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はじめに

　知覚・思考・記憶といった脳の高次機能には，大
脳皮質が重要な役割をもち，その構造は多様な形態
を示す神経細胞が規則正しく配列した 6 層構造か
らなる。大脳皮質を作る神経細胞は，脳の深部にあ
る側脳室表面の脳室帯で生み出され，その後，脳の
表層まで移動する。この層構造は，早生まれの細胞
ほど大脳皮質の内側に位置し，遅生まれの細胞はそ
の表層側へと配置されるインサイド・アウトパター
ンを示し，特定の層に配置された神経細胞は，他の
層の細胞や周辺の組織との相互作用により，情報を
特定の部位へと伝達する。発生期に神経細胞の移動
が障害されると，大脳皮質の層構造や神経核の形成
に異常が生じ，適切な神経細胞との接続ができない

ため，正しい神経回路が形成されない。てんかんや
精神遅滞，発達障害などは，これらのことが原因と
なり引き起こされると考えられている 5，27，36，41）。
　近年，増加傾向にあると言われている発達障害は
いくつかのタイプに分かれており，学習障害の 1 つ
として，ディスレクシア（dyslexia）がある。ディ
スレクシアは知能面での遅れがなく，視覚や聴覚に
も障害がないのにもかかわらず，文字の読み書きや
音韻化などに障害がある疾患である 18，45）。その原因
として先天性の脳機能障害が示されており16，28，43，50），
通常は使用しない右半球の言語中枢領域の使用や左
半球下前頭回の活動をさらに増強させることで脳の
情報処理を行っているため 30，37，46），文字の読み書き・
読み誤りが多くなると考えられている。双子研究や
親子間の研究から 32，42，47），遺伝が一つの要因と考え
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られており，これまでにいくつかのディスレクシア
の原因遺伝子が同定されている 18，42，45）。本稿では，
その中の 1 つである軸索ガイダンス分子 Robo1 に
ついて紹介する。

1．軸索ガイダンス分子Robo

　Robo はショウジョウバエの交連軸索投射異常を
示す変異体のスクリーニングから発見 9）された 1 回
膜貫通型受容体の 1 つであり，リガンドの Slit が
Robo の細胞外領域の免疫グロブリン様ドメインに
結合することにより 25），細胞内にシグナルを伝達す
ることが知られている 7）。Robo 変異体では，通常は
1 度だけ正中線を交差する交連軸索が何度も正中線
を交差することから，roundabout（robo）と名づけ
られた 44）。Robo は線虫からヒトまで保存されてい
る分子で，脊椎動物では 4 つのサブファミリー

（Robo1/DUTT1，Robo2，Robo3/Rig︲1，Robo4/
Magic roundabout）が同定されている 22，23，52）。Robo︲
Slit を介したシグナル伝達は脊椎・無脊椎動物の中
枢神経系の発生と発達過程において重要な役割を果
たしており，軸索誘導以外にも細胞移動 1，2，4，20，53），
細胞接着 38，39），細胞極性 34）や細胞骨格 6，10）などの
さまざまな生物学的現象や細胞内の構造を調節して
いる。

2．ヒトの疾患とROBO

　ヒトの脳発達においても，Robo︲Slit シグナル伝
達は重要な役割を果たしている。先で少し述べたよ
うに，Robo1 はディスレクシアの原因遺伝子の 1
つと考えられており，患者群では染色体転座による
ROBO1 遺伝子の欠失もしくは発現減少が報告され
ている 19）。さらに，自閉症患者群での血中 ROBO1，
ROBO2 遺伝子発現の減少や他のサブファミリーで
ある ROBO3，ROBO4 の一塩基多型と自閉症の関
連性が報告 3）されていることから，発達障害と
ROBO の発現には密接な関係があると考えられる。
　自閉症患者では，神経伝達物質のセロトニン量が
変化しているといわれており 12，13，24），セロトニンは
哺乳類の発達期において，神経細胞の形態 48）やシ
ナプス可塑性 15），神経活性 40），神経成熟 8，48）に重要
であることが知られている。通常，マウス大脳皮質
では第Ⅳ層にセロトニンが豊富に局在し，セロトニ
ントランスポーター欠損マウスではセロトニンが完
全消失して，体性感覚野のバレル構造が消失するこ
とが報告されている 33）。セロトニン量の減少は不安

