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〈要 約〉

　大脳新皮質の6層の構造は，その深部で生まれた多数の興奮性ニューロンが表層にむかい順に移動をくり返すことにより形成される．生まれた直後のニューロンは多数の突起を伸長し，多極性移動とよばれる方向性の定まらないゆっくりした移動を示す．そののち，この多極性ニューロンは，突然，双極性の形態に変換し，脳表にむかいすみやかに移動するようになる．この研究において，筆者らは，大脳新皮質においてもっとも早く生まれ成熟するサブプレートニューロンが，そののちに生まれる移動ニューロンの双極性の形態への変換を制御することを見い出した．この際，サブプレートニューロンは移動ニューロンに一過的にグルタミン酸作動性シナプスを形成し，NMDA受容体を介したシナプス伝達により双極性の形態への変換をひき起こすことが示唆された．

はじめに

　大脳新皮質は運動制御，言語機能，思考など脳の高次機能をつかさどる領域であり，6つの細胞層から構成される．大脳新皮質の興奮性ニューロンは，脳室帯に存在する神経幹細胞である放射状グリアが分裂して生まれる．大脳新皮質の6層の構造は，このようにして生まれた多数の興奮性ニューロンが順に移動をくり返すことにより形成される1,2)（図1）．

　生まれた直後のニューロンは多数の突起を激しく伸縮させており，多極性ニューロンとよばれている．多極性ニューロンは，まず，明確な方向性を欠いた“多極性移動”という移動様式で脳室下帯から中間帯へとゆっくりと移動する．そののち，多極性ニューロンは，突然，先導突起および軸索を伸ばした双極性の形態に変化し（多極性-双極性変換），“ロコモーション”とよばれるすばやい移動様式で脳表にむかい移動するようになる．この際，移動ニューロンは形態のみならず接着性も変化させ，放射状グリアの突起である放射状グリア線維に接着しこれを足場として移動する．ロコモーションをおえたニューロンは皮質板に集積するが，あとから生まれたニューロンはさきに皮質板に到達したニューロンをのりこえていく．このようにして，早生まれのニューロンは大脳新皮質の深部に，遅生まれのニューロンはより表層部に分布する“inside-out”のパターンが形成される．このような一連の移動の過程はニューロンの放射状移動とよばれている1,2)．

　近年，ニューロンの放射状移動に寄与する多くの遺伝子が同定され，そのうちのいくつかは滑脳症や敷石様皮質異形成など脳の奇形の原因遺伝子であることが明らかにされた3)．また，ニューロンの放射状移動の軽微な異常は統合失調症や自閉症の発病因子になることが示唆されている4,5)．したがって，ニューロンの放射状移動の分子機構の解明は，基礎科学において重要であるのみならず，これらの精神疾患あるいは神経疾患の病因の解明のためにも重要である．筆者らは，マウスの大脳新皮質をモデルとして，子宮内胎仔電気穿孔法，切片培養，電子顕微鏡による観察，イメージング技術など，種々の手法を用いてニューロンの放射状移動の分子機構を解析している．
　なお，大脳新皮質における層構造の形成については，仲嶋 一範, 領域融合レビュー, 6, e004 (2017) も参照されたい．

1．子宮内胎仔電気穿孔法による多極性-双極性変換の解析

　近年，子宮内胎仔電気穿孔法を用いて移動ニューロンを蛍光タンパク質により標識すると同時に，さまざまな遺伝子をノックダウンあるいはノックアウトしその影響を解析するという手法がさかんに使われるようになった．これまで，種々の細胞骨格関連タンパク質，転写因子，細胞外マトリックス関連タンパク質などのノックダウンあるいはノックアウトが実施されているが，その多くにおいて，多極性移動にとどまりロコモーションに移行しないという共通の表現型が観察されている2,6,7)．このことから，多極性-双極性変換は多数の遺伝子により厳密に制御されるきわめて重要な現象であることが示唆される．そこで，ニューロンの放射状移動の過程においてとくに多極性-双極性変換に注目し，その分子機構の解析を開始した．

