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研究成果の概要（和文）：神経発生に重要なHES1の機能を修飾するLmo3 Hen2のダブルトランスジェニックマウ
ス(Tg)では100%が水頭症を発症し、大脳皮質と神経幹細胞が存在す領域の厚みが減少し、神経細胞の前駆細胞
（IPC）が胎生期の大脳皮質で増加していた。胎仔脳室へのエレクトロポレーション法によるLmo3 Hen2両遺伝子
の高発現ではIPCは増加するが神経細胞は増加せず、各遺伝子の高発現ではIPCが減少し神経細胞が増加した。従
って、各遺伝子の高発現は未成熟な分化によるIPCの減少と幹細胞の枯渇を、両遺伝子の高発現は過剰なIPCの誘
導による幹細胞の枯渇を惹起し異常な神経発生を誘導する事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：100 % of double transgenic mice (Tg) of Lmo3 and Hen2 developed 
hydrocephalus. The cortex, ventricular and subventricular zone were thin and intermediate progenitor
 cells (IPC) were increased in cortex of embryo. Over-expression of both of Lmo3 and Hen2 by in 
utero electroporation increased IPC but not neuron and each of them decreased IPC and increased 
neuron. Therefore, over-expression of each gene might decrease IPC and deplete stem cells by 
premature neurogenesis. On the other hand, over-expression of both genes might deplete stem cells by
 induction of excess IPC. Both cases could lead to aberrant neuronal development and hydrocephalus.

研究分野： neuronal development
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1. 研究開始当初の背景	
神経堤細胞は中枢神経系、末梢神経系、上皮色

素細胞、副腎髄質細胞、甲状腺カルシトニン産

生細胞等、多様な分化を示す。この分化は、多

くの遺伝子の発現が、個体の発生過程において

時間的、空間的に制御された結果起こると考え

られる。一方、神経芽腫は代表的な交感神経系

小児固形腫瘍のひとつであり、神経堤細胞の分

化過程の異常により生じる腫瘍である。当研究

所ではこれまでに、神経芽腫の予後の異なるサ

ブセットから複数のcDNA	ライブラリーを作製

し、5,400	個の遺伝子を抽出して新規遺伝子を

含む約400	の予後に関連する遺伝子を同定し

た(Ohira	M	et	al. Oncogene,	22:5525-36,	
2003)。これらの遺伝子のうち、我々は神経発

生関連遺伝子であるLMO3（LIM-Only	protein	3）

とHEN2（nescient	helix	loop	helix	2	:	Nhlh2）

が、神経幹細胞、神経発生に重要な働きをする

HES1	によるMASH1	の転写制御に干渉して神経

細胞の増殖を亢進させ、神経芽腫の発生あるい

は悪性化に関与することを示した(Isogai	E.	

et	al.,	PLoS	ONE	6:e19297,	2011)。そ

こで、これらの神経幹細胞や神経発生に関連す

る遺伝子群の生体内での機能を検討するため、

Lmo3、Hen2	の各遺伝子を高発現させたトラン

スジェニック(Tg)

マウスを作製した

ところ、出生後早期

に水頭症が起った

（図１）。	

その発生頻度はバ

ックグラウンド系統であるC57BL/6J	マウスの

頻度（<0.01%）より高

かった（表１）。水頭

症は、脳室における脳

脊髄液の蓄積と脳室

の拡張を特徴とした主に乳幼児に起る疾患で

ある。先天性の水頭症は脳の発生異常で引き起

こされる。Lmo3、Hen2	の水頭症Tg	マウスでは、

大脳皮質と神経幹細胞ニッチである

ventricular	zone	(VZ)	の厚みが減少した（図

２）。非常に似た形質がRobo1/2	ダブルノック

アウトマウスにおいて大

脳発生時にVZ	

progenitors	のHes1	発

現量が減少した結果起る

ことが報告されて

いる(図３)	。更に、

Notch	signaling	

とその下流で発現が誘導されるHes1、このHes1	

により発現が制御されるMash1	は、神経堤細

胞や交感神経系の発生のほか、中枢神経におい

ても、神経幹細胞、脳の発生に関与することが

知られており、この発生異常は水頭症、glioma、

medulloblastoma	等の神経疾患につながるこ

とが示されている。以上のことから、Hes1	お

よびそれを取り巻く分子が機能的修飾を受け、	

交感神経以外に中枢神経系においても正常な

神経発生が干渉され発生異常と疾患を引き起

こす原因となることが考えられる（図４）。

	

	
２．研究の目的	

上記の背景に基づき、神経幹細胞、神経発生の

制御システムが、Lmo3	やHen2	等と関連してど

のように神経発生異常、神経疾患の発症に関与

するかについて検討する（図４）。	

具体的には、水頭症の発生に関わる新規分子機

構の同定を目的として、	

(1)	水頭症を発症するLmo3-Tg、Hen2-Tg	マウ

スを解析し、神経発生異常や疾患発生との関連

性をin	vivoで検討した。	



(2)マウス胎仔の脳室へのエレクトロポレーシ

ョン法により、関連遺伝子を脳の幹細胞で発現

させ、その効果

を検討した（図

５）。	

	
３．研究の方法	

これまでに間脳中脳後脳、神経管背側と神経管

から遊走してくる神経堤細胞に発現するWnt1	

promoter/enhancer	(Joseph	NM	et	al,	2004;	

