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はじめに
大脳皮質が多様で高度な機能を有す背景には、発生における最初のステップとして、巧妙にニューロン移動が制御され、多くのサブタイプの興奮性ニューロンと抑制性ニューロンが整然とした層構造をとることで、複雑かつ精緻な回路形成が可能になった点を指摘できる。大脳皮質興奮性ニューロンは、脳室に面した脳室帯で分裂する神経幹細胞に由来する。そのまま分裂しないニューロンとなるものもあれば、脳表面に向かって移動し脳室下帯で分裂し、ニューロンを生み出すものもある1–3）。いずれの場合においても、最終的には、脳表面の辺縁帯直下で、先に移動を終えた早生まれのニューロンを追い越すターミナルトランスロケーションによって、早生まれのニューロンほど深層に、遅生まれのニューロンほど浅層に配置される（inside-outパターン）4, 5）。抑制性ニューロンは基底核原基で産生後、大脳皮質を主に水平方向に移動し、サブタイプにもよるがやはり誕生日依存的に配置される6）。
以前から、ニューロン移動の粗大な異常によって層構造が逆転することが、滑脳症などの重度な小児神経疾患の病態に重要な役割を果たしていることが知られている。しかし、神経発達の異常が病態の背景に想定されている多くの神経発達障害で、所見は重度な小児神経疾患よりも軽微であり7）、統合失調症などの精神神経疾患に至っては神経病理学者の墓場といわれてきたように再現性ある有用な所見もほとんどなく8）、具体的にどのような脳発生の異常があるかは間接的な観察所見を総合的に積み重ねることで推察している段階である9）。ニューロン移動を含めた、正常神経発生の精緻な制御を解明することは、死後脳研究や動物モデル、オルガノイドにおける所見を正しく解釈し、最終的にこうした障害の病態解明を進めていく上で必須である。
筆者はニューロン移動の制御は、分子による制御として理解すべきメカニズムと、細胞レベルでの制御として理解すべきものとがあると仮説を立てて、研究を進めてきた。本稿では、浅学非才を顧みず、こうした筆者の研究を中心に紹介したい。

結果
1. 分子の視点
はじめに、適切なニューロン移動がどのように分子によって制御されているか調べた10）。マウス大脳皮質表層ニューロンは、脳室帯で産生された後、その直上（多極性細胞蓄積帯、MAZ）で多数の突起を活発に伸縮させながら1日程度滞留するような振る舞い（多極性移動）を示す3, 11, 12）。その後ニューロンは水平方向に軸索伸張しつつ13–15）、放射状グリア線維をつたってシャクトリムシのように表面に移動する（ロコモーション）3, 16）。多極性移動は特異な移動様式であり、脆弱なステップである17）にもかかわらず、分子メカニズムは断片的な報告18）があるに過ぎなかった。筆者らはまず、子宮内電気穿孔法（EP）で移動ニューロンをラベルしてライブイメージングや組織学的解析を行った。多極性細胞の突起はF-actinに富んでおり、その突起は軸索成長突起のラメリポディアやフィロポディアと形態的に類似していることがわかった。そこでactinのリモデリングに関与するLpdやEna/Vaspファミリータンパク質に注目した。Lpdは細胞膜にあるphosphatidylinositol（3,4）-bisphosphate［PI（3,4）P2］と結合しつつ、Ena/Vaspをリクルートし、これがactinフィラメントの細胞膜へのアセンブリを制御することが主にin vitroの実験19–21）やC. elegansでの実験22）で示唆されていた。免疫組織化学とin situ hybridizationにより、LpdやMena（Ena/Vaspの一員）がMAZの多極性細胞で発現していることを示した。LpdやEna/Vaspの機能阻害によって多極性細胞の一次突起数が減じた。免疫染色やFörster共鳴エネルギー移動（FRET）で、多極性移動の突起先端にPI（3,4）P2が局在していることを示した。