　まず，マウスの大脳を切片培養し，GFPにより標識した移動ニューロンのふるまいをタイムラプス撮影により詳細に観察した．その結果，多極性移動において脳表にむかいゆっくりと移動する多極性ニューロンは，サブプレート層の直下に到達するといったん移動を停止し，そこに約12時間とどまることが観察された（図1）．そののち，突然，移動ニューロンは先導突起を伸長し，ロコモーションに移行した．このことから，多極性ニューロンはこの休止期にサブプレート層からなんらかのシグナルをうけとって双極性へと変換するのではないかと推測された．サブプレート層は皮質板と中間帯とにはさまれた領域であり，主としてコンドロイチン硫酸プロテオグリカンなどの細胞外マトリックスの成分，軸索束，サブプレートニューロンから構成される8-10)．サブプレートニューロンは大脳新皮質においてもっとも早く生まれ成熟するニューロンであり，大脳新皮質と視床のあいだの神経連絡の形成に寄与することが知られている．また，サブプレートニューロンは大脳新皮質の形成期に一過的に存在し生後は消失することから，大脳新皮質の発達の制御に特化したニューロンと考えられている8,9)．そこで，サブプレートニューロンがニューロンの放射状移動をも制御し，多極性-双極性変換をひき起こすシグナルを発するのではないかという作業仮説をたてた．

2．サブプレートニューロンと移動ニューロンとのあいだのシナプスの発見

　移動ニューロンとサブプレートニューロンとのあいだの相互作用の実体を明らかにするため，同一の大脳の切片において，両者を異なる蛍光タンパク質により標識することを試みた．Lpar1-EGFPマウスの大脳新皮質においては一部のサブプレートニューロンがGFPを発現する．したがって，このトランスジェニックマウスを利用して胎生14日目に子宮内胎仔電気穿孔法によりRFPをコードする遺伝子を導入すると，RFP陽性の移動ニューロンとGFP陽性のサブプレートニューロンを同一の大脳の切片において観察できるようになる．この方法を適用した胎生16日目の胎仔から大脳の切片を作製しタイムラプス撮影により観察すると，サブプレートニューロンが中間帯にむかいさかんに軸索様の突起を伸ばすようすが観察された．さらに，この軸索様の突起は，サブプレート層の直下において移動ニューロンとからみあうように相互作用していた（図2）．サブプレートニューロンの軸索様の突起にはen passantシナプスを思い起こさせる膨大部（varicosity）が多く存在したことから，移動ニューロンにシナプスが形成されるのではないかと推測した．

　電子顕微鏡を用いて観察したところ，予想どおり，サブプレート層の直下の移動ニューロンの周囲にシナプス様の接着構造が検出された．この接着構造には，移動ニューロン側にシナプス後肥厚部と思われる膜肥厚部が存在し，その対側にはシナプス前部の活性帯と思われる膜肥厚部と平均して直径43 nmのシナプス小胞が観察された．さらに，この構造がサブプレートニューロンの突起と移動ニューロンとのあいだで形成されることが二重免疫電顕法を用いて確認された．このような接着構造は移動ニューロンの周囲に多く観察されたが，シナプス小胞はその20～30％にしか検出されず，そのほかは，あたかも形成あるいは変性の途上のシナプスであるかのような様相を示した．このことから，このシナプスは永続的なものではなく，サブプレートニューロンと移動ニューロンとのあいだに一過的に形成されて機能するものと推測された．

