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研究成果の概要（和文）：脳の発生において機能の異なる神経がどのようにその数を調整しながら産生されるのかその
メカニズムはほとんど分かっていない。本研究では、胎児期に初期の神経で発現する増殖因子FGF18が神経幹細胞を制
御することによって、後期に産生される神経の数を制御する事を発見した。FGF18は脳の発生の中期から後期にかけて
初期に産生された神経で発現しており、FGF18遺伝子欠損マウスは、後期の産生される神経の特異的な減少が見られた
。この事は、初期に産生された神経細胞がFGF18を分泌することにより、つぎに産生される後期の神経の生産量を神経
幹細胞の維持を介して制御すると言うフィードバック制御の可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：The radial glial (RG) cells are multipotent stem cells in the developing brain. Du
ring this stage, the different types of neurons are produced sequentially in a stage-dependent manner and 
the final six-layered structure is formed. The mechanism of the RG cell maintenance has been well studied;
 however, it is largely unknown how the population of distinct progeny is controlled. We found that a neur
onal FGF, FGF18 is important for this process. The FGF18 gene is expressed in the neural layer at the midd
le stage of neurogenesis, but not at the early stage. The brain of FGF18 KO mice showed a reduction in RG 
cell numbers at the middle stage of neurogenesis and a specific reduction of late born neuron numbers at t
he postnatal stage. From these results, we propose a feedback signaling from neurons to radial glia cells,
 in which the early born neurons control the number of late born neurons that are generated.
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１．研究開始当初の背景 
 神経幹細胞は高度に極性化した上皮様の
細胞であり、その極性に沿って細長いプロセ
スとよばれる突起を basal 側（基底膜側）と
apical 側（頂端側）にのばしている。発生の
初期、神経幹細胞は対称分裂し、その数を増
やしていく。神経分化が始まると、自己複製
しながら、分化した神経細胞を生み出す非対
称分裂を行う。このメカニズムは、典型的な
極性細胞の非対称分裂であると考えられて
きた。すなわち、細胞の極性に対して平行に
分裂すると、極性に沿った細胞内の物質は等
分配され、対称分裂となり、縦または、斜め
に分裂することにより、細胞の極性を分断す
るように分裂が起こり、極性に沿った細胞内
の物質がそれぞれ別々に分配され、異なる運
命を持つ細胞が生まれる。神経幹細胞の場合、
basal 側受け継いだ細胞は神経、apical 側を
受けついだ細胞は幹細胞の運命に決定され
るモデルが提唱されてきた。しかしながら、
発生を通じて、分裂の方向は、ほぼ一定であ
るなど、異論も多く、モデルが訂正されるな
ど、長い間混乱が続いている。 
 ハエと同様にマウスにおいても神経幹細
胞の維持にはNotchのシグナルが重要であり、
分裂後のNotchシグナルの非対称性が存在す
ると考えられている。ハエと同様に、分裂時
に Numb のような Notch の阻害因子が運命決
定因子として、非対称に分配にされるという
モデルも提唱されているが、ごく一部のグル
ープから報告されているにすぎず、いまだに
コンセンサスはとれていない。 
 このように、分化、未分化を決定するメカ
ニズムは未だに解明されていないが、最近、
ライブイメージング解析により、神経幹細胞
の性質維持に必須な構造が明らかとなって
きている。しかしながら、細胞の構造が運命
の決定にどのような役割を果たしているか
は、ほとんど解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 脳の発生は一層の上皮細胞から多層の神
経層からなる複雑な構造を構築する過程を
端的に示す例であるといえる。それらは神経
幹細胞の分裂パターンと性質の変化によっ
て構築されると考えられており、分化によっ
て生じた神経細胞からのシグナルが後の幹
細胞の性質変化に重要な役割を果たすこと
が知られている。しかしながら、分化細胞か
ら幹細胞への「フィードバックシグナル」の
分子メカニズムは、発生学、医学的に重要で
あるが、ほとんど明らかとなっていない。本
研究では、新たに見出した神経細胞由来の増
殖因子の解析を通じて、マウス脳発生をモデ
ルとした幹細胞の空間的、時間的な制御のメ
カニズムに迫りたい。 
 
３．研究の方法 
 本研究はFGF18と神経幹細胞の関係につい
て三段階の解析をおこなう。 

1.FGF18 が神経幹細胞における作用点の同定。
FGF18 ノックアウトマウスの解析結果は
FGF18 シグナルが幹細胞の維持に関与してい
る事を強く示唆している。幹細胞の維持には、
二つのメカニズムが必要である。一つは、増
殖性の維持。もう一つは神経分化の抑制であ
る。それぞれについて、FGF18 ノックアウト
マウスと野生型の比較、FGF18 遺伝子の過剰
発現の効果等を調べ、作用点を明らかとする。 
 FGFシグナリングの下流にはMPAK経路など
様々な経路、そして転写因子が活性化される
ことが知られている。FGF18 の下流の因子を
同定するために、リン酸化特異的な抗体によ
る組織染色、またはウエスタンブロテッイン
グによって、野生型と FGF18 ノックアウトマ
ウスの比較を行い、主要なメディエーターを
同定する。さらには、恒常的活性化状態や
RNAi、ドミナントネガティブのコンストラク
トを導入する事によって、神経幹細胞に与え
る影響を調べ、幹細胞維持に関与する経路を
同定する。 
 
