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要約要約

脳幹の発生過程では、正中線を越えて反対側に移動する神経細胞がみられる。どのよ

うな仕組みで正中交差移動が制御されているのか、動眼神経核の運動ニューロンをモ

デルとして調べた。早期に最終分裂を行う動眼神経核ニューロンは核の前部に多くみ

られ交差移動しないのに対して、遅くに最終分裂する細胞は神経核内の後部に位置し

ており交差移動することが分かった。さらに、最終分裂の時期により、反発性軸索ガ

イダンス分子 Slit の受容体 Robo2 の発現が異なり、早くに最終分裂を行うニューロン

で発現がみられた。遅くに最終分裂を迎えるニューロンは Robo2 を発現しないので

Slit に反応せず、このため正中領域を通過し反対側に移動できるものと考えられる。

この結果から、正中交差移動は細胞の誕生日（最終分裂の時期）に依存した分子発現

により調節されていることが示された。

はじめに：正中交差移動の発見

中枢神経系の形成過程では、神経細胞・グリア細胞ともに脳室に面した脳室層で分

化した後、機能する場所に向かって移動する。神経細胞は一般的に、脳室層で最終分

裂をしたのちに移動を開始するので（Fujita 1963）、最終分裂の際に放射性同位元素（ト

リチウム）で標識したチミジンを取り込ませることにより、その移動を追跡すること

が可能である（Rakic 1974）。最近では、扱いの煩雑なトリチウム標識チミジンよりも、

そのアナログ物質である 5 －ブロモ－ 2' －デオキシウリジン（BrdU）を取り込ませ

て免疫組織化学的に検出する方法が用いられ、さらに 5- エチニル－ 2' －デオキシウ

リジン（EdU）を取り込ませて特殊な化学反応により短時間で検出できるようになっ

ている（Nomura et al. 2016）。これらの物質を用いて胎児期の分裂細胞を標識し、

生後の脳内での分布を調べることで、大脳皮質の層構造の in-side out pattern の形成

様式（Rakic 1974）や、小脳の外顆粒層から内顆粒層への移動が明らかにされた
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（Altman and Bayer 1978a）。大脳皮質や小脳皮質の層構造形成過程では、放射状グ

リアの突起に沿った神経細胞の移動がみられ、radial migration（放射状移動）と呼

ばれてきた（Rakic 1971）。これに対して皮質の層形成以外の領域では、軟膜表面に

平行に移動する細胞がみられこのような移動は tangential migrationと呼ばれており、

神経細胞の突起に沿った移動や相互にコンタクトを持って移動細胞の「流れ

（migratory stream）」を形成するものがしばしば認められる。

Tangential migration の例として、GABA ニューロンが終脳の線条体原基で生ま

れて大脳皮質へ移動するものや（Tamamaki et al. 1997）、側脳室の脳室下帯から嗅

球への移動がよく知られている（Hu et al. 1996; Ono et al. 1994）。一方、神経発生

学の歴史を紐解くと tangential migration の最初の記載は 19 世紀の終わりにさかの

ぼり、His によるヒト胎児の脳幹の形成過程の報告でこのような細胞移動の記載がみ

られる（His 1890）。20 世紀に入るとEssick により、軟膜直下において正中線をまた

いで連続して存在する細胞集団が一過性に見られることが報告され、正中線を越えて

移動する細胞であることが示唆された（Essick 1912）。いずれも、細胞集団の連続性

から脳幹背外側部の下菱脳唇に由来することが記載されている。その後、1950 年代

になって、本当に正中線を越えて反対側の脳幹に移動しているのかを検証する実験が

行われた。ニワトリ胚の下菱脳唇の片側を電気的に破壊したのち胚発生を進行させ、

どの核がどのように委縮するかが調べられた。その結果、破壊した下菱脳唇の反対側

の橋核と縫線核で形成不全がみられたことから、実験形態学的に神経細胞の対側移動

が示された（Harkmark 1954）。この論文の中で、「生体染色法を用いて調べることが

できれば移動を示すことができるだろう」（Harkmark 1954）とあることは示唆的で

あり、半世紀を経て実現することになる（後述）。

動眼神経核の形成過程においても、その後部で一過性に左右の神経核が融合し再び

分かれて左右に独立した核をとなること、および細胞の微細形態から、正中線を越え

て神経細胞が移動することが予想された（Puelles and Privat 1977; Puelles 1978）。

動眼神経核の正中交差移動は交差性回路を形成し、交差した神経細胞は反対側の外眼

筋を支配する（図 1）。
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図 1　動眼神経核のニューロンの筋の支配

