
金沢大学・附属病院・臨床検査技師

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）

１３３０１

若手研究

2022～2020

高等哺乳動物を用いた胎児脳回形成異常に関与するシグナル経路の解明

Elucidation of signaling pathways involved in fetal abnormal cortical folding 
using ferrets.

４０８４４３４５研究者番号：

水口　敬司（Mizuguchi, Keishi）

研究期間：

２０Ｋ１６８４９

年 月 日現在  ５   ５ ２５

円     2,300,000

研究成果の概要（和文）：　我々はこれまでに発達した大脳を持つ哺乳動物フェレットを用いて脳回形成にFGF
シグナルが重要であることを世界に先駆けて見出してきていた。そこで本研究ではフェレットとFGFを突破口と
して、高等哺乳動物に特徴的な大脳皮質の特性やその異常疾患病態の解明を行うこととした。FGF受容体の下流
で活性化するシグナルを検討するために、フェレット大脳皮質の切片を作成し、免疫組織染色およびin situ 
hybridization法を用いて解析した。FGFシグナルを活性化するとoRG神経前駆細胞やアストロサイトが著しく増
加することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：We have uncovered that FGF signals are important for the formation of 
cortical folds using ferrets, which are carnivorous mammals with well-developed brains. In this 
study, we investigated the features of the cerebral cortex characteristic to higher mammals and 
pathophysiological mechanisms of brain diseases using ferrets and FGF signaling. Sections of the 
ferret cerebral cortex were prepared and analyzed using immunohistochemical staining and in situ 
hybridization. We found that oRG neural progenitor cells and astrocytes were markedly increased by 
the activation of FGF signaling.

研究分野： 分子神経科学

キーワード： 大脳皮質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　大脳皮質は高次脳機能の中枢であり、脳神経系のなかでも特に重要である。高等哺乳動物の大脳皮質は肥大化
しており、また表面にはシワ(脳回)が存在するなど発達しており、高次脳機能の基盤となっている。我々の研究
室では、発達した大脳を持つ哺乳動物フェレットに着目して、フェレットの大脳皮質での遺伝子操作技術を子宮
内電気穿孔法やゲノム編集技術を用いて独自に確立してきた。これらの技術的優位性を生かして、脳回形成に
FGFシグナルが重要であることを世界に先駆けて見出してきた。本研究の成果は脳回形成に重要なシグナルを明
らかにしたものであり、さらにフェレットが発達した大脳の研究に有用であることを示唆している。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 大脳は高次脳機能の中枢であり、脳神経系のなかでも特に重要である。ヒトに至る長い進化の
歴史のなかで、脳神経系、特に大脳は大きく発達してきた。体積が大きくなり、さらに様々な発
達した脳構築を獲得してきた。これらの脳構築は、高次脳機能の基盤となったと考えられている。 
 ヒトやサルなど高等哺乳動物の大脳皮質の表面には、脳回と脳溝から構成される皺が存在す
る。大脳皮質が脳回を獲得したことにより、頭蓋の限られた容積のなかに、より多くの神経細胞
を持つことが可能となり、脳機能の発達が可能になったと考えられている[1]。また、脳回形成
が障害された患者では強い脳機能障害をきたすことが知られている。従って、脳回形成機構およ
びその異常疾患病態の解明は神経科学の最重要研究課題の一つであるが、これまでその分子メ
カニズムはほとんど分かっていなかった。 
 これまで分かっていなかった理由として１）現在、分子遺伝学的解析に用いられているマウス
の大脳には脳回が存在せず、マウスを用いた脳回の解析が困難であること、２）脳回を持つ高等
哺乳動物に使用可能な遺伝子操作技術が整備されていなかったことが挙げられる。これらの問
題点を解決するために、私が所属する金沢大学 医学系 河崎洋志教授の研究室では脳回を持つ
など脳神経系が発達した食肉類哺乳動物フェレットに着目して、フェレット大脳での遺伝子操
作技術を世界に先駆けて確立してきた[2-4]。フェレットは中型食肉類哺乳動物で、体長約 50cm、
体重約 1-2kg、平均寿命は 6-8 年、ヨーロッパケナガイタチが家畜化したものと言われている。
我々は、フェレットの大脳に遺伝子操作技術を導入できれば、発達した大脳を用いた遺伝子レベ
ルでの脳研究の突破口となると考えた。マウスの遺伝子操作方法として広く用いられていた子
宮内電気穿孔法をフェレットに応用することにより、フェレット大脳への遺伝子導入に成功し、
さらにゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 と組み合わせることによりフェレット大脳での遺伝子ノ
ックアウトに成功した[2-5]。これらの技術的優位性を活用して、これまでに線維芽細胞増殖因子
(FGF)シグナル、ソニックヘッジホッグ(Shh)シグナル、転写因子 Tbr2 および大脳皮質表層の増
加などが脳回形成に重要であることを報告してきた[4, 6-9]。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究課題では研究室における技術的なアドバンテージを最大限に活用し、脳回形成
の分子メカニズムを解析することとした。特に脳回形成に重要であることが判明した FGFシグ
ナルを切り口として、その下流のシグナルを検討することとした。FGF 受容体は受容体型チロ
シンキナーゼに属することから、その下流では MAPキナーゼ経路および PI3キナーゼ／Akt 経
路が活性化することが予想された。そこで、子宮内電気穿孔法を用いてフェレットの大脳に FGF
を発現するプラスミドを導入した後に、組織切片を作成して、MAPキナーゼ活性化の指標とな
るリン酸化 MAPキナーゼ、PI3キナーゼ／Akt活性化の指標となるリン酸化 4E-BP1 を免疫組
織染色法で検討することとした。さらに MAPキナーゼ経路活性化および PI3キナーゼ／Akt 経
路活性化により発現量が上昇する Sprouty や Gli1 の発現量を in situ hybridization で検討する
こととした。 
 また発生期の大脳皮質には、脳室帯に存在する radial glia (RG)細胞、脳室下帯に存在する
intermediate progenitor (IP)細胞、および外側脳室下帯に存在する outer radial glia (oRG)細胞
とう３種類の神経前駆細胞が存在することが知られている。そこでそれぞれの細胞のマーカー
である Pax6、Tbr2、HOPX、リン酸化ビメンチンを免疫組織染色法で同定することにより、MAP
キナーゼ経路および PI3 キナーゼ／Akt 経路の活性化により増加している神経前駆細胞の種類
を同定することとした。 
 
