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研究成果の概要（和文）：大脳皮質は複数の神経幹細胞から産生される神経細胞やグリア細胞によって構成され、その
分化は様々な因子によって厳密に制御されている。本研究課題では形態形成因子であるヘッジホッグ（HH）シグナルに
よる分化制御メカニズムを明らかにするために、受容体の発現を終脳背側特異的に抑制するノックアウトマウスを作製
し、その表現型を解析した。HHシグナルはCyclinD2の発現を制御することで神経幹細胞の細胞周期や神経分化を調節す
る。特に第6b層の形成に重要で、ドパミンニューロンの前頭前野への投射にも関与している。これによって、発生期の
大脳皮質の組織異常による神経回路形成異常の発症メカニズムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The neocortex comprises several neuronal subtypes and neural glial cells. Differen
tiation of these cells is regulated by various factors during corticogenesis. In this study, to confirm th
e mechanism of corticogenesis controlled by the morphogen Hedgehog (HH) signaling, we established conditio
nal knockout (cKO) mice in which the expression of Smo, an HH-signaling mediator, was inhibited in the dor
sal telencephalon during development. HH signaling coordinates neurogenesis and cell cycle kinetics via it
s regulation of cyclin D2 expression. In Smo cKO mice, layer 6b exhibited hypoplasticity with decreased do
paminergic neuronal projections in the prefrontal cortex. These findings suggest that the histologic anoma
lies in the developing neocortex induced neuronal network abnormalities.
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳動物の大脳皮質の形成においては、

適切な時期に適切な数の細胞が増殖・分化を
行うことが重要である。マウスでは胎生中期
以降、終脳背側の脳室面で radial glial cell
（RGC）と intermediate progenitor cell
（IPC）が増殖と分化を繰り返し、分化した
神経細胞は脳表面に向かって法線状に移動
することで、6 層構造を持つ大脳皮質が形成
される。大脳皮質を構成する神経細胞は、産
まれた時期によってどの層を構成するかが
決定されることも知られており、適切な増
殖・分化が正常な層構造の形成に重要である。
このように大脳皮質の発生は神経細胞の増
殖や分化、移動、局在、神経ネットワークの
構築が複雑に制御されており、その制御は
様々なシグナルが複雑に関与することで調
節されている。 
大脳皮質の先天異常は、重篤な場合は生命

そのものの危機に繋がり、軽度の場合でも高
次脳機能障害に繋がるため、その発症メカニ
ズムの解明や予防法の確立は急務である。近
年、胎児期の異常や環境が高次脳機能障害や
精神疾患、生活習慣病などの成人後の疾患と
の関連性を示唆する DOHaD (Developmental 
Origins of Health and Disease)仮説が唱え
られており、胎児・発達期の環境や発育異常
が精神疾患や生活習慣病の発症リスクへ影
響することが報告されている。つまり、発生
期の大脳皮質の微小構造異常が、これまで詳
しい発症メカニズムに不明な点のあった
ADHD や自閉症といった発達障害の原因の一
つである可能性が示されている。これらの発
達障害に対し、早期にその原因となる器質的
な異常を検出し、早期治療を行うことができ
れば患者のQOLの維持にも大きく貢献できる
ものと期待できる。先天異常の発症メカニズ
ムの解明や予防法の確立は、精神疾患や生活
習慣病の予防へと繋がる、新たな局面を迎え
ている。 
 
２．研究の目的 
神経幹細胞の分化は、大まかに胎生中期に

おいては神経細胞へ、後期から生後にかけて
はグリア細胞へと発生段階依存的な制御を
受けている。近年、RGC や IPC の増殖・分化
を制御する因子が多数同定されているが、申
請者は大脳皮質原基に発現している形態形
成因子であるソニックヘッジホッグ（Shh）
が RGCや特に IPCの増殖や分化を制御してい
ることを報告している（Komada et al. 
Development 2008）。神経幹細胞の増殖と分
化は、様々な転写因子と液性因子の相互作用
によって調節されており、Shh は Key 
Molecule の一つとしての役割を果たしてい
る。神経幹細胞の多様性がどのように大脳皮

質構築に関わり、神経細胞の多様性を産み出
しているか、その分子メカニズムを明らかに
することによって、大脳皮質の細胞構築にお
ける新たな知見を示すことができる。      
同時に大脳皮質の先天異常が高次脳機能