Aは前部、Bは後部を示す。前部のニューロンはすべて同側の外眼筋を支配し、後部では一部の

ニューロンが反対側の外眼筋を支配する。

下菱脳唇と小脳前核

下菱脳唇に由来する移動細胞は、当初から小脳前核の神経細胞に分化することが示

唆されていた。これは、上記のトリチウムチミジンを用いた細胞の追跡で明らかにさ

れた。当初は、下菱脳唇に由来する細胞は下オリーブ核の神経細胞にも分化すると考

えられていたが、詳細な観察により、別の領域に由来するものと考えられるようになっ

た（Altman and Bayer 1978b, 1987a, b）。下菱脳唇に由来する細胞の分化は、遺伝

子改変マウスを用いた細胞系譜解析により明らかにされた。下菱脳唇に発現する遺伝

子座（Wnt, Math1, GDF7 など）に Cre recombinase または FLP recombinase 遺伝

子をノックインしたマウス（driver マウス）をレポーターマウスと交配させることで

細胞を永続的に標識できるようになった（Rodriguez and Dymecki 2000）。これらの

実験を通して、下菱脳唇に由来する細胞が、様々な小脳前核ニューロンやさらに三叉

神経脊髄路核や上オリーブ核（下オリーブ核とは全く別の神経核）のニューロンに分

化するものも含まれることが明らかにされた（Landsberg et al. 2005）。さらに、下オ

リーブ核のニューロンは、下菱脳唇に隣接したBrn3a 陽性領域に由来することも明ら

かにされ、Altman and Bayer の非常に鋭い観察眼が再認識された。一方で、遺伝改

変マウスを用いた細胞系譜解析では、両側の下菱脳唇の細胞が同時に標識されること

から、交差移動そのものを明確に示すことはできない。これは、片側の細胞集団のみ

を標識することによってのみ明らかにされる。
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正中交差移動の可視化

1990 年代の終わりごろから、発生段階の脳の特定の領域に電気パルスを用いて外

来遺伝子を導入する方法が開発され、この方法を用いて細胞を標識しその系譜を追跡

することが可能となった（Sakamoto et al. 1998; Saito and Nakatsuji 2001; Tabata 

and Nakajima 2001）。細胞標識には、オワンクラゲの緑色蛍光タンパク（GFP）や

サンゴの赤色蛍光タンパク（RFP）などが用いられている。この方法を用いて、鳥類

や哺乳類の胚や胎仔の片側の下菱脳唇を標識して細胞移動を追跡した報告がなされ

た。最初は下菱脳唇を標識したラット胎仔の脳幹を細切せずにそのまま脳室面を下に

して（細胞の移動する軟膜面を上にして）培養し（open book culture）、GFP で標識

された細胞を追跡することにより、正中線を超えることが示された（Taniguchi et al. 

