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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。この側枝形成を制御する分子機構を明らかとするべく、我々
は、これまでにスクリーニングで得た側枝形成に関与する候補受容体とそのリガンドについて解析を進めた。す
ると、それら分子が皮質と橋核それぞれで相補的に発現し、その発現パターンが軸索側枝の投射領域の調節に関
与する事が明らかとなった。さらに、脳傷害時の代償機構を担う側枝形成に関しても共通の受容体が関与するこ
とを示した。このことは、側枝形成現象の共通分子基盤の解明や、神経機能回復への応用などを考える上で、大
変意義深い。

研究成果の概要（英文）：Corticospinal tract, which is the major subcortical output from the 
neocortex, extends the axon collaterals from the main shaft to several nuclei, enabling coordination
 of neural activity. In order to clarify the molecular mechanism controlling the formation of axon 
collaterals, we screened and analyzed candidate receptors and their ligands which are involved in 
axon collateral formation. We found that one of the candidate receptors (receptor #13) and its 
ligand were complementarily expressed in the cortex and the pontine nucleus, and their expression 
pattern determined the projection area of the axon collateral branches. Furthermore, receptor #13 
was also involved in collateral branch formation that plays a compensatory mechanism during brain 
injury. These results are of great significance to elucidate the common molecular basis that 
underlies axon collateralization and to subsequently apply in recovery of neural function.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 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。その軸索は脳発
生に伴って大脳皮質第V層の神経細胞から伸
長し、内包を通り、脊髄へと投射する。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
枝の退縮を経て神経回路が完成する
(O'Leary and Terashima, Neuron, 1988)。
このような軸索側枝を介する神経回路は脳
機能の調節や修飾を行うことで神経活動の
協調性を実現し、脳の高次機能に重要な役割
を担っている。また、側枝形成は傷害を受け
た脳領域への代償機構としても重要な役割
を担っており、傷害によって片側の回路が途
切れてしまった時に、健常側から軸索側枝が
伸び、やがて、傷害領域を代償するように働
くことが知られている。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 (O'Leary and Stanfield, 
Brain Res.,1985)、その形態学的・解剖学的
な理解は進んでいるが、実際の脳内における
側枝形成制御を担う分子実態についてはほ
とんど分かっていない。 
 脳内において軸索側枝形成機構は明らか
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。研究分担者の佐藤らは、
皮質脊髄路の側枝形成を研究する過程で、コ
ラーゲンゲル内で大脳皮質と橋核組織片を
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
されることを見いだした（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
成を制御する分子が橋組織に発現している
ことを示している。 
 我々はこれまでに、側枝形成に関与するリ
ガンドの探索を行い、側枝形成時期の橋核で
強く発現する分子をアレイ解析から得てい
る。これに加え、文献データより同様に橋核
で発現の高い分子、および、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、対応する受容体のうち皮質脊髄路神
経細胞で発現の高い１０１の受容体を、側枝
形成制御に関わる受容体候補分子として選
出した。候補受容体それぞれに対して 5種類
のノックダウンベクターを同時に導入する、
網羅的なノックダウンスクリーニングを実
行した結果、これまでに、KD によって側枝形
成が阻害された１０受容体、促進された４受
容体を得ている。 
 

２．研究の目的 
 
 大脳から脊髄へと長い軸索を伸ばす皮質
脊髄路はその途中で複数の神経核に「軸索側
枝」を伸ばす。「軸索側枝」は脊髄への出力
と同時に複数の神経核に信号を送ることで、
脳全体としての神経活動の協調性を実現し、
一方で、神経傷害時に傷害領域を越えて伸び
ることで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を制
御する分子およびシグナル機構はほとんど
分かっていない。 
 本研究は、ヒトで高度に進化し、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」をモデルにその制御分子基盤を解き明
することを目的する。我々がこれまでに見出
している軸索側枝形成に関与する候補受容
体、及びそのリガンドの役割を生体脳におい
て解析し、皮質脊髄路発達期の軸索側枝の形
成制御機構、さらには神経障害に対する代償
機構としての軸索側枝形成機構の解明に取
り組む。 
 
３．研究の方法 
 
（１）受容体候補分子の KO マウス脳組織に
おける皮質脊髄路軸索側枝への影響の検証 
  
 我々はこれまでに、側枝形成への関与が示
唆される 101 の受容体候補分子を得て、網羅
的なノックダウンスクリーニングを実行し
た結果、側枝形成が阻害された 10 受容体 、
促進された 4受容体を得ている。そこで、こ
れら受容体遺伝子の KO マウスを作成し、若
しくはその脳組織を取り寄せ、阻害・促進効
果を検証する。具体的には KO マウス大脳皮
質に、DiI トレーサーを入れ、皮質脊髄路を
ラベルした後、矢状断切片を観察し、WTマウ
スと比較する。  
 
（２）受容体候補およびリガンドの脳内分布
の詳細な解析 
 
 皮質脊髄路への関与が検証された受容体
に対して、in situ hybridization 法、免疫
組織染色法によりその脳内分布と細胞内（軸
索内）分布、を詳細に調べる。また、リガン
ドが既知の場合はリガンドの局在も同様に
調べる。これら受容体とリガンドの発現が脳
発達にともない、また、軸索側枝形成の開始
時期前後にどのように変化するかを明らか
にする。 
 
（３）側枝形成に関与する受容体とリガンド
の機能発現機構を解析する 
 
 皮質脊髄路への関与が検証された受容体、
およびそのリガンド（結合分子）をクローニ
ングし、皮質脊髄路神経細胞、橋核にそれぞ
れ発現させ、側枝形成に対する影響を調べる。



