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研究成果の概要（和文）：哺乳類大脳皮質神経細胞は脳室帯(VZ)に直接由来するものと、脳室下帯(SVZ)での二
次的な分裂を経て産生されるものがある。前者はSVZ下部に集積して多極性細胞の形態をとり、約24時間停留し
た後に、脳の内側へと軸索を伸ばし、やがて脳梁の線維となる。SVZでさらに分裂する集団は前者のような集積
は形成せず、SVZ内に広く分散する。本研究課題ではこれら２つの集団は異なる線維連絡を確立する可能性を考
え、両者の産生バランスに関わる遺伝子の候補を得た。その内の１つは強制発現させるとSVZ分裂細胞の増加が
観察され、その内在性タンパク質はSVZ分裂細胞そのものに発現することが示された。

研究成果の概要（英文）：In mammals, the cortical neurons are produced either directly from the 
neural stem cells in the VZ or secondary proliferative cells in the SVZ. We have previously reported
 that these two populations undergo distinct migratory behaviors in the late cortical plate 
development. The former accumulated in the lower SVZ, and then extended callosal axons medially. On 
the other hand, the latter did not accumulate as seen in the former, but spread widely in the SVZ. 
In this research project, we hypothesized that these two populations establish distinct axonal 
connectivity, especially regarding callosal axons. We identified a key gene regulating the 
production of SVZ-proliferative cells. Overexpression of this molecule enhanced the production of 
SVZ-proliferative cells. Immunohistochemical analysis revealed that it was expressed in the 
SVZ-proliferative cells themselves. The further observations how the overexpression of this molecule
 alter the neural networks are needed.
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類大脳皮質神経細胞は脳室帯(VZ)ある
いは脳室下帯(SVZ)で誕生し、脳表面側へと
移動する。我々は、皮質形成後期過程におい
て 、VZ で最終分裂を終えた皮質神経細胞は、
多極性細胞の形態をとって SVZ 下部に約 24
時間留まり、その後、双極性細胞へと変化し
て皮質板(CP)へと侵入することを観察した。
多極性細胞が留まるSVZ下部を多極性細胞蓄
積帯(MAZ)と呼ぶ。一方、VZ 離脱後もさらに
分裂する集団は、MAZ に特異的に留まること
なく中間帯(IZ)に広く分布することを観察
し報告した。前者の集団を SEP (slowly 
exiting population)、後者を REP (rapidly 
exiting population)と呼ぶ。SEP は MAZ から
移動を再開する時期に軸索を内側へと伸ば
し、この場所に脳梁の線維を作る。このこと
から、SEP と REP はそれぞれ異なる線維連絡
を持つ神経細胞へと分化する可能性が考え
られた。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、SEP と REP を区別してラベ
ルし、その線維連絡を特に脳梁線維と連合線
維との違いに注目して観察すること、さらに
はSEPが脳梁線維を形成する分子機構を解明
し、これが REP でも機能して脳梁線維形成に
加わるのか、あるいは REP はこうした分子機
構を持たず、連合線維等、別の線維連絡を形
成する分子機構を有するのかを明らかにす
ることを目的として研究を開始した。SEP と
REP を区別してラベルする方法を検討したが、
これらを完全に区別して系譜解析すること
は困難であった。そこで、SEP と REP の産生
比を調節する分子の同定を試み、これを操作
した際にどのような線維連絡を持つ神経細
胞が増加、減少するのかを検討することとし
た。 
 
３．研究の方法 
我々は、発生過程マウス大脳皮質においては
REP/SEP の産生比は脳外側では高く、内側で
は低いことを観察していた。これはマウスの
領野によって、これらの産生比が厳密にコン
トロールされていることを示す。その分子実
体を解明するため、両者の発現プロファイル
の違いを比較検討した。具体的には GFP 発現
ベクターを外側、および内側皮質 VZ に子宮
内電気穿孔法により導入し、18 時間後（REP
と SEPが分かれる時期）に細胞を分散し、FACS
により GFP 陽性細胞を採取した。このサンプ
ルからマイクロアレイによりトランスクリ
プトーム解析を行い、内側、または外側に偏
って発現する分子を同定した。候補となった
分子はさらに in situ hybridization 法によ
り内側—外側の発現勾配が確認されるものを
選択した。これらの候補分子はさらに発現ベ
クターを作り、子宮内電気穿孔法により、機
能解析を行い、REP/SEP 産生比に変化が生じ
るものをさらに選択した。 

