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研究成果の概要（和文）：私共は、新生仔マウスを用いて嗅球の神経新生における神経発達障害関連分子の機能
解析を行っていた過程で、in vivoエレクトロポレーションによって、新生仔マウス海馬歯状回神経幹（前駆）
細胞に、外来遺伝子を導入できることを見いだした。本研究では、エレクトロポレーションの条件（電圧や電極
位置など）の最適化を行い、新規遺伝子導入法を確立した。この手法により自閉症関連分子CYFIP1の発現を抑制
すると、新生仔期に産生された歯状回神経細胞の発達に異常が見られた。この結果から、私共が確立した新規遺
伝子導入法は、歯状回神経細胞の発達機構を解析するために有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In the course of study to clarify functions of neurodevelopmental 
disorder-associated genes in the neonatal neurogenesis of the olfactory bulb in mice brain, we found
 that the in vivo electroporation method is applicable to the analysis of neonatal development of 
dentate gyrus. We determined conditions of the electroporation such as the voltage and the position 
of the electrodes for the efficient gene transfer to neonatally born dentate granule neurons. Using 
this new method, we found that the knockdown of the autism-associated gene CYFIP1 caused the 
reduction of neonatally born dentate granule neurons. We consider that this method is a useful tool 
for the exploration of the mechanism of neonatal dentate gyrus development.

研究分野：神経化学
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１．研究開始当初の背景	
 
近年、自閉症などの知的障害のみならず、統
合失調症などの精神疾患に関しても胎生期
から新生児期の神経発達の異常が関与して
いると考えられている。これらの「神経発達
障害疾患」の多くは、遺伝的関連性が指摘さ
れており、国内外の研究グループによって患
者家系の遺伝学的解析が精力的に行われて
きた。その結果、知的障害の発症に関与する
分子として、RhoGAP、	
 PAK3、	
 FMR1、	
 OPHN-1、	
 
ARHGEF6、CYFIP1 などが、また、統合失調症
の 発 症 に 関 与 す る 分 子 と し て 、
dysbindin-1(DTNBP1)、DISC1、NRG1、COMT、
Kalirin などが病因候補遺伝子として同定さ
れている。しかしながら、これらの分子の解
析は、そのほとんどが遺伝学的解析にとどま
っており、分子機能の解明にまで至っている
ものは少なかった。	
 
私共は、新生仔マウスを用いた電気穿孔法
（エレクトロポレーション法）により、嗅球
神経前駆細胞の発達における神経発達障害
関連分子の機能解析を行っていた。その過程
で、エレクトロポレーションによって、ある
条件下で新生仔マウスの海馬歯状回神経幹
（前駆）細胞への遺伝子導入が可能であるこ
とが分かってきた。個体レベルでの歯状回神
経幹（前駆）細胞の発達の解析は、これまで
遺伝子改変マウスや部位特異的なウイルス
ベクターの注入などが行われてきた。エレク
トロポレーションによる遺伝子導入法は、こ
れらの手法に比べて簡便でコストが安いな
どの利点がある。この手法が確立できれば、
個体レベルで歯状回神経細胞の発達におけ
る神経発達障害関連分子の機能解析を効率
的に行うことができると考えられた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
エレクトロポレーション法による新生仔マ
ウス海馬歯状回神経細胞に対する遺伝子導
入法は、これまで全く報告がなかった。そこ
で、本研究では、エレクトロポレーションを
行う際の電圧条件や電極位置などを検討し、
この新規遺伝子導入法の最適化を試みた。さ
らに、この手法を用いて、新生仔マウスの歯
状回神経細胞の発達における神経発達障害
関連分子の機能解明を目指した。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)新生仔マウス脳のエレクトロポレーショ
ン	
 
生後 0~1 日目の新生仔マウスを低温処置に
より麻酔後、脳室内に、ガラスキャピラリー
を用いて遺伝子溶液を注入した。その後、ピ
ンセット型電極（5mm 円形）でマイナス極側
を背側にして、頭部を挟み電気パルス(電圧
50~110V、パルス時間 50msec、パルス間隔
950msec)をかけた。新生仔マウスは、37°C
に加温して麻酔から回復させた後に母マウ
スへ返し、飼育を続けた。	
 
(2)組織切片の作製	
 

4％パラホルムアルデヒド/PBS によりマウス
を還流固定後、脳を取り出し、4°C で一晩、
同じ固定液に脳を浸した。PBS で脳を洗浄後、
3%アガロースに包埋し、バイブレイティング
ミクロトームによって 70µm あるいは 100µm
の切片を作製した。	
 
(3)免疫組織染色	
 
組織切片を 0.5%	
 Triton	
 X-100 と 0.1%ウシ血
清アルブミンを含む PBS に浸し、室温で 1時
間振とうした。その後、0.05%	
 Triton	
 X-100
と0.1%ウシ血清アルブミンを含むPBSで希釈
した一次抗体を加えて、4°Cで一晩振とうし
た。PBS で 3 回洗浄後、0.05%	
 Triton	
 X-100、
0.1%ウシ血清アルブミンおよび 4′,	
 6-ジア
ミジノ-2-フェニルインドール(DAPI)を含む
PBS で希釈した二次抗体を加えて、室温で 1
時間振とうした。PBS で 3 回洗浄後、切片を
蛍光褪色防止剤で封入した。標本の観察は、
蛍光顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡を
用いて行った。	
 
