように部位対応的軸索投射の形成に
寄与するかという重要な問題を、主として遺
伝子改変マウスを利用した形態学的手法に
よって解明していくことが本研究の目的で
ある。既に入手済みの OL-KO ノックインマ
ウスに関し、27 年度は、胎児期小脳の PC 集
団の形成、変形課程の精密な解析を継続した。
このマウスでは、プロトカドヘリン 10 分子
(Pcdh10)を発現する特定の PC 集団が、レポ

ータータンパクベータガラクトシダーゼを
発現することで、固定標本における発色反応
で青色に発色するので容易に追跡すること
ができる。胎生期 13.5 日から 17.5 日まで、
Pcdh10 分子陽性集団が齢が経過すると共に
次第に、位置、場所、形を変えていく様子を、
連続切片からの三次元的再構築により明ら
かにすることができたので、さらに、胎生期
14.5 日における、PC 亜集団の空間的配置パ
タンの全貌を、Pcdh10 とそれ以外の各種マ
ーカー分子の免疫染色の組み合わせによっ
て明らかにした。これらの結果を合わせて、
現在、発表準備中である。 
 (2) 発達の結果できあがる小脳の縦縞に関
して、小脳の区画構造が蛍光タンパク発現に
よって可視化されたAldoc-Venusマウスを用
いて、マウス小脳全体の区画構築の詳細を解
明した。その中で、これまで明らかにされて
いなかった片葉において、アルドラーゼ陰性
の縦縞を発見した。さらに、小脳以外の網膜、
脳のアストログリア細胞、後根神経節のグリ
ア細胞等の発現も同定した。以上のように、
Aldoc-Venus マウスを小脳区画可視化モデル
マウスとして使用していくための基礎的デ
ータを発表した（下の発表雑誌論文#3）。 

(3) 発達の結果できあがるマウス小脳の縦
縞に関して、比較解剖学的な意義を確認して
おくため、哺乳類以外の動物で良く発達した
小脳を持つ動物としてトリに注目し、ヒヨコ
の小脳に関して、系統的な解析を従来から行
っていたが、本研究の期間にその成果を 2 編
の論文として発表した。まず、小脳の構築に
とって基本的な要素である、下オリーブ核か
ら小脳の PC に投射する登上線維軸索に関し
て、その投射の基本構築を明らかにした（下
の発表雑誌論文#7）。さらに、その成果に基
づいてトリの小脳の構築を解明した。これを、
以前に明らかにしたラット・マウス・マーモ
セット等の哺乳類の小脳の区画構造と比較
した。その結果、哺乳類小脳において、第
VI-VII 小葉において、側方向に小脳が大きく
拡張して、「第 I 脚」と呼ばれる半球部に大き
く飛び出した小葉を形成しているというパ
タンは、哺乳類に特有の物であることが判明
した。また、第 VI-VII 小葉と第 I 脚をはさん
で、前後で投射軸索の枝分かれが見られる構
造も哺乳類に特有の物であることが判明し
た（発表雑誌論文#1）。このようにして、哺
乳類小脳の構築の発達過程を検討する上で
の基礎的なデータを確保した。 

(4) 小脳での単一軸索の形態解析は、われ
われが従来から行っている解析手法である
が、この手法を用いて、苔状線維にも登上線
維にも属さない形態をもち、主として小脳核
に入力する入力線維が、延髄吻背側正中部か
ら小脳に投射することを発見し発表した（発
表雑誌論文#4）。 

(5) 以上の本研究における研究成果の学術
的な意義としては、以下のものがあげられる。
本研究は、小脳を神経発生のモデルとして扱



うのではなく、小脳の機能的な構造を理解す
るための研究であり、常に小脳の全体を見て、
全体の構築を把握しようとしている。その結
果、小脳の全体をカバーする系統的・包括的
な息の長いデータを発表してきている。本研
究の結果は、形成過程の理解をシステムと機
能の理解に結びつけることができるものに
なると期待される。 
例えば小脳中間部では体性感覚応答がは

っきりしている縦縞は前後に分かれている。
これは、元もと前後が一体だったものが、発
達の過程で小脳表層に存在した別の区画が
割り込んできて前後に分けられたと考えら
れる（発表雑誌論文#10）。小脳の体部位局在
は、前と後の縦縞に分かれ、鏡像関係のよう
になっているが、始め一体だった PC 集団が
発達の過程で前後に分かれたということが
強く示唆される。このように、縦縞の発達過
程を知ることで小脳の構築、特に、機能局在
に関する理解を進めるうえで有用なデータ
が得られた(発表雑誌論文#10)。 
また、小脳の発達において、クラスター構

造が、部位対応的な神経投射の形成に重要で
あるということが本研究より示唆される。細
胞接着分子などがどのような組み合わせに
発現して小脳の精緻な部位対応的投射パタ
ンを形成するかという個別の分子の機能の
理解が次の課題である。 
小脳再生医療に対する示唆としては、培養

条件下にて作製できる PC が正しい神経連絡
を作るためにどのような分子発現プロフィ
ールを持つべきかということが重要である
ことが本研究から示唆される。本研究によっ
て正常な PC の分子発現的多様性とその発達
様式を明らかになったことは、将来的に小脳
再生医療をめざす際に、基礎的なデータとし
て重要となる。  
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