３．研究の方法 
(1)免疫組織染色法 
 4%パラホルムアルデヒド(PFA)で還流固定した大脳を OCT compound に包埋し、凍結した。
クリオスタットを用いて厚さ 20-50µm の切片を作成し、浮遊切片もしくは付着切片を作成した。
切片を 2%ウシ血清アルブミン/0.3% Triton X-100/PBS でブロッキングした後に、一次抗体を含
むブロッキング液と 4℃で一晩反応させた。PBS で洗浄した後に、Cy3 や Alexa488 などの蛍光
を標識した２次抗体および Hoechst 33342 と室温で３時間反応させた。PBS で洗浄した後にカ
バーグラスで包埋した。なおいくつかの抗体を用いる際には、あらかじめクエン酸バッファーと
電子レンジを用いて抗原賦活化を行った。蛍光写真は蛍光顕微鏡や共焦点顕微鏡を用いて撮影
を行った。 
 
(2)In situ hybridization 
 作成した切片を 4%PFA で 10 分間固定したのちに、proteinase K で 10 分間タンパク分解処
置を行い、0.25%無水酢酸で 10 分間処理した。ハイブリダイゼーション液になじませた後に、
ジゴキシゲニン標識 RNAプローブを含むハイブリダイゼーション液で一晩処理した。そのあと
で SSC を用いて洗浄し、アルカリフォスファターゼ標識抗ジゴキシゲニン抗体と反応させた後
に NBT/BCIP で発色した。 



 
(3)ウエスタンブロット 
 脳組織を取り出し、サンプル処理液で処理した。SDS-PAGE で電気泳動した後に、PVDF膜
へと転写した。ブロッキングをした後に 1 次抗体を含んだブロッキング液で一晩反応させた。
TBS で洗浄した後に、2 次抗体を含んだブロッキング液と反応させた。TBS で洗浄した後で、
ECL Plusキットで発色し、写真撮影を行った。 
 
(4)RT-PCR 
 QIAGEN のキットを用いて脳組織より RNA を抽出した後に、DNase I でゲノム DNA を除
去した。Superscript III で逆転写を行い cDNA を作成したのちに、この cDNA をテンプレート
として各遺伝子特異的なプライマーを用いて PCR を行った。アガロース電気泳動を行い、PCR
産物を検討した。 

 
(5)子宮内電気穿孔法 
 プラスミドは過去の論文で用いた pCAG-EGFP および pCAG-FGF8 を用いた[8]。プラスミ
ドは Endofree Plasmid Maxi Kit を用いて精製し、5 mg/ml に調整したものを用いた。適切な
最終濃度になるようにプラスミドを混ぜた後に 0.5% Fast Green を添加してプラスミド液に色
を付けた。ガラス針を用いて側脳室にプラスミド液を注入した後に、100 V, 10 ms の矩形波を
５回与えることにより遺伝子導入を行った。矩形波を与えるときには PBS を多く滴下すること
により乾燥を防いだ。数日後に 4%PFA で還流固定を行った後に、上述の方法で大脳を中心に免
疫組織学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
 脳回形成期のフェレット大脳において子宮内電気穿孔法でプラスミドを導入し、FGF シグナ
ルを活性化させた。MAPキナーゼ経路および PI3キナーゼ／Akt 経路が活性化しているかを免
疫組織染色およびウェスタンブロット、RT-PCR などで検討した。フェレット大脳の組織切片を
作成し、免疫組織染色を用いて解析した結果、リン酸化 MAPキナーゼのシグナルおよびリン酸
化 4E-BP1 のシグナルが亢進していることを見いだした。さらに Sprouty や Gli1 の発現も亢進
していた。この結果は MAP キナーゼ経路および PI3 キナーゼ／Akt 経路が活性化しているこ
とを示唆している。 
 Pax6、Tbr2 や HOPX、リン酸化ビメンチンなどの発現を免疫組織染色で検討し FGFシグナ
ルの活性化により増加している細胞を解析したところ、大脳が発達した高等哺乳動物に特徴的
とされる oRG 細胞が著しく増加していることを見いだした。おもしろいことに GFAP陽性細胞
も増加していたことから、アストロサイトも増加していることが示唆された。この結果は、脳回
形成に oRG 細胞やアストロサイトも関与している可能性を提起している。 
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