
慶應義塾大学・医学部（信濃町）・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１２

基盤研究(C)（一般）

2022～2019

中枢神経系の発生においてストレス臨界期を制御する一次繊毛の意義と分子機構の解析

Significance and molecular mechanisms of primary cilia controlling the stress 
critical period of cortical development.

５０４６８４９３研究者番号：

石井　聖二（ISHII, Seiji）

研究期間：

１９Ｋ０７８２９

年 月 日現在  ５   ６   ７

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：マウスの大脳皮質神経細胞には、出生直後に、環境ストレスに対して脆弱となる「臨
界期」が存在することが示唆されている。一方、一次繊毛は、マウス大脳皮質の神経細胞において、胎生期には
まだ殆ど存在せず、出生後、ストレス耐性の臨界期が終了する頃までに成熟することが知られている。そこで、
臨界期中に環境ストレスを与えた一次繊毛欠損マウスの大脳皮質の第5層神経細胞を調べたところ、斑点状の活
性型カスパーゼ3が、特に大脳皮質の第5層の神経細胞に多数検出されることを見出した。さらに、IGF-1受容体
が大脳皮質の神経細胞の一次繊毛膜上に集積し、PI3K/Aktシグナル伝達経路が活性化されていることを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：It has been suggested that there is a "critical period" in mouse cortical 
neurons immediately after birth, when they become vulnerable to environmental stress. On the other 
hand, primary cilia are still largely absent in neurons of the mouse cerebral cortex during the 
embryonic period, and are known to mature by the end of the critical period for stress tolerance 
after birth. Layer 5 neurons in the cerebral cortex of mice lacking primary cilia that had been 
exposed to environmental stress on postnatal day 7 was examined and found that speckled active 
caspase-3 was detected in large numbers, especially in layer 5 neurons of the cerebral cortex. They 
also found that IGF-1 receptors accumulated on the primary ciliary membranes of neurons in the 
cerebral cortex and activated the PI3K/Akt signaling pathway.

研究分野： 病態神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
一次繊毛の形成、機能異常に起因すると考えられている遺伝性疾患は総称して繊毛病（シリオパチー）と呼ば
れ、網膜色素変性症、嚢胞腎、多指症、水頭症、不妊、肥満など、多岐にわたる症状を呈することが知られてい
る。本研究において「環境ストレスに対する一次繊毛を介した臨界期中枢神経系の防御機構」の分子基盤を明ら
かにする事で、一次繊毛を介した環境ストレス応答機構という新たな概念を提唱することができ、一次繊毛に対
する理解が深まるものと期待される。本研究において得られた知見は、今後、多岐にわたる繊毛病の発症メカニ
ズムの理解や新たな治療法への応用に貢献できるものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
胎生期のマウス大脳皮質の神経細胞は、様々な環境ストレスに対して高い耐性を有する。研究

代表者らはこれまで、heat shock factor 1- heat shock protein (HSF1-HSP) シグナル経路がこ
のストレス耐性に不可欠である事を世界に先駆けて明らかにした (図 1 の破線、Hashimoto-
Torii K. et al, Neuron, 2014; Torii M. et al, PNAS, 2017; Ishii S. et al., Nature Commun., 
2017) 。一方で、出生直後の短期間は抗てんかん薬、コカイン、麻酔薬、アルコールなどの環境
ストレスに対して一時的に耐性を失い、その後、生後約 21 日目までに再び耐性を獲得する事が
知られている (Kaji A.A. et al, 2023) 。このことは、大脳皮質神経細胞には環境ストレスに対し
て脆弱となる「臨界期」が存在することを示唆している (図 1 の実線) 。さらに、成熟した成体
神経細胞では環境ストレスに対するHSF1-HSPシグナル経路の活性化が惹起されないことから 
(Morimoto RI. et al., 2008) (図 1 の破線) 、臨界期を境として、胎児期型の HSF1—HSP を介し
たストレス耐性機構から、成体型の別の機構へと変遷している可能性が考えられる。さらに、後
者ではストレスシグナルを感受する分子機構が不可欠であると推察される。 
哺乳動物細胞の一次繊毛はアンテナ