PI（3,4,5）P3をPI（3,4）P2に変換するShip2をノックダウンや特異的阻害剤により機能阻害したところ、やはり多極性細胞の一次突起数が減じた。こうした観察から、多極性細胞の特徴的な振る舞いには、PI（3,4）P2やLpd、Ena/Vaspが関与していることが示唆された（図1A）。また、このメカニズムが多極性移動の意義に関して重要な示唆を与えた。すなわち、多極性移動は横走する多数の軸索束をくぐり抜ける移動様式であるが、このようにLpdをノックダウンし（多極性移動に異常を起こさせて）ロコモーションすべき時期に観察したところ、移動ニューロンは脳表面に向かって移動せず、脳表面に平行に移動し続けた23）。軸索束という障害物をくぐり抜けて放射状線維という高速道路に正しくのるために、多数の突起を活発に伸縮させ環境を感知する必要があると考えた。
[image: ]図1 A. 多極性移動の分子メカニズムのシェーマ。B. 胎生12–15日ラベルのニューロンは背内側のほうが背外側よりも早く脳表面に到達する。その差はサブプレートの下で生じており、サブプレートニューロンが脳表面に配置されるreelerマウスでは領域差が小さくなったことから、サブプレートニューロンが移動の領域差を制御している可能性がある。C. Dab1 flox/floxマウスで深層ニューロンが産生される胎生12.5日に子宮内電気穿孔法（EP）を行うと、Dab1-/-深層ニューロンは皮質板に入れなかった。表層ニューロンが産生される胎生14.5日にEPを行うと、EPされたDab1-/-表層ニューロンは皮質板に進入できた。胎生12.5日にEPを行ったDab1 floxマウスで表層ニューロンマーカーを染色したところ、サブプレート下に誤配置されている深層ニューロンの密度が高い脳においてのみ、Dab1-/-表層ニューロンがサブプレート下に誤集積していた。この表現型は前向きにノックアウト効率を下げたり、Dab1-/-深層ニューロン特異的にDab1を強制発現させたりすることで救済された。緑Dab1-/-深層ニューロン。マゼンタ、Dab1-/-表層ニューロン。


2. 細胞レベルでの移動制御
前述の研究から、移動ニューロンそのものの制御だけではなく、移動ニューロンと相互作用する細胞外環境も重要ではないかと考えた。マクロな発生の視点では、発生期大脳皮質の表面（辺縁帯）にはCajal-Retzius細胞がおり、Reelinを分泌しており、これを欠損する哺乳類個体では皮質層構造が逆転することが古くから知られている24–26）。しかし、筆者らは、さきの研究から、軸索やほかの細胞、放射状線維など、もっと構造が局所において相互作用するような移動制御に興味を持っていた。
まず、免疫組織化学により、最初期に産生・配置されるニューロン（サブプレートニューロン）や視床皮質投射線維には、領域により質的・量的な違いがあることに違いがあることに気づいた。しかしチミジンアナログを利用した研究から、皮質ニューロンの移動は、基底核を回り込む腹側を除いて、移動の領域差はほとんどないとされていた27）。筆者らは、従来法では可視化できない領域ごとの移動制御が存在するのではと仮説を立てた。脳室にフルオレセイン（蛍光色素の一種）の前駆体を注入したところ、注入後数時間以内の間に脳室面全体でM期を迎える細胞をラベルできた。大脳皮質発生最初期（胎生10日）から最後期（胎生17日）までの各ステージに産生されるニューロンをラベルし経時的に追跡し記載した28）。これまで記載されていない種々の興味深い現象が可視化されたが、とくに胎生12–15日ラベルのニューロンは背内側のほうが背外側よりも早く脳表面に到達することがわかった（図1B）。これは、詳細な組織学的解析やライブイメージングにより、移動途中に通過する背外側サブプレート下での滞留によると考えられた。ここには視床皮質投射線維束も横走しているが、ゲノム編集により視床に発現するGbx2をノックアウトすることで視床皮質投射線維をなくしたとき29, 30）にも移動の領域差は観察されたが、サブプレートが脳表面に誤配置される変異マウス（reeler）では領域差が小さくなった。このことから、背外側サブプレートという早生まれニューロンの構造が、後に移動するニューロンの移動を制御する可能性が示唆された。なお、視床皮質投射線維はニューロン産生と分化を制御していることを示唆する報告がその後なされた31）。大脳皮質には種々の領野があるが、移動制御の違いによって回路形成や機能が異なってくれば面白い。