2.個体レベルの FGF18 の役割について、脳の
形成に関する表現型解析。 
 コンベンショナルなFGF18遺伝子のノック
アウトマウスは、他のグループにより、すで
に作成されており、入手済みである。しかし
生後間もなく、致死となるために、生後の脳
の形成の解析は不可能だが、胎生期の神経幹
細胞の解析は可能である。遺伝子の発現パタ
ーンの解析とあわせて、異なる時期・領域な
ど脳全体での幹細胞や神経の産生に異常が
ないか幅広く解析を行う。 
 また、生後の脳形成の表現型を観察するた
めに、コンディショナルノックアウトマウス
の作成を行う。本マウスの作成においては、
本研究所の動物資源開発室との共同研究を
行う。作成したコンディショナルノックアウ
トマウスを用いて、生後の神経層形成、神経
発生後のグリア産生など影響が無いか解析
する。また、FGF18 遺伝子は、発生の中期か
ら後期にかけて一過的に発現している。その
時期は、ちょうど Deep layer の神経から
Upper layer の神経の産生へと、幹細胞の性
質が変化する時期であり、FGF18 が単に幹細
胞の維持だけでなく、性質変化にも関与して
いる可能性がある。このため、発現のタイミ
ングを早めたり、長めたりすることより、産
生される神経の種類に変化が見られるか解
析する。 
 
3.FGF18 シグナル伝達における Basal プロセ
スの役割。 
 FGF18 は分泌性の増殖因子であり幹細胞へ
の作用は二つの方法が考えられる。 
① 単純拡散により幹細胞の細胞体へ到達し、
レセプターに結合して、核にシグナルを伝
える。 
② basalプロセスが積極的にFGF18を受け取
り、細胞内部をシグナル伝達因子が移動す



る。 
 これら想定した二つの可能性は、排他的で
はなく、両者が同時起きている可能性もある。
そのため、まずは、FGF18 シグナル経路分子
の脳内の分布について徹底的に検証を行う。
解析により同定したメディエーター分子に
蛍光タンパク質で標識を行い、basal プロセ
ス内での挙動をフォトブリーチング法を用
いて、拡散の方向性や、FGF18 ノックアウト
マウスでの挙動の変化を調べる。 
 同様の手法を用いて蛍光ラベルした FGF18
を神経層に異的に発現させたり、吸着したビ
ーズや発現細胞を移植する方法などにより、
細胞外での挙動を解析する。 
 さらに FGF18シグナルの伝達経路を阻害す
る事によって、実際に非対称分裂や OVZ 幹細
胞の維持に影響が出るかを解析する。特に非
対称分裂に関しては、ライブイメージングを
用いて分裂前後の変化を調べる。これによっ
て、なぜ basal プロセスを引き継ぐことが、
運命の非対称性に結びつくか、運命決定にど
の程度の寄与をもっているのかを検証する。 
 OVZ 幹細胞は、basal プロセスをだけをも
つことから、FGF18 シグナルの影響をより受
けやすいと考えられる。しかしながら、マウ
スにおいてはOVZ幹細胞は非常に数が少ない
事から解析が困難である、そこで、分裂の方
向性がランダムになりOVZ幹細胞が増大して
いるLGN遺伝子変異マウスとの二重変異マウ
スを作製する事により、OVZ 幹細胞への影響
を個体レベルで調べる。 
 
４．研究成果 
 脳において様々な種類の神経がどのよう
にそれぞれの数を調整しながら産生される
のかはほとんど分かっていない。本研究では、
胎児期に初期の神経で発現する増殖因子
FGF18 が神経幹細胞を制御することによって、
後期に産生される神経の数を制御する事を
発見した。FGF18 は脳の発生の中期から後期
にかけて初期に産生された Deep layer 神経
で発現しており、FGF18 遺伝子欠損マウスは、
後期の産生される Upper layer 神経の特異的
な減少が見られた。この事は、初期に産生さ
れた神経細胞がFGF18を分泌することにより、
つぎに産生される後期の神経の生産量を神
経幹細胞の維持を介して制御すると言うフ
ィードバック制御の可能性を示唆している。
このような制御は異なる機能を持った神経
層の比率を制御していると考えられ、なぜヒ
ト脳で Upper layer が大きく発達しているか
のメカニズムの解明に寄与する可能性が考
えられる。 
 一方、遠くはなれた神経層から放出された
FGF18 のシグナルを神経幹細胞がどのように
受けているのか、FGF18 シグナルの下流の因
子については、完全に解明できておらず、今
後更なる解析が必要であると考えられる。 
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