3．サブプレートニューロンの神経活動

　胎生16日の時点において，サブプレートニューロンが移動ニューロンにシナプスを形成することが形態学的に明らかにされたが，このシナプスは実際に活動しているのだろうか．この疑問に答えるため，サブプレートニューロンの神経活動のイメージングを試みた．マウスのサブプレートニューロンは胎生10日目に脳室帯において生まれる．したがって，この時期に子宮内胎仔電気穿孔法を用いて蛍光タンパク質の遺伝子を導入すると，サブプレートニューロンが選択的に標識される．この際，同時にさまざまな機能タンパク質の発現プラスミドを導入すれば，サブプレートニューロンの神経活動の操作やイメージングが可能になる．この方法を用いてサブプレートニューロンにGCaMPをコードする遺伝子を導入した．胎生15日目に大脳を採取しCa2+イメージングを実施したところ，この時点ですでに，サブプレートニューロンは活発なCa2+スパイクを発生することが明らかにされた．さらに，Syp-pHluorinをコードする遺伝子をサブプレートニューロンに導入し，胎生16日目の大脳の切片を用いてエキソサイトーシスをイメージングした．Syp-pHluorinのシグナルは中間帯の上部からサブプレート層にかけて検出され，サブプレートニューロンはこの領域で活発にエキソサイトーシスを起こすことが示唆された．このシグナルは100 mM KClによる脱分極刺激により増強されたことから，シナプス伝達が特異的に検出されたものと判断された．また，この高K+条件においては，多数の顆粒状シグナルがサブプレート層の直下の細胞をおおうように分布した．この領域に存在する細胞はほとんどが多極性ニューロンであることから，このシグナルはサブプレートニューロンが多極性の移動ニューロンに形成したシナプスの活動が反映されたものと考えた．

　さらに，移動ニューロンにGCaMPをコードする遺伝子を導入してCa2+イメージングを実施したが，この場合は，サブプレート層とその直下において細胞内Ca2+濃度の大きな上昇が検出された．また，このようなCa2+シグナルは，移動ニューロンが多極性-双極性変換を起こしロコモーションを開始する時期に選択的に検出された．以上のような観察から，サブプレートニューロンから多極性ニューロンへのシナプス伝達により，多極性ニューロンの細胞内Ca2+濃度が上昇し多極性-双極性変換が起こると推測された（図2）．

4．シナプス伝達によるニューロンの移動の制御

　このようなシナプス伝達の機能的な意義を明らかにすることを試みた．そのためには，サブプレートニューロンの神経活動を抑制するとともに，そのサブプレートニューロンの近傍に存在する移動ニューロンのふるまいを観察する必要がある．さきに述べた方法を用いてサブプレートニューロンにGFPをコードする遺伝子などを導入したのち，さらに同一の胎仔を用いて胎生14日目にRFPをコードする遺伝子を導入すると，今度は移動ニューロンが標識される．このように，同一の胎仔に2回にわたり電気穿孔法による遺伝子の導入をくり返すことにより，サブプレートニューロンと移動ニューロンとを異なる蛍光タンパク質で標識すると同時に，サブプレートニューロンの神経活動を選択的に抑制することが可能になる．

　この二重電気穿孔法を用いてサブプレートニューロンに内向き整流性K+チャネルであるKir2.1を導入し，移動ニューロンに対する影響を観察した．サブプレートニューロンにKir2.1を過剰に発現させると興奮が抑制され，その結果，シナプス伝達が阻害されることが期待される．胎生17日目に大脳新皮質を観察すると，RFP陽性の移動ニューロンは，GFP陽性のサブプレートニューロンの分布するサブプレート層の直下に集積し，サブプレート層への侵入が阻害されていた．同様の表現型は，サブプレートニューロンにテタヌス毒素軽鎖を発現させ神経伝達物質の放出を抑制した場合にも観察された．これらの結果から，移動ニューロンがサブプレート層をのりこえるためには，サブプレートニューロンからシナプス入力をうける必要のあることが示唆された．

