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研究成果の概要（和文）： 

 全胚で Sbno1ノックダウン実験を行いニューロン分化や脳の領域性が影響を受ける事を示し
た。Sbno1ノックアウトマウスを作製し Sbno1機能を欠損させると、ニューロン分化が亢進し、
神経幹細胞の枯渇がみられた。また分化時期が早まったニューロンのほとんどはアポトシスを
起こしていた。yeast two hybrid screening を行い Sbno1 に相互作用する分子として Rbpj、Otub
１が単離した。免疫染色の結果から Sbno1タンパクは Wntシグナルの制御化にある可能性が示
唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Maintenance of the neural stem cells and neuronal differentiation are precisely regulated 
during brain development, and molecular mechanisms involved in this regulation have not 
been fully understood yet. We found that the homologue of Sbno1 is required for neuronal 
differentiation by gene-knockdown experiments in zebrafish. We next examined in vivo 
function of Sbno1 during mouse brain development. We examined expression pattern of Sbno1 
protein using anti-Sbno1 antibodies. In the developing cerebral cortex, Sbno1 was 
observed in the nucleus of differentiating neurons near the marginal zone, and also in 
the cytoplasm of the cells in basal side including the ventricular zone. To achieve gene 
knockout specifically in the dorsal forebrain, we constructed Sbno1-floxed mice, and 
crossed these to Emx1Cre transgenic strain that expresses Cre-recombinase in the 
developing dorsal forebrain. Sbno1 conditional knockout (cKO) mice had a very thin 
cerebral cortex, when examined at postnatal day 10. Proliferation of the neural stem cells 
was slightly in the E12.5 Sbno1 cKO. We observed intermingling of the neural stem cells 
and differentiating neurons from E12 to E14 in Sbno1 cKO embryos, suggesting premature 
differentiation of the neurons. Cell death detected by TUNEL method and active caspase3 
or p53 immunoreactivity was robustly occurred in cKO cortex. Cell death was observed in 
the Tuj1 positive differentiating neurons, but not in the Pax6 positive neural stem cells. 
These observations suggest that Sbno1 is essential for not only maintenance of the neural 
stem cells but also survival of differentiating neurons. 
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１．研究開始当初の背景 
 脳中枢神経系発生過程におけるニューロ
ン分化には様々なシグナル機構が働いてい
る。しかし、それらシグナル経路やその下流
で働く転写調節因子が協調して働きニュー
ロンを秩序だって産生する機構については
十分に理解されていない。我々は脊椎動物の
中枢神経系発生における脳形態形成機構に
関与する新規遺伝子の同定を目的に遺伝子
スクリーニングを行い、ショウジョウバエ
strawberry notch (sno)のマウス相同遺伝子
Sbno1 を同定した。Sno はショウジョウバエ
遺伝学的解析から Notchシグナルの下流因子
であると考えられている。しかし、線虫では
sno 相同遺伝子は RAS 経路に関わっていると
され、また我々の解析では sbno1 は Reelin
シグナルによって制御されている可能性が
示唆された。よって、strawberry notch フ
ァミリー分子の機能は実験系によって、全く
異なる働きをしている事が示されていた。 
 
２．研究の目的 
 Sbno1 遺伝子とそのタンパク質産物のマウ
ス脳発生過程での働きの解明。Sbno1 と相互
作用する分子がニューロン分化において、ど
の様に関与しているかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 Sbno1遺伝子座の第３エクソンを LoxP配列
で挟んだノックインマウスを作製し、Creリ
コンビナーゼを発現するドライバーマウス
とかけあわせることで組織、発生段階特異的
な遺伝子欠損を行わせた。胚や新生児マウス
の脳を摘出し、免疫組織学的解析を行った。 
 Sbno1の一部アミノ酸配列の合成ペプチド
を作製し、ウサギに免疫しポリクローナル抗
体を作製した。２つの異なる部位に対するペ
プチドを作製し、それぞれを 3匹のウサギに
免疫した。 
 Sbno1を培養細胞で強制発現させるプラス
ミドベクターを作製した。他のタンパク質と
の相互作用を免疫沈降法によって確認した。
また Sbno1タンパクの局在を特異的抗体によ
って確認した。 
  
４．研究成果 
 作製した抗 Sbno1 ポリクローナル抗体は、
どれもウェスタン解析では明瞭に Sbno1タン
パクを検出する事が出来た。免疫組織染色を
行った場合には便宜的に２番とした抗体で

は、脳組織で特
異的な染色を示
した(右図)。し
かし１番では組
織全体が染まっ
たことから、 1
番の抗体は組織
学的解析には用
いることが出来
ないことが分か
った。２番の抗

体で検出されるシグナルは、後述のノックア
ウトマウスでは消失することから、特異的な
染色であると考えられる。 
 Emx1-Cre ドライバーマウスを floxed 
Sbno1 マウスとかけあわせることで、Sbno1
欠損を大脳皮質発生で特異的に起こすこと
が出来た。生後 10 日で脳を摘出し、組織学
的観察を行うと、大脳皮質が極めて薄くなっ
ている事が分かった。また海馬は見られなか
った(下図)。 

 大脳皮質発生過程を観察すると、E14.5 で
既に大脳皮質領域が非常に薄くなっており、
Pax6発現で標識される神経幹細胞が、大脳皮
質領域で枯渇していた(下図)。 

  E13.5 では、大脳皮質領域は、まだ薄く
なっていなかったが、幹細胞の減少は始まっ



ていた。更には、この時期には TUNEL、活性
型カスパーゼ３、p53（下図）と言ったアポ
トシスを示す分子マーカーがノックアウト
マウスにおいて検出された。 
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