 
４．研究成果 
進化過程において、ヒトは巨大脳を獲得した
が、その主要な要因は SVZ 分裂細胞の圧倒的
な増加であり、これにより単位 VZ 面積当た
りの神経細胞産生の飛躍的増加を可能にし
ている。本研究課題の REP とはまさに SVZ 分
裂細胞であることから、候補分子と進化との
関連が注目される。上記スクリーニングで in 
situ hybridization により内側—外側に発現
勾配が認められた遺伝子は 38 種あり、これ
らの進化解析を慶應義塾大学理工学部の榊
原教授との共同研究によりゲノム科学的に
進めた。ほ乳類全般と霊長類内での淘汰圧を
比較したところ、霊長類において Megf11 と
Dmrt3 が正の選択を受け、Ntrk2, Pmp22, Jag1
が負の選択（よりアミノ酸配列が保存される
方向の選択）を受けたことが示された
(Frontiers in Neuroanatomy, Tabata et al.)。
特に Jag1 は Notch 受容体の直接のリガンド
であり、Megf11 は Notch 受容体と相互作用す
ることが示されており、霊長類脳進化と
Notch シグナルとの関連が示唆される。38 個
の候補遺伝子のうち発生学的重要と考えら
れる 10 個に関してはさらに発現ベクターを
作成し、これを子宮内電気穿孔法により導入
し、REP 産生能への影響を解析した。その結
果、２つは REP 産生を負に、1 つは正に制御
する因子であることが示された。正に制御す
る因子は Jag1 であり、これを強制発現させ
ると VZ からの離脱が促進され、SVZ に移動し
た導入細胞において、分裂細胞のマーカーで
ある Sox2 の陽性率が対照群と比較して有意
に増加していた。SVZ には１回だけ分裂して
２つの神経細胞を生み出す secondary 
proliferative cell と、長い上行性突起を保
持したまま SVZ に移行し、上下に非対称分裂
して、この突起を受け継いだものはさらに同
様の分裂を繰り返しながら、神経細胞を産生
する basal radial glia (bRG)あるいは outer 
SVZ radial glia-like (oRG)と呼ばれる神経
幹細胞が存在する。霊長類では後者のタイプ
の神経幹細胞が SVZ 内に増加しており、これ
により SVZ が肥大化し、巨大能獲得につなが
ったと考えられている。本来、マウス胎仔脳
の SVZ 分 裂 は ほ と ん ど が secondary 
proliferative cell であるが、Jag1 を強制
発現させた場合のタイムラプス観察では、
bRG として非対称分裂を起こす神経幹細胞が
頻繁に認められた。Jag1 は、細胞膜に固定さ
れた分子であることから、抗体染色において
は、Jag1 陽性細胞の輪郭が可視化され、細胞
形態を観察することができる。マウスにおけ
る抗体染色の結果、Jag1 陽性細胞は VZ 内に
おいてはスクリーニングの戦略と一致して、
内側-外側の発現勾配が確認され、SVZ 内では
まばらに陽性細胞が観察された。SVZ 陽性細
胞には長い上行性突起を持つbRGの特徴的な
単極性形態が観察され、またこれらは神経幹
細胞のマーカーである Pax6 に陽性であり、



