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緒緒  言言  

 
生物は様々な遺伝子や分子の役割によって自発的に機能的な脳を生み出す。実際の脳の形成過程を制御するメカニズ

ムについては発生生物学的な研究によって明らかにされ、得られた知見をもとに、実際の脳組織を作り出す構成生物学

的研究が注目されている。特にES細胞や iPS細胞など多能性幹細胞から大脳や小脳などの脳組織を生み出す技術につ

いての研究が国際的に活発である。これらの技術は幹細胞を起点とする自己組織化によってマクロレベルの脳組織を作

り出すため、様々な疾患の発症機構の解明や治療法の開発において重要となる。この様なトップダウン的手法とは逆に、

分化細胞の働きに着目し、個々の細胞の働きを操作することによって目的の組織を作り出す、ボトムアップ的なアプロ

ーチも重要であり、これによって例えば人工的にデザインした神経回路に計算をさせる、というような技術が可能にな

ると期待される。トップダウンおよびボトムアップ的アプローチは相補的に働くことで相乗効果が期待されるが、ボト

ムアップ的アプローチによって脳を構築する研究はほとんど進んでいない。 
多数の神経細胞が集積することで脳の緻密な神経回路が形成されるが、この時、複数の神経細胞が円柱状に集積して

カラム構造と呼ばれる脳の機能単位を形成し、複数のカラムが規則正しく集積することで脳の機能が実現する（図1）。
我々はショウジョウバエの脳をモデル系として、複数の神経細胞が自発的に集合してカラム構造を形成するメカニズム

を研究してきた［3～5］。哺乳類のカラム構造は数万もの神経細胞から成り、その全貌を明らかにすることは極めて困

難であるが、ハエの脳においては100程度の神経細胞が集積してカラム構造を形成し、様々な遺伝子の働きを自在に操

作することができる。我々はこれまでに細胞接着因子である N カドヘリンが 3 種類の神経細胞 R7、R8、Mi1 におい

て異なる強度で発現することで、自発的にドーナツ状のカラム構造を形成することを明らかにした（図1a）［5］。また、

軸索走行制御因子の Netrin は低濃度では誘引性に働くが、高濃度では反発性に切り替わることで、細胞集団間の境界

を形成することを示した（図1b）［7］。神経幹細胞は非対称分裂によって多様な神経細胞を生み出すが、同じ神経幹細

胞に由来する神経細胞どうしが反発して異なるカラムに配分される細胞系譜依存的反発現象を見いだし、さらにこの過

程においてダウン症の原因因子であり反発性因子であるDscam1が中心的な役割を果たすことを明らかにした（図1c）
［4］。 

 
図1．細胞間相互作用によるカラム形成機構 

a）細胞接着の差分によるカラム形成。 
b）Netrinの誘引・反発作用による境界形成。 
c）細胞系譜依存的反発によるカラム構造形成機構。 
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複数の神経細胞の接着や反発によってカラム構造が形成される過程を直感的に理解することは困難である。共同研究

者のCarrillo（University of Oxford）、村川（龍谷大学）は細胞運動についての数理モデルに精通している。Carrillo、
村川が研究対象とする一連の方程式は佐藤が着目する脳のカラム構造の形成機構と親和性が高く、これまでに2本の共

著論文において、神経細胞間の接着力の差によって自発的にカラム構造が形成される仕組みを明らかにした［5，6］。 
本研究ではこれらの知見をもとに、in vitro でカラム構造を再構成することを目的とする。マイクロ流路デバイス中

でこれらの分子を発現する神経細胞を培養し、神経突起がドーナツ状のカラム構造、細胞集団間の境界、カラムの等間

隔配置を再現する技術を確立する。培養細胞中の各分子の産生量の設定が非常に重要であると考えられるが、数理モデ

ルに基づいたシミュレーションによって各分子の至適濃度を推定し、実験に適用する。この様なボトムアップ的な脳神

経回路の再構成は、神経回路の人工的なデザインへとつながる重要な基盤技術に発展すると期待される。 
 

方方  法法  

 
11．．シショョウウジジョョウウババエエ神神経経細細胞胞のの iinn  vviittrroo培培養養  
神経細胞の培養には、ショウジョウバエの細胞培養において最も良く用いられるS2 培地にインスリンを加えた培地

を用いた。組織から細胞を分離する際には、Collagenase IおよびDispaseを含む細胞分離培地を用いた。マイクロ流

路デバイスはXona Microfluidics社製のXONA chipを用いた。 
幼虫をS2 培地中で解剖し、単離した複眼原基および脳を細胞分離培地中でインキュベートすることで、視神経細胞

および脳の神経細胞の分離を促進した。得られた組織塊をマイクロ流路デバイスのチャンバー中に設置し、培養した後、

蛍光倒立顕微鏡で神経突起の伸長を観察した（図1a）。視神経においてGFPを発現するGMR-Gal4 UAS-GFP系統お

よび全ての神経細胞においてGFPを発現するelav-Gal4 UAS-GFP系統を用いた。 
22．．カカララムム形形成成のの数数理理モモデデルル解解析析  
従来の数理モデルではカラム構造の核となる3種類の神経細胞R7、R8、Mi1の神経突起の分布密度を変数とし、こ

れらの細胞間の接着力によって同心円状のカラム構造が確立することを明らかにした。しかし、実際には Netrin や

Dscam1といった反発性分子が重要な役割を果たすと考えられる。細胞間の相互作用を距離に応じた関数として表現す

ることで、複雑な細胞間相互作用を導入した数理モデルを構築した。また、この関数の形状を様々に変化させ、カラム

の配置が6角形もしくは4角形を示す条件を探索した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．．シショョウウジジョョウウババエエ神神経経細細胞胞のの iinn  vviittrroo培培養養  
マイクロ流路デバイス中でハエの神経軸索を伸長させるプロトコールを考案し、これを用いて視神経細胞の培養と軸

索の伸長を確認した。しかし、デバイス中のスリットを通過するほどの長距離の伸長を確認することは出来なかった。

哺乳類の培養細胞を用いた報告では、大量の神経細胞をチャンバー中に導入する必要があると記述されているが、本研

究では解剖した組織から神経細胞を得ているので、細胞数が圧倒的に少ないことが問題であると考えられる。 
22．．カカララムム形形成成のの数数理理モモデデルル解解析析  
細胞間の距離に応じて接着や反発の作用が変化する数理モデルを構築したところ、多くの場合カラムの配置は6角形

配置を示すことが分かった。一方で、4角形配置を示す場合も存在することが確かめられた。4 角形配置は6 角形配置

と比べると物理的には不安定なので、このような条件が存在することが示されたこと自体が重要な発見である。 
一方、ハエの脳を用いた in vivoの実験から、カラムを構成する一部の細胞においてNカドヘリンをノックダウンす

ると6角形配置が4角形配置に変化することを見出している（図2左）。上記の数理モデルにおいても同様に、細胞接

着の低下によって 6 角形配置が 4 角形配置に変化することがコンピューターシミュレーションによって示された  

（図2右）。 
ハエの脳においてみられるカラム構造は複眼を構成する個眼と1対1に対応している。興味深いことに、個眼も通常

2



 

は6角形配置を示すが、ある種の変異体では4角形配置に変化する。我々はこのような個眼の配置パターンを確立する

メカニズムを明らかにしているが［1］、個眼とカラムの配置メカニズムの関係性は興味深い問題である。 
 

 
図2．細胞接着力の低下によるカラム配置の変化 

細胞接着力の低下によってカラムの6角形配置が4角形に変化したが、この現

象はシミュレーションによっても再現出来た。 
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