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研究成果の概要（和文）：ヒトが高度な社会性などの固有の脳機能を獲得した機序として、神経回路構築を担う
マイクロエクソン（ME: 3～27ntのエクソン）のスプライシング機構に注目した。シナプス誘導因子PTPRDの持つ
3つのMEの選択的スプライシングは、シナプスの標的選別とシナプスの性質決定を担う。ヒトiPS細胞由来神経細
胞とマウス神経細胞の間でこれらのME選択パターンを比較したところ、特定のMEの選択比率がヒト神経細胞で低
いことがわかった。また、両者のME選択は神経活動によっても調節を受けたが、そのパターンの変化は互いに異
なっていたことから、ヒトとマウスの間で神経活動依存的な神経回路構築機構が異なる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The evolutionary mechanisms in which humans have acquired unique brain 
functions remain largely unknown. In this study, we focused on the microexons' splicing program of a
 synapse organizer gene, PTPRD, which governs synaptic target selection and synaptic properties. 
Comparisons of alternative splicing patterns of human and mouse PTPRD/Ptprd gene microexons using 
cultured mouse neurons and human iPS cell-derived neurons revealed that human PTPRD gene microexons 
were included in the transcripts less frequently. Furthermore, the KCl treatments to induce 
depolarization of neurons rapidly altered the alternative splicing patterns in both mouse and human 
neurons, however the direction of the KCl-treatment effects on the microexons' inclusion/exclusion 
was totally different between mouse and human neurons. These results suggest that the principle of 
activity-dependent neural network formation in human brain likely to be different from that in 
mouse.  

研究分野：神経科学一般

キーワード： 脳神経回路　高次脳機能　マイクロエクソン　選択的スプライシング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では脳神経回路構築において重要な役割を担うシナプスオーガナイザー遺伝子のマイクロエクソンの選択
プログラムがマウスとヒトで異なることを明らかにした。本成果はヒトとマウスの間の脳神経回路構築の基本原
理が異なることを示したものであり、ヒトの脳進化を紐解く重要な知見として学術的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景  
人類は言語を操り、複雑な社会や文明を構築するなど、極めて高次で固有の脳機能を獲得してき
た。ヒトと他の哺乳類の間ではゲノム構造や保有する遺伝子レパートリーが高度に保存されて
おり、個々の遺伝子産物のアミノ酸配列もマウスとの間で平均 80%以上、チンパンジーとの間で
99％が同じである。このような遺伝子配列レベルでの高い保存性にもかかわらず、脳機能の種差
が生まれ、ヒトが固有の高次脳機能を獲得できた理由はよく判っていない。他の哺乳類と比べた
際のヒトの脳の特徴は、大脳皮質の大きさ、シナプス数の多さ、シナプスの多様性にある。凡そ
1000 億個の神経細胞が形成するシナプスの数は 150 兆個に上ると推定される。この膨大なシナ
プスの構築を制御するヒトに固有の遺伝的プログラムの獲得こそがヒト脳機能の高度化に大き
く寄与したと考えられる。近年、哺乳類の神経細胞において選択的に利用される 3〜27ヌクレオ
チド (nt) の極めて短いエクソン（マイクロエクソン, micro-exon (me)）の存在が明らかになり、
神経系で働くタンパク質の機能に多様性を生む新たなメカニズムとして注目されている。また、
自閉スペクトラム症患者の脳において、マイクロエクソンの選択調節の異常が認められること
から、コミュニケーション能力などヒト特有の高次脳機能の発達にマイクロエクソン選択調節
が重要な役割を担うことが示唆されている。私達の研究グループはマウスを用いた研究から、神
経回路形成において中心的役割を担うシナプスオーガナイザー遺伝子 Ptprdの 3つのマイクロエ
クソンの選択的スプライシングがシナプス標的の選択とシナプス誘導量を決定することを見出
していた（Yoshida et al., J. Neurosci, 2011: Yoshida et al., J. Neurosci, 2012: Yamagata et al., Nat. 
Commun, 2015: Yamagata et al., Sci Rep, 2015）。また、ヒトのオソログ遺伝子 PTPRDの変異は自
閉スペクトラム症との関連が示唆されていた。このような背景から、ヒトの高次脳機能を支える
神経回路の高度化（ヒト化）の一端に PTPRD遺伝子マイクロエクソンの選択的スプライシング
プログラムの獲得が寄与するとの仮説を持った。ヒト脳機能の分子基盤に関する研究では、倫理
的な問題からヒト標本の使用に制約があり、仮説の検証が困難であったが、現在では iPS細胞か
ら分化誘導した神経細胞を用いることによってシナプスや神経回路レベルでの仮説の検証が可
能となっている。また、ゲノム編集技術によって、ヒト型遺伝子をマウス等に導入して、その影
響を評価することも可能になってきている。そこで、ヒト iPS細胞由来神経細胞を用いた PTPRD
遺伝子マイクロエクソンの選択的スプライシングプログラムの解析とマイクロエクソンの選択
的スプライシングプログラムをヒト化したマウス系統の作出と解析を行うことで、上記仮説の
検証を行うことにした。   
 
２．研究の目的  
本研究の目的はヒトの脳機能が他の哺乳類に比べて著しく発達した進化的機序を明らかにする
ことである。 神経回路構築の設計図となるシナプスオーガナイザーPTPRD/Ptprd 遺伝子のマイ
クロエクソンの選択的スプライシング機構に注目して、ヒトの脳神経系に特徴的な PTPRD遺伝
子マイクロエクソン選択調節機構の獲得が脳機能の高度化（ヒト化）をもたらした可能性を実験
的に検証することを目指した。  
 