橋核への遺伝子導入は胎生 12.5 日の菱脳唇
尾側への子宮内電気穿孔法によって確立し
ている。  
 
（４）神経傷害に対する代償機構としての軸
索側枝形成との分子共通生についての検証 
 
 （１）〜（３）の実験を通して得られた皮
質脊髄路軸索形成に関与する受容体につい
て、神経障害に対する代償機構としての軸索
側枝形成に関与するかを調べる。受容体 KO
マウスで片側脳傷害マウスを作成し、脊髄で
健常側から傷害側へと伸びる側枝の様子を
トレーサーによって可視化し、WT と比較する
ことで評価する。 
 
４．研究成果 
 
（１）受容体候補分子の KO マウス脳組織に
おける皮質脊髄路軸索側枝への影響の検証 
 
 我々がこれまでに、皮質脊髄路起始細胞で
の網羅的ノックダウン実験から見出した、側
枝形成への関与が示唆される候補受容体に
ついて、KO マウスの脳組織を用いて、軸索側
枝への影響を検証した。国内外の研究施設よ
り得た候補受容体の KO マウス、または固定
脳組織に加えて、3 候補受容体に対して
CRISPR/Cas9技術を利用してKOマウスを作製
した。各 KOマウスについて、DiI トレーサー
を大脳皮質運動野に入れ、皮質脊髄路をラベ
ルし、橋核への軸索側枝を観察した。すると、
その中で、KDによって側枝伸長促進効果がみ
られた候補受容体 #13 は、KO マウスにおい
ても同様に側枝伸長が促進され、その投射パ
ターンに乱れを生じていた。 
 
（２）受容体候補およびリガンドの脳内分布
の詳細な解析 
  
 候補受容体 #13 と既知のリガンドについ
て、脳内分布の詳細な解析を行った。in situ 
hybridization 法にて脳内発現分布を調べる
と、興味深いことに、これら受容体とリガン
ドは共に、大脳皮質・橋核・小脳で発現して
おり、相補的な発現パターンを示した。また、
橋核では、吻側に受容体 #13 を発現する細胞
群が、尾側にリガンドを発現する細胞群が位
置していたが、受容体 #13 KO マウスではリ
ガンドを発現する細胞群が吻側にも配置し
ていた。#13 とそのリガンドは結合すること
で互いに反発するシグナルを伝達すること
が知られている。このことは、その発生にお
いて菱脳唇より腹側へと移動する橋核神経
細胞群の吻尾方向の細胞配置にこれら分子
の発現が関与し、その相補的配置によって、
橋核への側枝の投射領域が制御されている
可能性を示している。 
 さらに、候補受容体 #13 とそのリガンドに
ついて、皮質脊髄路側枝形成領域での局在を

調べる為、タグを付加した発現ベクターを皮
質脊髄路神経細胞に導入し、側枝形成途中で
ある生後 2日目で組織免疫染色を行った。そ
の結果、受容体 #13、リガンド共に皮質脊髄
路軸索に局在が見られ、分岐した軸索側枝に
も局在することを確認した。 
 
（３）側枝形成に関与する受容体とリガンド
の機能発現機構を解析する 
 
 側枝形成に関与する受容体 #13 とリガン
ドそれぞれを、皮質脊髄路起始細胞でKDし、
橋核への軸索形成について詳細に調べた。い
ずれの KD においても、軸索側枝伸長が促進
され、反発性シグナルを引き起こすことが予
測されるお互いの発現している橋核領域へ
側枝が進入している様子が観察された。逆に、
受容体の皮質脊髄路での過剰発現はリガン
ドが発現する橋核尾側領域への軸索側枝の
伸長が阻害され、また、リガンドの橋核での
過剰発現は、大脳皮質受容体発現領域の起始
細胞に由来する主軸索から橋核尾側領域へ
伸びる側枝形成を阻害した。 
 以上の結果および、これら分子の脳内発現
分布のデータをふまえると、大脳皮質や橋核
でこれら分子を発現する細胞群が適切に配
置することによって、大脳皮質の領野とそれ
に対応する橋核内領域との軸索側枝による
トポグラフィックな投射領域調節が行われ
ていると考えられる。 
 
（４）神経傷害に対する代償機構としての軸
索側枝形成との分子共通生についての検証 
 
 皮質脊髄路傷害時の代償機構としての軸
索側枝形成について、本研究で得られた、KO
マウスで側枝伸長促進が見られた受容体 
#13 の関与を調べた。受容体 #13 KO マウス
で大脳皮質吸引による片側運動野傷害モデ
ルを作成し、Biotinylated Dextran Amines 
(BDA) を健常側大脳皮質運動野に注入する
ことで皮質脊髄路をトレースし、4 週後に脊
髄切片を作成し、正中を越えて傷害側へと伸
びる側枝の数を WT と比較した。すると、受
容体 #13 KO マウスの頸髄において正中を越
えて伸びる側枝の数が増加する傾向が見ら
れた。このことより、神経傷害に対する代償
機構としての軸索側枝形成にも受容体 #13
が関与していることが示唆された。  
 
 本研究を通して、これまで不明であった側
枝形成に関与する受容体及びそのリガンド
を同定し、これらの分子の発現パターンが側
枝の投射領域の調節に関与する事を明らか
に出来た。さらに、脳傷害時の代償機構を担
う側枝形成に関しても共通の受容体が関与
することを示した。以上の結果は、側枝形成
現象の共通分子基盤の理解や、神経機能回復
への応用などを考える上で、大変意義深い。 
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