Jag1はbRGそのものに発現していることが確
認された。興味深いことに、皮質外側端から
伸びる pallial-subpallial boundary (PSB)
においては、特に強い発現が観察され、この
部位においては Jag1 陽性細胞から伸びる突
起が帯状に束になって存在していた。マウス
の大脳皮質は外側においては側脳室に面し
ない部分にまで張り出しており、これらの皮
質神経細胞はSVZでの分裂により補われてお
り、マウスの PSB は霊長類の SVZ に類似の構
造であると考えられる。次に同じ抗体により
霊長類胎仔脳での発現を検討した。サンプル
としては新世界猿の一種であるマーモセッ
トの胎生 91 日目の切片を用いた。この時期
は皮質神経細胞産生の後期であり、マウスの
胎生 16 日目付近に相当する。この時期に霊
長類胎仔では SVZ が著しく発達し、SVZ 内に
は高密度に bRG が存在する。Jag1 の染色はマ
ウスとは異なり、VZ 内には内側-外側の発現
勾配は認められず、また SVZ 内にはマウスよ
りも密に強い発現が観察された。SVZ 内では
マウスと同様に陽性細胞の上行性突起がラ
ベルされ、これらの細胞は Pax6 陽性であっ
た。従って、霊長類においても Jag1 は bRG
そのものに発現することが示された。bRG は
霊長類では高密度に、マウスではまばらに存
在することが知られるが、他のほ乳類ではそ
の中間的な組織像が観察される。そのような
例としてフェレットの生後６日目（皮質形成
後期）の脳切片に関しても観察したところ、
Jag1 陽性細胞は、陰性の領域に隔てられなが
ら放射方向に束を形成しており、やはりこれ
らは Pax6 陽性であった。Jag1 は細胞膜に固
定された Notch 受容体のリガンドであり、隣
接した細胞に対してシグナルを伝えると考
えられる。霊長類胎仔では bRG が密集するこ
とにより互いに Jag1 シグナルを出し合い、
さらに未分化性を維持して増幅し、さらに
Jag1 のシグナルを受けやすい状態になって
いくと考えられる。フェレットは束状に集ま
ることで互いに Jag1 シグナルを受けやすく
なっている。一方、マウスにおいてはまばら
にしか bRG が存在せず、Jag1 陽性細胞が増幅
できずに早期に分化過程に入るものと思わ
れる。このような種間の比較を通じて、我々
は Jag1 の発現強度が霊長類ではマウスより
も非常に高いことに気付いた。そこで、ヒト
およびマウスの BAC クローンから Jag1 の転
写開始点上流および下流 5kbp の領域を単離
し、Jag1 開始コドンの部分から Luciferase
遺伝子に置き換えたコンストラクトを作成
し、これを子宮内電気穿孔法によりマウス胎
仔脳へ導入してその転写活性を測定した。そ
の結果、確かにヒトとマウスではヒトの配列
の方が転写活性が高いことが示された。この
ような違いにより、霊長類では Jag1 は SVZ
においても高い発現が維持され、Notch シグ
ナルを互いに受けやすい状況が作られ、さら
に bRGが増加して SVZが肥大化すると考えら
れた。 

 線維連絡形成との関連では、ヒトでは同一
半球内を結ぶ連合線維が著しく発達してお
り、bRG の増加と対応しているように見える。
bRG(REP)が主に連合線維を形成し、SEP が主
に脳梁軸索を形成するという仮説が正しい
かを検証する一つの方法として、今回見つか
った Jag1 の強制発現により bRG(REP)を増加
させ、線維連絡が連合線維形成に偏るかを見
ることが考えられる。しかし、マウスに子宮
内電気穿孔法により Jag1 発現ベクターを導
入しても、SVZ 内での導入細胞の密度は低く、
SVZ に侵入すると、早期に分化過程に入って
しまうことが問題であった。現在、ヒト転写
調節領域の制御下で Jag1 cDNA を発現するト
ランスジェニックマウスの解析を進めてお
り、このマウスで REP 相当細胞が増加し、SVZ
が肥大化するか、脳梁線維／連合線維の形成
は変化するのかを今後さらに確認する必要
がある。また、REP 特異的な細胞系譜解析法
もゲノム編集の応用により開発を進めてお
り、これらのツール開発の完成が、最終的に
REP/SEP の線維連絡の特異性の解明に必要で
ある。 
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