　サブプレートニューロンはどのような神経伝達物質を用いてシナプス伝達をするのであろうか．免疫組織化学法により，サブプレートニューロンが移動ニューロンに形成するシナプス終末は，小胞性グルタミン酸トランスポーターであるVGLUT2に陽性であることが見い出された．このことから，このシナプスはグルタミン酸作動性であることが示唆された．そこで，移動ニューロンはどのようなグルタミン酸受容体を発現するのか，マイクロアレイを用いて解析した．その結果，多くのグルタミン酸受容体サブユニットの発現が確認されたが，なかでも，NMDA受容体の発現が移動にともない顕著に上昇することが明らかにされた．そこで，NMDA受容体の必須サブユニットであるNR1を移動ニューロンにおいて特異的にノックアウトしたところ，やはり，サブプレート層の直下において移動が阻害された．逆に，ケージドグルタミン酸を用いてサブプレート層の直下の多極性ニューロンの周囲にグルタミン酸を局所的に投与すると，多極性ニューロンはすみやかに双極性に変換されロコモーションを開始した．

　以上のことから，以下のようなモデルが提唱された（図2）．すなわち，サブプレート層の直下において，移動ニューロンはNMDA受容体を介してサブプレートニューロンからシナプス入力をうける．そして，それがきっかけとなり，多極性-双極性変換およびロコモーションがひき起こされると考えられた．今後，NMDA受容体の活性化の下流においてどのような現象が起こるのかという点が重要になるが，容易に想像できるのは，多極性-双極性変換にともなう細胞骨格の再編成であろう．さらに，移動ニューロンがサブプレート層を突破するためには，豊富な細胞外マトリックスを分解し接着性を変化させる必要があるかもしれない．また，Ca2+シグナルにより多数の遺伝子の発現も変化することが予想される．現在，これらの問題をひとつひとつ解析しているところである．

おわりに

　これまで，シナプスは神経回路において成熟したニューロンどうしがシグナルをやりとりする場であると考えられてきた．この研究は，このような観念をくつがえし，未熟なニューロンの極性の変換をひき起こすためシナプスが一過的に形成されることを示した．発達期の脳においては，ニューロンの新生，移動，軸索の伸長，シナプスの形成など，多様な現象がさまざまな部位において同時に進行する．これらの過程は互いに同調して進行する必要があるが，その分子機構はほとんど明らかにされていない．この研究においては，サブプレートニューロンの神経活動が移動ニューロンの移動様式の変換のタイミングを制御することが明らかにされた．電子顕微鏡による観察により，胎生16日の時点ですでにサブプレートニューロンの周囲に成熟したシナプスが形成されることが見い出されたが，このシナプスを介して視床からの軸索がサブプレートニューロンを発火させる可能性が考えられる（図2）．この場合，視床から大脳新皮質への投射による神経活動が大脳新皮質におけるニューロンの移動に影響をおよぼすことになるだろう．また，サブプレートニューロンは，このほかにもさまざまなニューロンからシナプス入力をうけることが知られており，これらの入力がサブプレートニューロンを発火させる可能性もある8)．これまで，サブプレートニューロンは，大脳新皮質においてもっとも早く成熟するニューロンとして，複雑化していく発達期の神経回路を組織化する司令塔的な役割をはたすと考えられてきた8)．今回，見い出された一過性のシナプスは，大脳新皮質において，ニューロンの移動と神経回路の形成という2つのプロセスを同調させる機能をはたすのかもしれない．今後，このような現象がほかの領域でも普遍的に起こる可能性を検討する必要があるだろう．
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〈図説明〉

図1　大脳新皮質におけるニューロンの放射状移動

放射状グリアが分裂して生まれた興奮性ニューロンは，まず，多極性移動によりゆっくり移動する．そののち，サブプレート層の直下に到達すると多極性-双極性変換が起こり，ロコモーションにより脳表にむかいすばやく移動する．

図2　多極性-双極性変換のモデル

サブプレート層の直下において，サブプレートニューロンは多極性の移動ニューロンとグルタミン酸作動性シナプスを形成する．シナプス伝達ののち多極性-双極性変換が起こり，ロコモーションが開始する．