2002）。次いで、卵殻内のニワトリ胚や（Ono et al. 2004）子宮内のラット胎仔

（Kawauchi et al. 2006）およびマウス胎仔（Okada et al. 2007）の下菱脳唇を標識し、

標識された細胞が発生の進行に伴ってどこでどのような細胞に分化するかを調べる実

験が行われた。その結果、いずれの実験においても、片側の下菱脳唇に由来する細胞

が対側の脳幹に移動して入ることが明らかとなった。下菱脳唇から出た細胞は、移動

方向に細長い突起（先導突起）を伸ばす。そのまま脳幹の外周を軟膜表面に沿って移

動し、一定の領域に到達するとそれまでの移動方向に直交する突起を内部に伸ばして、

移動方向を転換して脳幹内部に向かって放射状移動を始める。ニワトリ胚では底板（将

来の縫線）に沿って移動するものが顕著であるが、マウスやラットは反対側の脳幹で

外側網様核や外楔状束核などに向かうものが多い（Okada et al. 2007）。またマウス

やラットでは、橋底部に向かうものも多いが、橋核では同側優位で両側に移動細胞が

定着することが示された（Kawauchi et al. 2006）。また、反対側の脳幹に移動した細

胞は、反対側（細胞の生まれた側）の小脳に軸索投射しており、下菱脳唇由来細胞の

正中交差移動も交連回路の形成に関わっていることが示された（Okada et al. 2007）。

一方、動眼神経ニューロンの移動は、全く別の方法で可視化された。多くの運動

ニューロンは、脳の外にある標的細胞や筋に軸索を伸ばした後も移動を続けることか

ら、標的領域にトレーサー物質を投与して細胞体を逆行性に標識し、これを継時的に

サンプリングし観察することで移動が明らかにされている（Markham and Vaughn 

1991）。動眼神経核運動ニューロンも同様で（Bjorke et al. 2016）、固定したマウス胎

仔の眼窩に脂溶性蛍光色素 DiI（ホルマリン固定された軸索内を拡散する）を注入す
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ると、動眼神経ニューロンが標識される。胎齢 12.5 日目（E12.5）に注入すると、同

側の動眼神経ニューロンが標識され、後部の内側部の細胞は内側方向（つまり反対側

方向）に突起を伸ばしているものがあり、ごく少数の標識細胞が正中線領域にも見ら

れた。E13.5 の眼窩に DiI を注入すると多くの標識細胞が正中線領域にも分布するよ

うになり、E15.5 で標識すると動眼神経核の後部では反対側にも標識細胞がみられた

（Kawano et al. 2018）。一連の結果から、マウスの動眼神経核の形成過程では、その

後部で E12 から E15 の間に後部の一部の細胞が正中交差移動をすることがわかった。

ニューロンの誕生時期特異的な交差移動とその仕組み

神経細胞の移動は、多くの場合、最終分裂を同じくする細胞は同じような移動パター

ンをとることが報告されている。大脳皮質のニューロンの inside-out pattern はその

典型である（Rakic 1974）。ラットの下菱脳唇由来ニューロンでも、早く最終分裂を

終えたニューロンは反対側に移動する傾向にあり、遅くに最終分裂を終えたものは同

側の脳幹に留まる（Kawauchi et al. 2006）。ニワトリ胚では最終分裂の時期の特定は

難しく最終分裂の時期と対側移動との関連は不明であるが、電気穿孔法で遅い時期に

標識された下菱脳唇由来ニューロンは正中交差移動するものが多くみられ、早い時期

に標識されたものは同側に留まっていた（Ono et al. 2004）。このように、下菱脳唇由

来ニューロンの移動もランダムではなく、最終分裂や標識された時期に特異的な移動

パターンを示す。

動眼神経核の運動ニューロンにおいても、誕生時期特異的な交差移動が明らかにさ

れた。動眼神経核前部では E9.5 に最終分裂を終えるニューロンが多いのに対して、

後部では E10.5 に最終分裂を行う傾向にあった。上述の通り、交差移動は後部でのみ

みられるので、遅くに最終分裂を迎えたものが交差移動することが BrdU の取り込み

と運動ニューロンの運動マーカーを用いた二重染色から明らかにされた（図 2）

（Kawano et al. 2018）。
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図 2　動眼神経核ニューロンの最終分裂時期と正中交差移動