や行動にも影響を生じることが示されており 11，21），
近年，生後間もない時期からセロトニン量が減少し
ている自閉症モデルマウスを用いた研究より，発達
期のセロトニン量の変化が自閉症の社会性行動障害
に関与することが明らかとなった 29）。臨床で使用さ
れている抗うつ薬などの向精神薬には，セロトニン
トランスポーターの阻害作用を持つものが多いが，
ショウジョウバエを用いた研究で Robo がセロトニ
ントランスポーターの発現を調節することが示され
ている 14）。

3．大脳皮質でのRobo1 の発現

　では，大脳皮質に Robo の発現は認められるのだ
ろうか？結論から述べると，Robo1 から Robo4 ま
ですべてのサブファミリーが発現時期や発現する層
は異なるが大脳皮質に発現している 1，4，26，51，53）。特
に古くより見いだされた Robo1，Robo2 の脳内での
発現パターンに関しては，放射性同位物質を使用し
た 解 析 か ら 非 放 射 性 物 質 を 用 い た in situ 
hybridization 法による解析まで，多くの論文が存在
している 1，26，51）。しかしながら，これまでの論文で
は大脳皮質の層構造での発現パターンが明瞭でない
こともあり，私たちはジゴキシゲニン（digoxigenin：
DIG）を用いた in situ hybridization 法を用いて，発
生期マウス大脳皮質での Robo1 mRNA の時空間的
発現様式を確認した。その結果，Robo1 の発現は発
生の早い段階から認められ（胎生 12.5 日目），生後
1 日目になると層特異的な発現パターン（第 2/3 層
の上部，第 5 層，第 6 層に発現）を示し 17），これ
までの報告 1，26，51）と一致して，Robo2 は Robo1 の
発現していない層に発現していた。興奮性神経細胞
は側脳室の脳室面から誕生し，脳表面へと向かう
radial migration で移動するのに対して，抑制性神
経細胞は大脳基底核原基より誕生し，tangential 
migration により横方向へ移動する。このことを考
慮すると，Robo1mRNA を発現する神経細胞の層が，
次第に脳表面へと移動する発現パターンを示すこと
から，Robo1 は抑制性神経細胞のみならず錐体細胞
にも発現することが推測された。その後，生後 7 日
目以降は発現が顕著に低下するが，この時期は第
2/3 層の神経細胞の軸索が脳梁を通過し反対側の大
脳皮質へ投射される時期と重なるため，Robo1 の発
現時期と脳梁の形成には因果関係があることが考え
られた（権田ら，未発表データ）。
　さらに，Robo1 タンパク質の局在を確認したとこ
ろ，胎生 15 日目では大脳皮質の中間帯（intermediate 
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zone：IMZ）に強い発現が認められ，皮質板（cortical 
plate：CP）では弱い発現がみられる。この時期の
IMZ には，皮質遠心性軸索，視床皮質性軸索や移
動中の抑制性細胞，錐体細胞などが混在しているた
め， 大 脳 皮 質 の 脳 梁 交 連 ニ ュ ー ロ ン（callosal 
projection neuron）のマーカーである Satb2 と共染
色をしたところ，IMZ と CP に存在する移動途中の
Satb2 発現細胞に Robo1 の発現が認められた。この
ことから，Robo1 は予測されたように，脳梁交連
ニューロンに発現していることが明らかとなった。
実際，Robo1 ノックアウトマウスの脳梁を観察する
と，本来，反対側へ延びるはずの軸索が脳梁を超え
ずに同側の腹側へと向かう様子が認められる 2）。ま
た，私たちは大脳皮質神経細胞の primary culture
を行い，軸索末端に Robo1 が発現することも確認
している（権田ら，未発表データ）。