この論文では、ニューロン産生最初期から、後期まで、高い時空間分解能によるラベルと追跡を行い、大脳皮質発生研究者の本棚には必ず入っている古典的な教科書27）（トリチウムチミジンをつかって、増殖と移動を追跡）をアップデートする包括的な記載を行った。またこの方法は、脳全体で、特定の誕生時刻のニューロンを高い時間分解能で簡便にラベルできるメリットがあり、筆者らも前障ニューロンの移動の記述などに活用した例を報告しているほか32）、ノックアウトマウスや薬剤投与モデルでの移動フェノタイプの検出に優位性がある。ご興味のある方はご一読・ご活用いただけると幸いである。

3. メタ細胞群としての配置異常
このような組織における細胞レベルでの制御を解析する過程で、意図せず「メタ細胞群」としての理解すべき移動・配置異常を観察したので、まとめて報告した33）。発生期においては移動細胞（群）が周囲の細胞（群）（これらはいずれも同じ神経幹細胞群に由来する）と相互作用しながら細胞秩序を形成するので、生態学における個体を細胞に置き換えたメタファーが成立すると考えられる。メタ細胞群とは、生態学におけるメタ個体群に概念に対応する概念として筆者が考えた造語である（不均一環境での生物の移動は、生物群集の中で間接的に相互作用する個体群におおきな影響を与えるが、不均一な環境で構成種の移動によって繋がる局所個体群の集合をメタ個体群と呼ぶ）。
先に軽く触れたように、大脳皮質発生において、inside-outパターンが逆転する現象が、Reelinやその下流のDab1を欠損した34–39）動物で観察されてきた。この場合、早生まれのニューロンは遅生まれのニューロンを追い越せない。一方、Dab1を欠損した表層ニューロンはサブプレートを越えて皮質板に移動できること40, 41）、Dab1は細胞質または核に存在して細胞自律的に機能する42–46）ことが過去の報告で知られていたが、それではReelin/Dab1経路を欠損したマウスでなぜ層構造が逆転するのかは説明できなかった。背理法的にDab1の機能には、広義の細胞非自律的機能があると仮説を立てた。まず筆者らはDab1 floxマウスで表層ニューロンが産生される胎生14.5日にEPを行い、Dab1-/-表層ニューロン（CreによってloxPに挟まれた配列が切り出されてノックアウトされた細胞を簡単のためDab1-/-と表現する）は皮質板に進入できることを再確認した（図1C）。また、Dab1 floxマウスで深層ニューロンが産生される胎生12.5日にEPを行い、Dab1-/-深層ニューロンは皮質板に入れないことも再確認した。胎生12.5日にEPを行ったDab1 floxマウスで表層ニューロンマーカーを染色したところ、皮質板には入れない（=サブプレート下に誤配置されている）深層ニューロンの密度が高い脳においてのみ、Dab1-/-表層ニューロンがサブプレート下に誤集積していた。Creレポーターマウスを用いた実験により、誤集積したニューロンの大半は、胎生12.5日にEPされた神経幹細胞の娘細胞の子孫であることを確認した。この表現型は前向きにノックアウト効率を下げたり、Dab1-/-深層ニューロン特異的にDab1を強制発現させたりすることで救済された。すなわち、密なDab1-/-深層ニューロン群はDab1-/-浅層ニューロンの皮質板への進入を妨げた。これはDab1の細胞自律的ではない機能の反映と考えられ、これまで長年謎だった、Reelin/Dab1経路を欠損した哺乳類でなぜ層構造が逆転するのかという問いに対して、一定の答えを得られた。また、別の言い方をすれば、一部の細胞群の移動・配置異常が、連鎖的にその後同じ場所を通過すべき細胞群の配置異常を連鎖的に引き起こすことがわかり、Reelin/Dab1経路はこうしたメタ細胞群としての配置異常を防ぐ機能があることがわかった。