様の構造をした細胞小器官であり、細胞
外のシグナルを感知するセンサーとし
て発生に必要なシグナル伝達に関与す
る。Wnt やヘッジホッグなどの細胞外シ
グナル依存的にその受容体を一次繊毛
膜上に蓄積することにより、細胞外シグ
ナルを増強する  (Goetz S.C. et al, 
2010) 。マウス大脳皮質の神経細胞で
は、一次繊毛は胎生期にはまだほとんど
存在せず、生後に形成され、生後 21 日
までに成熟することが知られている 
(Arellano J. I. et al, 2012) (図 1 の点
線) 。そこで、大脳皮質神経細胞は、生
後 21 日以降は、一次繊毛を起点とした
ストレス応答性を獲得するという仮説
を立て、研究を開始した。 
２．研究の目的 
研究代表者は初めに、上記 1.の仮説の検証を行うため、大脳皮質特異的な Emx1-Cre マウス

と、flox Ift88 ホモマウスを交配し、大脳皮質特異的に一次繊毛を欠損したマウス (Emx1-
Cre/Ift88fl/fl; cKO マウス) を作製した。生後 7 日目の cKO マウス群にアルコール投与すると、
斑点状の活性型 Caspase-3 シグナルが、特に大脳皮質の第 5 層の神経細胞に多数検出されるこ
とを見出した (図 2)。また、これまでの
予備実験の結果、出生直後に形成される
神経細胞の一次繊毛は臨界期後の環境
ストレス耐性を獲得する上での起点で
あること、及び、アルコール投与下で一
次繊毛が形成されない場合、細胞質内で
斑点状に Caspase-3 が活性化され、大脳
皮質における樹状突起の発達不全が観
察されることが明らかとなった。これら
のことから、臨界期後に一次繊毛に依存
して誘導されるストレス応答シグナル
の存在が示唆された。このシグナルの探
索を行い、ストレス応答に対する臨界期
の概念、及びその動的変化を制御する分
子基盤を確立することを本研究の目的
とする。 
３．研究の方法 
アルコール曝露に対する IGF-1 受容体の挙動を解析すると共に、その下流シグナル伝達機構

を解析する。さらに、アルコールを投与した cKO マウスにおける、Caspase-3 依存的な大脳皮
質における樹状突起の発達不全の分子機構を明らかにする。さらに、研究代表者が見出した分子
機構が、一般的な環境ストレス応答でも認められるかを検証するために、環境ストレスとして麻
酔薬への曝露モデルを用いて同様の解析を行う。 
研究項目 1 一次繊毛を起点とした IGF-1/Akt 経路活性化機構の解明 
1－A  アルコール曝露による一次繊毛膜上での IGF-1 受容体の活性化機構の検証 
活性型 IGF-1 受容体に対する抗体 (Yeh C. et al, 2013) を用いて、アルコール曝露下の生後 7 日
目の一次繊毛膜における発現を解析する。 

図 1. HSF1-HSP シグナル活性と、一次繊毛の成熟
度が、神経細胞の環境ストレス耐性の臨界期を制
御している仮説。 

図 2. cKO マウスの大脳皮質にアルコールを曝露す
ると、第 5 層の神経細胞において斑点状の活性型
Caspase-3 の検出が顕著に増加する (左: PBS を投与
した cKO マウス、右: アルコールを投与した cKO
マウス)。 