4．細胞移動におけるRobo1 の役割

　大脳皮質は，約 80％の興奮性神経細胞と約 20％
の抑制性神経細胞から形成され，興奮性神経細胞は
さらに錐体細胞（すべての層に分布）と spiny 
stellate cell（第 4 層に分布）に分類される。これら
の神経細胞が，特異的な場所で誕生し，目的地に移
動することで，機能的な大脳皮質が形成される。
Robo の大脳皮質の細胞移動における研究は，これ
まで抑制性神経細胞を対象とした研究 1，2，4，20）が多
く報告されており，Robo1 ノックアウトマウスを用
いた研究からは，抑制性神経細胞の細胞増殖が増し
て，大脳皮質中の細胞数が増えることが報告されて
いる 1）。しかし，錐体細胞についてはまったく不明
であったため，私たちは検討を行うことにした。
　初めに，抑制性神経細胞の研究で使われた Robo1
マウスと同じ系統 1）を用いて，成体での大脳皮質層
構造へ与える影響について検討した。上層の錐体細
胞のマーカーで染色を行い，錐体細胞の数を確認し
たところ，細胞数自体に変動は認められなかった。
しかし，第 2/3 層の厚さが通常よりも薄くなって
おり，その結果，細胞密度が増加していることが確
認された。このことは，Robo1 が上層の神経細胞，
特に第 2/3 層の神経細胞の分布に重要な分子であ
ることを推測させる。そこで，私たちは第 2/3 層
特異的に Robo1 の役割を検討するために，第 2/3
層神経細胞の誕生時期である胎生 15.5 日目に in 
utero エレクトロポレーション法を用いて，蛍光色
素と Robo1︲shRNA を遺伝子導入し，Robo1 発現抑
制による影響について検討することにした。通常，

胎生 15.5 日にラベルされた神経細胞は，生後 1 日
目で辺縁帯（marginal zone：MZ）直下にたどり着き，
移動を停止する。しかし，Robo1 発現抑制細胞では，
神経細胞の移動に遅れが認められた。さらに，細胞
周 期 S 期 の 増 殖 細 胞 に 取 り 込 ま れ る EdU（5︲
Ethynyl︲2ʼ︲deoxyuridine）と Robo1︲shRNA 遺伝子
導入の併用実験を行い，胎生期の神経細胞が IMZ
から CP へと入るタイミングの遅れが原因で，大脳
皮質錐体細胞の移動に遅れが生じていることが明ら
かとなった。
　現在，Robo1 以外にも Robo4 が錐体細胞に発現し，
その発現を抑制することで神経細胞の移動が障害さ
れることが知られている 53）。この錐体細胞の細胞移
動には，Robo リガンドの 1 つである Slit2 が重要な
役割をしていると思われる 53）（権田ら，未発表デー
タ）。