この研究では、
	①神経幹細胞の細胞体が脳室面にそって存在し、そこから生まれるニューロンがサブプレートを含む種々の構造を通過しながら表面に向かうという生物学
	②タイミングを変えてEPすることで異なる細胞集団を操作できるというEPの特性
	③あるタイミングでfloxマウスにEPを行うと、その娘細胞の系譜はすべてノックアウトされているという性質

——を駆使することで、メタ細胞群としての配置異常を実験的に検証できた。これまで細胞自律的異常や、細胞とその細胞外環境の相互作用の異常はこれまで多くの研究者が調べてきたが、移動異常には、細胞レベルを超えた異常があることを提示したことには、一定の意義があると考えている。白質ニューロンの数的以上は精神疾患死後脳で繰り返し報告されており、これまでは古典的染色や正常サルでの実験に基づきこれがサブプレートの遺残だと考えられることが多いが47, 48）が、精神神経疾患脳においては小児神経疾患でみられるようなシビアな移動異常が一部の細胞のみで生じて白質ニューロンの増加等がおきている可能性も提起している。最近は、精神疾患における発達障害関連遺伝子の体細胞モザイク変異といった考え方もでてきているが49）、関連した現象を観察している可能性もあり、詳細な神経病理学的解析が要請される。


おわりに
統合失調症をはじめとした精神神経疾患の生物学的研究は盛んに行われている。臨床的な神経画像・生理学的研究は高度に数学的になり、遺伝学的研究も急速に解像度と包括性を増し、動物モデルは着実に所見を積み重ね、疾患iPS細胞やオルガノイドの研究も進んでいるが、細胞・分子レベルの病態がなかなか見えてこない。再現性ある病理学的所見に乏しいため「神経病理学者の墓場」と言われている状況は本質的には変わりがない。筆者は近年勃興した死後脳のオミクス研究に興味をもっているが、その分子方向の解像度、空間解像度、サンプル数、空間情報のデータが増していくはずである。こうしたあらゆる視点での精神神経疾患研究を横糸でつなぐのは、神経解剖学、神経生理学といった、きわめて基礎的な神経生物学だろうと考えている。ここに時間軸を付け加える神経発生学の重要性はますます高まっていくと感じている。
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[image: ]図1 A. 多極性移動の分子メカニズムのシェーマ。B. 胎生12–15日ラベルのニューロンは背内側のほうが背外側よりも早く脳表面に到達する。その差はサブプレートの下で生じており、サブプレートニューロンが脳表面に配置されるreelerマウスでは領域差が小さくなったことから、サブプレートニューロンが移動の領域差を制御している可能性がある。C. Dab1 flox/floxマウスで深層ニューロンが産生される胎生12.5日に子宮内電気穿孔法（EP）を行うと、Dab1-/-深層ニューロンは皮質板に入れなかった。表層ニューロンが産生される胎生14.5日にEPを行うと、EPされたDab1-/-表層ニューロンは皮質板に進入できた。胎生12.5日にEPを行ったDab1 floxマウスで表層ニューロンマーカーを染色したところ、サブプレート下に誤配置されている深層ニューロンの密度が高い脳においてのみ、Dab1-/-表層ニューロンがサブプレート下に誤集積していた。この表現型は前向きにノックアウト効率を下げたり、Dab1-/-深層ニューロン特異的にDab1を強制発現させたりすることで救済された。緑Dab1-/-深層ニューロン。マゼンタ、Dab1-/-表層ニューロン。
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