の発達・成熟にどのような影響を引き起こす
のか、その発症メカニズムの解明を目指す。
Shh シグナルが大脳皮質の形成にも関与して
いることはすでに申請者らが報告している
が、その器質的異常は神経細胞の分布異常や
大脳皮質の特定の層の欠損など、マーカー分
子の発現を詳細に検討しないと検出できな
い微細なものである。そこでこのノックアウ
トマウスを、大脳皮質に微小構造異常を引き
起こす遺伝子改変マウスをモデルとし、その
異常の誘発メカニズムを解明することで、精
神疾患や高次脳機能障害の発症メカニズム
の一端の解明を目指す。これによってヒトに
おける高次脳機能の進化、発生や発達、ある
いは発達障害や精神疾患の発症メカニズム
の解明にも寄与することが期待される。 
 

３．研究の方法 
大脳皮質を構成する神経細胞、グリア細胞

は RGCや IPC などの複数の神経幹細胞から産
生されており、免疫組織染色やBrdU labeling
法を併用することによって、それぞれの幹細
胞から産生される細胞の種類やSubtypeを明
らかにする。また、Shh シグナルがこれらの
細胞の分化制御に関与していることから、遺
伝子改変マウスを用いて Shh シグナルの促
進・抑制モデルマウスを作製しその表現型を
解析することで、その分化制御メカニズムを
明らかにするとともに、Shh シグナルの下流
で RGCや IPC の増殖や分化を制御している因
子を探索する。  
Shh ノックアウトマウスは象鼻奇形症とい

う重篤な先天異常を示し、中枢神経系も低形
成となるため大脳皮質特異的な解析を行う
ことは困難である。そこで、Emx1-Cre ノック
インマウスを用いて、胎生期の終脳背側特異
的に Shh シグナルの介在因子である
Smoothened の発現を抑制したコンディショ
ナルノックアウト(cKO)マウスを作製し、終
脳背側のShhシグナルが神経幹細胞の増殖や
生存、分化を制御していることを報告した
(Komada et al. Development 2008)。さらに
このマウスを詳細に解析することによって、
Shh シグナルが制御する IPC の増殖・分化メ
カニズムの解明を行った。 
 
４．研究成果 
大脳皮質の微小な脳構造異常モデルマウス
として Emx1-Cre cKO マウスを詳細に解析す
ることによって、Shhシグナルが制御するIPC
の増殖・分化メカニズムの解明を行った。チ
ミ ジ ン 類 似 物 質 を 用 い た cell cycle 
kineticsの解析によってShhシグナルは細胞



周期と cell cycle exit のタイミングを調節
することによって RGC から IPC、さらには神
経細胞への分化を制御していることが明ら
かにした。また、これらの異常は成熟した大
脳皮質において5層と白質の低形成を誘発し、
神経細胞の分布や層構造形成に異常を引き
起こしていることを示した。この SmocKO マ
ウスはサブプレートが低形成であることも
報告されており（Komada et al. Development 
2008）、この領域を通って大脳皮質に投射す
るドパミン作動性神経細胞の線維の投射に
も異常を観察した。さらに、アストロサイト
のマーカーである GFAP の異所性の発現も見
られたことから、アストロサイトの分化、あ
るいは活性化の異常が引き起こされている
ことも確認した。つまり、Shh シグナルが制
御する IPC の増殖・分化制御メカニズムは、
神経細胞の分布や層構造形成を調節するこ
とによって、神経投射にも影響していること
が示唆された。 
IPC における細胞周期異常の原因を明らか
にするために、胎生期に終脳背側に発現して
いる CyclinD1、D2、Eの発現について解析を
行った。SmocKO マウスにおいて、特に
CyclinD2 の発現異常が観察され、IPC の細胞
周期の調節異常は、Shh シグナルを抑制され
る こ とによ っ てその 下 流で作 用 す る
CyclinD2 の発現が減少し、細胞周期のチェッ
クポイントを適切に通過することができず、
細胞周期が延長することによって起きてい
ることが示された。つまり、Shh シグナルは
IPCにおけるCyclinD2の発現を制御すること
によってIPCの細胞周期を適切に調節するこ
とで、適切な数の神経細胞を適切な時期に産
生し、大脳皮質の層構造の適切な形成やアス
トロサイトの産生に関与している。このこと
が大脳皮質へのドパミン作動性ニューロン
の投射にも影響しており、大脳皮質の機能的
な成熟にも関与していることを示唆してい
る。つまり、終脳背側に発現している Shh シ
グナルは、大脳皮質の器質的な先天異常の原
因となるだけでなく、高次脳機能の異常にも
関与していることが考えられる。本研究課題
では、終脳背側に発現している Shh シグナル
が細胞周期の調節を介して、大脳皮質の形態
形成や、高次脳機能の成熟に重要な役割を果
たしていることを明らかにするとともに、精
神疾患や高次脳機能障害の発症メカニズム
の一端の解明にも寄与することができた。 
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