5．Robo1 の層構造形成へ与える影響

　発生期の細胞移動の遅れは，生後，脳回・脳溝の
ない滑脳症や異所性灰白質などさまざまな疾病を導
くことが知られている。しかし，私たちが見いだし
た胎生期 Robo1 発現抑制細胞の移動の遅れは，生
後 4 日目には回復し，野生型と同様にほとんどす
べての神経細胞が MZ 直下にたどり着く。さらに興
味深いことに，通常，生後 1 週間では第 2/3 層に
広く分布する神経細胞が，第 2/3 層上部に特異的
に配置され，生後 2 週間経ってもその状態が存続
するため，Robo1 は大脳皮質の層形成に重要な分子
であると考えられる。
　大脳皮質における錐体細胞の分布は，遅生まれの
神経細胞が深層に配置され，早生まれの神経細胞が
上層に配置されるインサイド・アウトパターンを示
すことが知られている。この層形成に影響を与える
分子として，MZ に局在するカハール・レチウス細
胞が分泌する reelin 分子が有名であり，reelin を欠
損させた reeler マウスでは皮質構造が逆転すること
が知られている 31）。しかし，これまで，軸索ガイダ
ンス分子が生後の大脳皮質の層構造形成に影響を与
えるという報告は存在しないため，Robo1 の層構造
形成に与える影響について検討することにした。
　私たちのこれまでの研究から，第 2/3 層錐体細
胞は，主に胎生 15.5 日目と胎生 16.5 日目に誕生し，
早生まれの神経細胞（胎生 15.5 日目）は深層に，
遅生まれの神経細胞（胎生 16.5 日目）は表層に配
置されるため，それぞれの誕生時期に異なる蛍光色
素と Robo1︲shRNA を遺伝子導入して，層構造形成
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の可視化を行った。コントロール群では，胎生 15.5
日生まれの神経細胞は第 2/3 層の深層に，胎生 16.5
日生まれの神経細胞はより上層に配置されることを
確認した。一方，胎生 15.5 日，16.5 日目ともに
Robo1 発現を抑制した神経細胞では，先に移動して
きた神経細胞は CP 表層に密集し，後から移動して
きた神経細胞はその合間に配置されていた。これに
より，Robo1 ノックアウトマウスでみられた組織構
造と同様に，薄く，高密度の第 2/3 層が形成され，
正常なインサイド・アウトパターンの層構造を形成
していないことが明らかとなった（図）。以上のこ
とから，軸索ガイダンス分子 Robo1 は層構造形成
に重要な分子であるといえる。

6．Robo1 発現と細胞形態

　Robo1 発現の項で述べたように，Robo1 mRNA は
第 5 層全体に発現し，第 2/3 層では上部にしか発
現が認められないため，第 2/3 層よりも第 5 層の
方が Robo1 mRNA の発現レベルが視覚的に高い。
そこで，私たちは第 2/3 層神経細胞で Robo1 発現
量を上げた場合，細胞の形態にどのような変化をも
たらすかを検討した。第 2/3 層神経細胞で Robo1
を過剰発現させると，それらの神経細胞は Robo1
が強く発現する第 5 層へはシフトせず，第 2/3 層
に局在しながら，通常はみられない線条体への軸索

投射が増加する。これらのことから，Robo1 の発現
レベルは，層特異的な細胞サブタイプの軸索投射の
制御に重要であると考えられた。
　さらに，興味深いことに，私たちは第 2/3 層錐
体細胞の軸索のみならず，apical 側の神経突起の部
分（leading process）にも Robo1 発現を確認した。
leading process が将来的に樹状突起へと変化するか
は未だ不明な点が多いが，軸索ガイダンス分子が軸
索のみならず，樹状突起形成にも重要な分子である
ことが予測されたため，私たちは第 2/3 層神経細
胞の樹状突起における影響についても確認した。
　 こ れ ま で in vivo 実 験 で， 第 5 層 錐 体 細 胞 の
Robo1 阻害を行うと，apical 側の神経突起の長さや
分枝が減少し，樹状突起形成が貧弱になることが報
告されている 49）。私たちの in vivo 実験では，生後
4 日目まで錐体細胞の形態に変化は認められず，生
後 8 日目になると apical 側の神経突起数が顕著に多
くなり，神経突起の伸長や分岐に異常をきたすこと
が確認された。この細胞形態は，第 4 層に分布す
る spiny stellate cell に類似しており，実際に第 4 層
では Robo1 発現が認められないことを考慮すると，
Robo1 発現と樹状突起形成には関連があることが推
測されるため，現在さらに解析を進めている。

図　大脳皮質上層の神経細胞におけるRobo1の影響
A : 通常の大脳皮質における神経細胞の分布
　胎生14.5日目～胎生16.5日目生まれの神経細胞に，in uteroエレクトロポレーシ
ョン法で蛍光色素を遺伝子導入すると，図のように，早生まれの細胞ほど深層に，
遅生まれの細胞ほど浅層に配置される。
B : Robo1発現を抑制した時の神経細胞の分布
　胎生15.5日目，胎生16.5日目生まれの神経細胞でRobo1発現を抑制すると，神
経細胞は辺縁帯直下に蓄積する。一方，Robo1発現の低い胎生14.5日目生まれの
神経細胞でRobo1発現を抑制すると，配置異常は認められない。
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まとめ