動眼神経核ニューロンの最終分裂の時期は、前部では胎齢 9.5日（●）、後部では胎齢 10.5日（○）

である。運動ニューロンは軸索を標的に伸ばしたのちに正中交差移動する（破線）。

このような神経細胞の最終分裂依存的な正中線交差は、細胞移動のみならず神経回

路形成でも報告されている。聴覚系の中継核である上オリーブ核ニューロンは、さら

に上位の聴覚領域である下丘に軸索を投射する。その回路形成における神経細胞の最

終分裂の時期と線維の投射パターンが調べられている。すなわち、妊娠ラットに

BrdU を投与し胎仔の上オリーブ核ニューロンの最終分裂の際にこれを取り込ませ、

成体となった段階で下丘に軸索トレーサーを取り込ませて軸索投射が調べられた。そ

の結果、E12-13 の時期に最終分裂を終えたニューロンは反対側の下丘に軸索を送る

のに対して、E14-16 の時期に最終分裂を迎えるニューロンはすべて同側の下丘に投

射することが明らかとなった（Kudo et al. 1996）。

どのような仕組みで誕生日依存的な挙動がみられるのかを明らかにするため、我々

はさらに動眼神経核ニューロンを用いて調べた。動眼神経核の正中交差移動は、軸索

ガイダンス分子の Slit/Robo シグナルによって早熟な移動が抑制されていることが報

告されている（Bjorke et al. 2016）。Slitは軸索伸長を抑制する軸索ガイダンス分子で、

中脳では正中線領域から分泌される。Robo2 はその受容体であり、Robo2 を発現する

細胞や突起は Slit を発現する領域には進入できない。そこで、動眼神経核ニューロン

の最終分裂の時期（E9.5 または E10.5）に BrdU を取り込ませ、正中交差移動を開始

する時期（E12.5）での Robo2 の発現を調べた。その結果、E9.5 で最終分裂を行う

細胞は、動眼神経核の前部でも後部でも Robo2 を発現する傾向にあったが、E10.5 で
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最終分裂を行う後部の細胞はこれを発現していなかった。また、E10.5 で最終分裂す

る細胞は、その後 E13.5 には正中領域に見られるようになることから、正中交差移動

する細胞群であることも明らかにされた（Kawano et al. 2018）。このように、誕生日

依存的な細胞移動は、誕生日依存的な Robo 発現によるものであることが示された（図

3）。

図 3　軸索ガイダンス分子 Slitと受容体 Roboの発現

Robo2受容体は胎齢 9.5日に最終分裂を行った細胞（●）で発現し、胎齢 10.5日に最終分裂を行っ

た細胞（○）では発現しない。Slitは正中領域に発現し、Robo2を発現する細胞の正中交差移動

を止め、Robo2を発現しない細胞が、正中交差移動する。

おわりに：今後の課題

神経系の発生過程での回路形成や細胞移動の交差・非交差の現象は、19 世紀から

知られていたが、その分子機構は 1990 年代に明らかにされた。一方、同一の細胞核

を構成するニューロンの中に同側構造にのみ線維を送るもの（非交差）、反対側の構

造に線維を送るもの（交差）がある場合、どのような仕組みによって細胞挙動が制御

されているのかという課題は、動眼神経核のニューロンを用いた解析で、誕生日依存

的な分子発現がみられその一端が明らかになった。すなわち、誕生日依存的な正中交

差移動は、誕生日依存的な分子発現（ここでは Robo の発現）に依存し、それにより

細胞の挙動が調節されていることが示された。時期特異的な分子発現は現象としては

よく知られているが、その仕組みには不明な点が多く、今後の研究によって解明が期

待される。

動眼神経核ニューロンの正中交差移動のメカニズムについては、もう一点大きな課

題が残されている。小脳前核ニューロンの正中交差移動は、ネトリン、Robo3 といっ
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た軸索ガイダンス分子が調節していることがノックアウトマウスを用いた解析から明

らかとなっている（Yee et al. 1999; Marillat et al. 2004）。いずれも、正中線方向に

細胞や突起を誘引する分子である。一方で、動眼神経核ニューロンの正中交差移動は、

これらの分子の欠損マウスでは正常であることが報告されており、運動ニューロンを

正中線方向に誘引する分子群は全く明らかではない。我々は、正中線で発現する誘因

分子の候補である Shh（Okada et al. 2006）に注目したが、移動中の動眼神経ニュー

ロンには Shh 受容体である Patched が発現していなかった。さらに、Shh に対する

機能中和抗体をニワトリ胚脳室に注入したが、動眼神経核の形成に影響は見られな

かった（川野他、未発表）ことも、この結果を支持している。どのような分子により

運動ニューロンが正中線に向かって移動するのか、これも残された課題の一つである。
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