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概 要 大脳からの主要な出力路である皮質脊髄路は、大脳皮質第 5 層に起始細胞を持ち、

その主軸索から上丘や橋核などに軸索側枝を伸ばす。軸索側枝は神経活動の協調性を担う重要な機構と

いわれているが、その形成を制御する分子実態については多くが不明である。我々は現在までに、側枝

形成が始まる時期にその標的脳領域で発現の高い側枝誘導因子の候補分子を得ているが、側枝形成領域

軸索内では微小管を中心とした細胞骨格の再編成が起きていることから、候補分子が細胞骨格制御を介

して側枝形成に関与すると考えた。そこで、微小管伸長端結合因子である EB3-EGFP を発現するベク

ターを作成し、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の動態をリアルタイムに観察す

る系を立ち上げた。また、脳で発現しており、微小管切断活性を持つ spastin について解析したところ、

培養細胞で、微小管の形成を阻害することが示された。今後、候補因子による微小管の切断や伸長を評

価し、微小管制御因子との関係を調べ、軸索側枝形成の制御機構を生体内で明らかにしていきたい。
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大脳からの主要な出力路である皮質脊髄路(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。その主軸索からは、

上丘、橋核、下オリーブ核などの複数の神経核に

「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担う重要な機構

であり、その形態学的・解剖学的な理解が進んで

いる。しかし、過去の報告より、側枝伸長の標的

である神経核より何らかの誘導因子が出ているこ

とが示唆されてはいるが、実際の脳内で側枝形成

が誘導される分子実態については多くが不明であ

る。 本研究の目的は、「軸索側枝の形成や退縮・

再編成の制御機構を細胞骨格に着目し、分子レベ

ルで明らかにする」ことである。我々は、現在ま

でに、皮質脊髄路軸索に作用する側枝誘導因子を

探索する目的で、側枝形成が誘導される脳領域の

遺伝子発現プロファイルをマイクロアレイを用い

て解析した。そして、側枝形成開始時期の側枝標

的脳領域で発現の高い候補分子を同定している。

本研究では、軸索内での細胞骨格の動態変化と細

胞骨格制御分子の解析手法を確立し、候補分子に

よる軸索側枝形成時の細胞骨格の制御機構を明ら

かにすることで、脳神経の協調的な働きを担う側

枝形成現象の分子実体の解明を目指す。側枝形成

は通常の脳発生のみでなく、傷害を受けた脳領域

への代償機構においても重要な役割を担っており、

側枝形成の分子基盤が明らかになれば、物理的傷

害や梗塞などによって失われた神経機能の回復の

手段に応用できると期待される。

1. EB3-EGFP を用いた微小管の動態観察法

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.

(2012) PLoS ONE )。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、今回

新たに、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。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 層の細胞に導入し、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（図 1）。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
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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

評価することが出来る。

2. 微小管制御因子のクローニングと機能解析

培養神経細胞の側枝形成領域（枝分かれ部分）

を電子顕微鏡で見ると、軸索側枝が出芽した後、

側枝内には短い微小管が数本進入した様子が観察

される。これは、主軸索内部の微小管の切断によ

って伸長端であるプラス末端が出来、側枝内へと

微小管が進入していったと考えられる。我々は、

実際の脳内において軸索外側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、微小管制御

因子の中で、神経細胞で発現しており、微小管の

切断への関与が知られている spastin をクローニ

ングした。Cos7 細胞に発現させて、微小管への影

響を調べたところ、spastin は顕著に微小管の構築

を阻害することが分かった。今後、大脳皮質 5 層

神経細胞で過剰発現、若しくはノックダウンを行

い上述のEB3-EGFP等を利用して側枝形成への関

与を調べる予定である。また、候補因子による微

小管の切断や伸長を同様に評価することで、候補

因子と微小管制御因子の相関関係を調べ、軸索側

枝の形成や退縮・再編成の制御機構を生体内で明

らかにしていく。

現在、本研究とは別に共同研究者の尾身が側枝

形成因子に対する受容体候補分子を選定し、受容

体候補遺伝子を大脳皮質 5 層神経細胞で阻害した

時の側枝形成への影響を解析しており、本研究と

のシナジー効果を得られるように研究を進展させ

ていきたい。
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