　ディスレクシアの原因遺伝子と考えられている
Robo1 は，マウスモデルにおいても神経細胞の移動
調節に重要な役割を持つことが示された。Robo1 発
現抑制による細胞移動障害自体はその後補正される
ものの，神経細胞の配置異常は生後も保持される。
このことからディスレクシアなどの発達障害は，神
経細胞の移動よりも配置異常・細胞形態に起因して
いる可能性が示された。
　これらの表現型は，第 2/3 層神経細胞が MZ 直
下へ移動した後，生後 4 日目～ 8 日目で生じてく
ることから，この間の MZ 直下での分子相互作用が
関わっていることが予測された。胎生期の大脳皮質
には，Robo 受容体のリガンドである Slit1，Slit2，
Slit3 のすべてが発現しているため 49），筆者らは
Slit1，Slit2，Slit3 の各ノックアウトマウスと Slit1/
Slit2/Slit3 トリプルノックアウトマウスを用いた解
析 35）を行い，このうち Slit2 が細胞分布に関与して
いる可能性を見いだしている（権田ら，未発表デー
タ）。また本論文で示したように，Robo1 発現抑制
細胞は生後に顕著な細胞形態の異常，特に，尖端樹
状突起（apical dendrite）の形成に異常が認められ
ることから，樹状突起の形態異常が細胞分布に影響
している可能性も考えられる。興奮性神経細胞は尖
端樹状突起の有無により，錐体細胞と spiny stellate 
cell の形態が区別されるため，Robo1 による尖端樹
状突起の形態形成メカニズムを解明することは，大
脳皮質の層特異的な神経細胞の形態形成，さらには
神経細胞同士の接続や神経回路形成の解明へとつな
がるため，脳の高次機能を解明するうえで重要であ
ると考えている。

おわりに

　本研究におけるすべての動物実験は，国立 精神・
神経センター神経研究所および理化学研究所 発生・
再生科学総合研究センターのガイドラインに従って
行われた。著者に開示すべき COI は存在しない。
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■ ABSTRACT

The role of Robo1 in the formation of the cerebral cortex

Yuko Gonda 1, 4），Carina Hanashima 2, 3, 4）

1）Department of Histology and Neuroanatomy, Tokyo Medical University 

2）Faculty of Education and Integrated Arts and Sciences, Waseda University 

3）Graduate School of Advanced Science and Engineering, Waseda University 

4）Laboratory for Neocortical Development, RIKEN Center for Developmental Biology

　Roundabout（Robo）is one of the axon guidance molecules which has been identified to be expressed in layers Ⅱ / Ⅲ, 

Ⅴ and Ⅵ in the developing neocor tex. Studies have shown that reduced expression of Robo1 is associated with 

developmental disorders including autism and dyslexia, suggesting that the expression levels of Robo1 is crucial for 

neuronal differentiation and higher brain function. Over recent years, the roles of Robo1 in the developing neocortex has 

been examined using molecular and genetic approaches, highlighting its importance in the differentiation of cortical 

neurons and the formation of the cerebral cortical circuit. Suppression of Robo1 expression in the upper︲layer pyramidal 

neurons reveal migration delay and ectopic localization of these neurons, where Robo1︲suppressed neurons fail to establish 

the characteristic inside︲out neuronal distribution. Morphologically, Robo1︲suppressed neurons exhibit changes in their 

dendritic patterns, especially in the number of apical neurites. In this review, we will present an overview of the function of 

Robo1 in the developing neocortex and update our knowledge concerning the mechanisms by which a single receptor gene 

mediates pleiotropic roles in cortical circuit formation.

（Japanese Journal of Biological Psychiatry 31（2）：98︲105, 2020）