Echelard	Y	et	al,	1994)	下で	HA-Lmo3	また

はFLAG-Hen2を発現させたTg	マウスを作製し

た。これらのマウスでは出生後早期に水頭症が

生じるが交配可能である。これらのマウスを用

いて以下の解析を行った。	

(1)成体での解析	

phenotype	が見られたマウスは、脳について形

態を検討し、関連遺伝子の発現とphenotype	と

の関連性を解析した。Lmo3	とHen2	の両Tg	マ

ウスのhemizygote	の掛け合わせにより相乗効

果の解析をおこなった。	

(2)胎生期での解析	

胎生期の脳について、構造、幹細胞、前駆細胞、

神経細胞について、経時的に、HE染色や、マー

カー分子（Tbr2、Tuj1	等）に対する抗体によ

る免疫染色で解析した。胎生期の場合は、異常

のあるマウスを必ずしも得ることは出来ない

が、Lmo3-Tg	とHen2-Tg	マウスのdouble	Tg	マ

ウスの胎仔であれば高頻度で発生するので、

double	Tg	マウスの胎仔を用いて解析した。	

(3)エレクトロポレーション法よる胎仔脳室へ

の関連遺伝子の導入、幹細胞での発現と効果の

検討	

胎仔脳室へのエレクトロポレーション法によ

り、Lmo3、Hen2を脳の幹細胞で発現させ、	

効果を検討した。発現が確認されなかったり胎

仔が死んでしまったりする場合は、インジェク

ション技術の練習と習得のほか、ベクターの種

類、注入するDNA	の純度や量、電流値、電圧値

などを検討した。	

	

４．研究成果	

(1)中枢・末梢神経系の発生に重要な転写因
子 HES1の機能を修飾する Lmo3と Hen2
を高発現させたトランスジェニック(Tg)マ
ウスを作製し解析したところ、中枢神経系

の発生異常と水頭症が引き起こされた。従

って、本 Tgマウスは水頭症モデルとして
重要であり水頭症の発症機構の解明につな

がると考えられる。水頭症の発生頻度は、

Lmo3と Hen2の両 Tgマウスの
hemizygoteでは野生型マウスに比較して
有意に高く、両 Tgマウスの hemizygote
を掛け合わせたダブル Tgマウスでは
100%が水頭症を発症した。発症した 3週
令マウスの脳の形態を検討したところ、大

脳皮質の厚みが減少し脳室が拡大していた。

両 Tgマウスの hemizygoteでは、水頭症の
主要な原因である中脳水道の狭窄が観察さ

れたが、ダブル Tgマウスでは観察されな
かった。従って本 Tgマウスの水頭症の原
因は中脳水道の狭窄だけではなく、大脳の

発生異常の可能性が示唆された。ダブル Tg
マウスの胎生 18.5日では、大脳皮質および
神経幹細胞が存在する脳室周辺の領域の厚

みが減少していた。この大脳の異常は胎生

13.5日では観察されなかった。胎生 13.5
日は幹細胞の増殖と神経発生が進行してい

る時期なので、本 Tgマウスでは大脳皮質
の発生異常が生じ、その後水頭症が起って

いることが考えられた。脳室周辺領域の厚

みの減少は、神経幹細胞の分裂様式が対称

分裂から非対称分裂に変化することによっ

ても起るので、胎生 13.5日の大脳皮質を神
経細胞特異的な抗体で免疫染色したところ、

野生型と比較して Tgマウスで異常は観察
されなかた。従って本 Tgマウスでは、
Lmo3と Hen2が協調的に作用して神経前
駆細胞の発生に干渉し、大脳における神経

発生の異常を引き起こしていることが示唆

された。 



(2)大脳の神経前駆細胞である radial	glia	

cells が非対称分裂をして生じる、神経細胞

の 前 段 階 の 細 胞 で あ る intermediate	

progenitor	cells	(IPC)	について、そのマ

ーカー蛋白質 Tbr2 に対する抗体で免疫染色

して検討した。胎生 12.5 日と 13.5 日の大脳

皮質では、野生型と比較してダブル Tg マウ

スで IPC の有意な増加が観察された。このこ

とをさらに検証するために、胎生 13.5 日の

胎仔脳室へのエレクトロポレーション法に

より Lmo3 と Hen2 を幹細胞で高発現させ、胎

生 14.5 日の大脳皮質の IPC について検討し

た。コントロールの胎仔脳に比較して、Lmo3

と Hen2 を高発現させた胎仔脳では IPC の有

意な増加が観察された。従って、本 Tg マウ

スでは、Lmo3 と Hen2 が協調的に作用して、

神経前駆細胞から過剰な IPC を誘導し、神経

幹細胞の枯渇と大脳における神経発生の異

常を引き起こしていることが示唆された。	

(3)Lmo3、Hen2 単独の効果を検討する為に各

遺伝子を脳の幹細胞で高発現させたところ、

IPC が減少し神経細胞が増加した。一方、両

遺伝子を高発現させた胎仔脳では IPC が増加

していたが神経細胞の増加は観察されなか

った。従って、LMO3、Hen2 各遺伝子単独の高

発現は神経細胞への未成熟な分化の亢進に

よる IPC の減少と幹細胞の枯渇を、両遺伝子

の高発現は過剰な IPC の誘導による幹細胞の

枯渇を起こすことを示唆した。いずれの場合

も大脳皮質において異常な神経発生とひい

ては水頭症の発生を誘導するものと考えら

れ、本研究の結果から水頭症の発生機構の解

明につながることが期待される。	
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