cKO マウス + PBS 投与 cKO マウス + アルコール投与 



1－B  IGF-1 下流に存在する分子の活性化の可能性の検証 
アルコール曝露下において、IGF-1 の下流シグナル分子である Akt や S6 のリン酸化の検出を免
疫染色により検討する。 
研究項目 2 一次繊毛を起点とした樹状突起の伸長および分岐を制御する機構の解明 
ゴルジ体のトラフィッキングが阻害された樹状突起、あるいはゴルジ体が局在しない樹状突起
は、長さ、分岐数がともに低下する (Horton A.C. et al, 2005)。また、ゴルジ体関連タンパク質
である GRASP65 は活性型 Caspase-3 によって切断されることが知られている (Lane J.D. et 
al, 2002) 。従って、アルコールを投与した cKO マウスにおける活性型 caspase-3 の蓄積が
GRASP65 を切断し、その結果ゴルジ体のトラフィッキングが起こらなくなり、樹状突起の伸長
および分岐が阻害される可能性が考えられるため、以下の検証を行う。 
2－A  活性型 Caspase-3 により樹状突起内でゴルジ体が切断される機構の検証 
まず、アルコールを投与した cKO マウスの樹状突起内に存在するゴルジ体において、活性型
Caspase-3 により GRASP65 が切断されているかどうかを免疫染色により解析する。さらに、
Akt アゴニストの SC79 の投与により、 GRASP65 の切断が抑えられるかを検証する。 
2－B  光褪色後蛍光回復法を用いた樹状突起内でゴルジ体のトラフィッキングの検証 
cKO マウスの胎生 14 日目大脳皮質由来の神経幹細胞に、ゴルジ体を可視化できる Galactose-1-
phosphate uridyl transferase (GalT)に Venus を融合させたプラスミドを導入し、ニューロン
に分化させる。次に、ニューロン中の GalT-Venus 陽性領域にレーザーを集光し、褪色させた後、
その領域に流入する Venus の蛍光強度の回復を解析する方法(光褪色後蛍光回復法)を用い、ア
ルコール存在下での cKO マウス由来ニューロンにおいて Venus 分子の回復する速度が遅くな
るかどうかを検討する。 
研究項目 3 麻酔薬による斑点状活性型 Caspase-3 の検出の可能性の検証 
これまでの研究から、小児期に中枢神経系が抗てんかん薬や麻酔薬に暴露されると、正常発達に
障害が生じる可能性が示唆されている (Fujimura K. et al, 2016; Huang L. et al, 2016) 。そこ
で、本研究によって得られる知見が、こ
れらの一般的な環境ストレスにおいて
も認められるかを検証するため、生後 7
日目の cKOマウス群をケタミンやイソ
フルラン等の麻酔薬に曝露し、活性型
Caspase-3 の染色パターン、及び一連
の細胞内シグナルの変化を解析する。
さらに、SC79 によってこれらの表現型
が抑制できるかを検討する。 
４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
 生後 7 日目の cKOマウス群に麻酔薬
としてケタミンを投与すると、斑点状
の活性型 Caspase-3 シグナルが、アル
コール投与時と同様に、大脳皮質の第 5
層の神経細胞に多数検出されることを
見出した (図 3)。また、臨界期中に環境
ストレスとしてアルコールを曝露する
と、一次繊毛を欠損していないマウス
の大脳皮質の第 5 層神経細胞の一次繊
毛膜上において、活性型 IGF-1 受容体
に集積していることを見出した(図 4)。
このことから、PI3K/Akt シグナル伝達
経路が活性化されていることが示唆さ
れた。一方で、臨界期中に環境ストレ
スを与えた一次繊毛欠損マウスの大脳
皮質の第 2/3 層神経細胞においても、
斑点状の活性型 Caspase-3 が多数検出
されることを見出している。研究代表
者は、IGF-1 受容体が大脳皮質の第 2 層
の神経細胞の一次繊毛膜上に集積して
いないことも確認しているため、第 5 層
において発現している IGF-1 受容体を
第 2 層に運搬する何らかのシステムが
想定される。近年、一次繊毛の先端が千
切れて細胞の外に放出される現象が発見され、細胞の外に放出された毛の先端部分に含まれて
いるタンパク質を高精度に検出する方法が確立されている(Phua S.C. et al, Cell, 2017)。そこ
で、研究代表者は、胎生 14 日目大脳皮質由来神経細胞を用いて培養上清を回収し、超遠心法に
より細胞外小胞(Extracellular Vesicles; EV)を抽出する実験系を構築することに成功した。一次