(4)神経発達障害関連分子の機能解析	
 
生後 0 日の新生仔マウスの脳室に、GFP 発現
ベクターと Kalirin あるいは CYFIP1 の発現
を抑制するベクター（pSUPER-Kalirin、
pSUPER-CYFIP1）を混合した DNA 溶液を注入
し、エレクトロポレーションを行った。その
後 21 日間飼育を継続した。そして、(2)およ
び(3)の手法により組織標本を作製し、顕微
鏡観察を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)最適な電圧条件の決定	
 
GFP 発現ベクターを新生仔マウス脳室内に注
入し、最適な電圧条件を検討した。その結果、
50V では GFP を発現した歯状回顆粒細胞は全
く見られず、80V および 110V で GFP 陽性細胞
が多数観察された（図１）。80V と 110V で比
較すると、110V で GFP 陽性細胞が多くなる傾
向にあったが、両者に統計的な有意差は見ら
れなかった。これらの実験の結果を考慮して、
今後の実験は 110V で行うことにした。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図１．電圧による遺伝子導入効率の変化	
 
	
 	
 	
 白色：GFP，青色：DAPI（核）	
 
	
 
(2)最適な電極位置の決定	
 
まず、背腹軸に沿った電極位置の検討を行っ
た。頭頂部から 0°、45°、90°の位置に電



極を配置してエレクトロポレーションを行
ったところ、0°と 45°では、同程度の数の
GFP 陽性細胞が歯状回顆粒細胞層で見られた。
一方、90°では、0°と 45°の場合と比較し
て、GFP 陽性細胞の数が有意に減少した。	
 
次に、吻尾軸に沿った電極位置の検討を行
った。マイナス電極をラムダから見て吻側へ
5mmおよび10mmの場所へ電極を配置して比較
を行ったところ、後者の場合に歯状回顆粒細
胞層における GFP陽性細胞の数が有意に多い
ことが分かった。	
 
(3)GFP が導入された歯状回神経幹（前駆）細
胞の発達	
 
生後 0日でエレクトロポレーションによって
GFP を遺伝子導入した後に、歯状回神経幹（前
駆）細胞の発達を経時的に観察した。その結
果、エレクトロポレーション後３日目では、
短い突起を出した細胞が、歯状回門から顆粒
細胞層の領域で観察された（図２）。そして、
７日から１０日後になると、多くの細胞は顆
粒細胞層内に配置され、樹状突起と見られる
神経突起を伸ばし始めていた（図２）。さら
に、14 日から 21 日後にかけて、複雑に分岐
した樹状突起の形成が見られた（図２）。ま
た、14 日後以降から樹状突起スパインの発達
も見られ、28 日後には、肥厚した成熟スパイ
ンが観察された（図３）。エレクトロポレー
ションを行った後、少なくとも 9ヶ月後まで
は GFPを発現した細胞を確認することができ
た（図３）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図２．GFP を発現させた歯状回神経細胞の
発達（１）	
 
上段の図中において、白四角で囲った部位を
拡大した画像を下段に示した．白色：GFP,	
 青
色：DAPI（核）	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図３．GFP を発現させた歯状回神経細胞の
発達（２）	
 
上段の図中において、白四角で囲った部位を
拡大した画像を下段に示した．白色：GFP,	
 青
色：DAPI（核）	
 

	
 
(4)神経発達障害関連分子の機能解析	
 
これまでの実験により確立できた新規手法
を用いて、統合失調症との関連が指摘されて
いる低分子量 G タンパク質活性化因子
Kalirin および自閉症との関連が知られてい
る低分子量 Gタンパク質のエフェクター分子
である CYFIP1 の機能解析を行った。エレク
トロポレーション後 21 日目に組織切片を作
製し、歯状回顆粒細胞層における GFP 陽性細
胞の配置を解析したところ、Kalirin をノッ
クダウンした場合には顕著な変化は見られ
なかった。一方、CYFIP1 をノックダウンした
場合には、歯状回顆粒細胞層における GFP 陽
性細胞の数が減少する傾向が見られた。これ
らの結果から、私共が確立した新規遺伝子導
入法は、歯状回神経細胞の発達機構の解析に
有用であると考えられた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図４．歯状回神経細胞の発達における神
経発達障害関連分子の機能．	
 
生後 0日のマウス歯状回神経幹（前駆）細胞
に GFP 発現ベクターと CYFIP あるいは
Kalirin 発現抑制ベクターを遺伝子導入後、
21 日目に標本を作製した．白色：GFP,	
 青色：
DAPI（核）	
 
	
 
(5)今後の展望	
 
本研究では、個体レベルの新規遺伝子導入法
を確立することができ、さらに、分子機能解
析における有用性も示すことができた。前述
のように、続々と神経発達障害関連分子が同
定されてきているが、その分子機能や病態へ
の関与については未解明な点が多い。今回確
立した手法は、比較的簡便でコストも安いと
いう利点があり、世界中の多くの研究グルー
プで利用される可能性がある。私共の研究グ
ループのみならず、広く利用されることで、
神経発達障害の病態解明につながる研究の
進展が期待される。	
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