図 4. 一次繊毛を欠損していないマウスの大脳皮質
にアルコールを曝露すると、リン酸化された IGF-1
受容体が検出される (左: アルコールを投与した対
照マウス、右: アルコールを投与した cKO マウス)。
スケールバーは 5 m。 

図 3. cKO マウスの大脳皮質にケタミンを曝露する
と、第 5 層の神経細胞において斑点状の活性型
Caspase-3 の検出が顕著に増加する (左: ケタミン
を投与した対照マウス、右: ケタミンを投与した
cKO マウス)。スケールバーは 200 m。 
 



繊毛から放出される小胞のみを解析する手法として、繊毛を持つ細胞と持たない細胞、それぞれ
の培養上清から細胞外小胞(Extracellular Vesicles; EV)を超遠心法で回収することが考えられ
たが、生後 7 日目の大脳皮質の神経細胞を培養することは技術的に容易ではないため、生後の
大脳皮質から EV を回収することに難渋すると考えられた。そこで、研究代表者は、胎生 14 日
目大脳皮質由来神経細胞を用いて培養上清を回収し、超遠心法により胎生期大脳皮質由来の培
養神経細胞から EV を抽出する実験系を構築することに成功した。 
(2) 得られた成果の国内外における位置づけとインパクト 
一次繊毛は、細胞外のシグナルを感知するセンサーとして機能し、光、化学、機械刺激や、様々

なシグナルを受容し細胞内へ伝達する。興味深いことに数多くの受容体が、リガンドの存在下で
一次繊毛に集積し、その結果、細胞外シグナルを増強する。しかしながら、どのような分子機構
で受容体が一次繊毛へ運ばれるのかは不明な点が多く、また、一次繊毛とストレス応答の関連に
ついては、これまでに報告されていなかった。本研究を通じて、一次繊毛を介した環境ストレス
応答が、大脳皮質の樹状突起を変性から保護する役割を果たすことを発見した。研究代表者らは、
これまでに熱ショック応答という胎生期の大脳皮質の保護機構を見出してきたが、臨界期、そし
て、それ以降においても、新たな大脳皮質の保護機構を提唱する根拠となる成果を得た。一次繊
毛の形成異常や機能異常に起因すると考えられている遺伝性疾患は総称して繊毛病と呼ばれ、
網膜色素変性症、嚢胞腎、多指症、水頭症、不妊、肥満など、多岐にわたる症状を呈するだけで
なく、神経症状を伴うことも多いことが知られている。本研究において得られた知見は、今後、
有効な治療法を確立していない繊毛病の神経症状に対して、画期的な治療法の開発の一助にな
ると考えられる。本研究成果は、学術科学雑誌『Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America』に原著論文として掲載され、慶應義塾大学からプレ
スリリース発表も行った。この原著論文はこれまでに 17 回引用されており、国内外において本
研究に対する関心の高さがうかがえる。 
(3) 今後の展望 
研究代表者は、これまでに超遠心法により胎生期大脳皮質由来の培養神経細胞から EV を抽

出することに成功した。哺乳類の細胞は、一次繊毛から放出される小胞以外にも、EV の一つで
あるエクソソームを放出しており、細胞を培養している培地から EV を集めてその含有物を調
べても、それが繊毛から放出された小胞に入っているものなのか、エクソソームに含まれている
ものなのか区別できない。そこで、今後は繊毛を持つ細胞と持たない細胞、それぞれを培養した
培地から EV を集め、プロテオミクスで小胞の含有物を比較することで、繊毛から放出された小
胞の含有物として複数のタンパク質等が同定されることが期待される。 
本研究において「環境ストレスに対する一次繊毛を介した臨界期中枢神経系の防御機構」の分

子基盤を明らかにした事で、一次繊毛を介した環境ストレス応答機構という新たな概念を提唱
することができ、一次繊毛に対する理解が深まるものと期待される。本研究において得られた知
見は、今後、多岐にわたる繊毛病の発症メカニズムの理解や新たな治療法への応用に貢献できる
ものと考えられる。 
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