３．研究の方法  
(1)マウスとヒトの PTPRD/Ptprd 遺伝子マイクロエクソンの選択的スプライシングプログラムの
比較解析 
シナプス前部オーガナイザーである受容体チロシン脱リン酸化酵素 PTPRDは、３つのマイクロ
エクソン(meA3, meA6および meB)の選択的スプライシングによって８種類のスプライスバリア
ントが作り出され、バリアントごとに異なる種類のシナプスを誘導する。マウス Ptprd遺伝子の
マイクロエクソンの選択的スプライシングが脳部位や発達時期（遺伝的要因）に応じてどのよう
に調節されているのか、また神経活動（環境要因）によってどのように調節されるかを、8種類
の Ptprd スプライスバリアントの発現比率を算出する PCR フィンガープリント法で明らかにす
る。また、ヒト iPS細胞から誘導した神経細胞 (ヒト iPS神経細胞)を用いて、発達段階に応じた
PTPRD 遺伝子のマイクロエクソンの選択パターンや神経活動（電気刺激、KCl 処理）によるそ
の変化を解析し、マウス Ptprd遺伝子とヒト PTPRD遺伝子間のマイクロエクソン選択的スプラ
イシングプログラムの違いの有無を明らかにする。 
 
(2) マイクロエクソンスプライシングプログラムのヒト化モデルマウスの作出と解析 
シナプス形成調節の鍵となるマウス Ptprd遺伝子の 3つのマイクロエクソンの選択調節を担うシ
スエレメント(intron 5~9までの約 9kb)をヒト PTPRD遺伝子の対応領域 (intron 12-16)とスワップ
したマウス系統 (Ptprd meヒト化マウス)を作出し、マウスの脳内各部の Ptprdマイクロエクソン
の選択比率の算出、各種シナプスマーカー抗体染色による回路形態の観察、更に社会性テスト、
学習テスト等を含む行動バッテリーテストを行い、マイクロエクソン選択プログラムのヒト化
が神経回路構築および行動パターンに与える影響を解析し、脳機能の高度化（ヒト化）をもたら
すか否かを評価する。 



  
 
４．研究成果 
(1) マウスとヒトの PTPRD/Ptprd 遺伝子マイクロエクソンの選択的スプライシングプログラム
の比較解析 
①  マウス脳組織および培養神経細胞における
Ptprd 遺伝子マイクロエクソンの選択的スプライシ
ングプログラムの解析 
 様々な発達段階のマウス脳内各部位より cDNA
ライブラリーを作製し、Ptprd 遺伝子の 3 つのマイ
クロエクソンの選択状態（8 種類のスプライスバリ
アントの発現比率）を PCR フィンガープリント法
で解析した。その結果、8種類のスプライスバリア
ントは脳内部位ごとに固有の比率で発現し、その比
率は発達段階に応じて変化することがわかった（図
1）。また、この比率には個体差が殆どなく、遺伝的
に決められたマイクロエクソンの選択的スプライ
シングプログラムに従って調節されることが示唆
された。また、培養神経細胞の電気刺激や高カリウ
ム刺激では、速やかに（１時間程度で）Ptprd遺伝子
の meB の選択状態が変化することも明らかになっ
た。 
② ヒト iPS神経細胞における PTPRD遺伝子マイク
ロエクソンの選択的スプライシングプログラムの
解析 
 ヒト PTPRD遺伝子についても 8 種類のスプライ
スバリアントの発現比率を算出できるようにマウ
ス同様の PCR フィンガープリント法をデザインし
た。ヒト iPS 神経細胞（リプロセル社）の培養開始
から経時的にサンプリングし、8 種類のスプライス
バリアントの発現比率を解析すると、培養開始時に
は 3 つのマイクロエクソンはスプライシングによる
選択制御を殆ど受けないことがわかった。その後、
培養１週間から 2 週間にかけて各マイクロエクソン
の選択率は増加した。しかし、各マイクロエクソン
の選択比率はマウスのいずれの脳組織のものよりも
低いものであった（図 2）。 
 培養 2週間後のヒト iPS神経細胞に KCl処理を施
し、その 4 時間後の各マイクロエクソンの選択率・
８種類のスプライスバリアントの発現比率の変化を
調べると、特定のスプライスバリアントの発現比率
が急激に変化することが明らかとなったが、この変
化のパターンはマウス神経細胞を KCl 処理および
電気刺激した際のものとは大きく異なっていた（図
3）。 
 現在、細かい神経活動（電気刺激）パターンに応
じたヒト PTPRD 遺伝子およびマウス Ptprd 遺伝子
マイクロエクソンの選択的スプライシングパター
ン変化の比較検討を進めている。 
 
(2) マイクロエクソンスプライシングプログラムの
ヒト化モデルマウスの作出と解析 
 データベースの解析から、マウス Ptprd遺伝子お
よびヒト PTPRD 遺伝子の 3 つのマイクロエクソン
の上流イントロンには選択的スプライシング調節
に関わるコンセンサス配列（intronic splicing enhancer 
sequence: ISE)が存在することがわかった。これら全
てを含むマウス Ptprd 遺伝子上の９kb の領域を
PTPRD 遺伝子の対応領域に置き換えるヒト化モデ
ルマウスの作出を試みた。マウス Ptprd遺伝子上の
２箇所（エクソン 5 内およびイントロン 9 内）を切断するガイド RNA をデザインした。また、
ヒト PTPRD 遺伝子のイントロン 12-16 を含み、5'側を相同組換えで、一方 3'側を２本鎖切断面
の末端修復機構によって導入するため（コンビクリスパー法）のターゲティングベクターを作製



した。これらと Cas9タンパク質をマウス受精卵へマイクロインジェクションし、ノックインマ
ウス系統のスクリーニングを行った。しかしながら、これまでのところ、目的としているマウス
Ptprd遺伝子エクソン 5–10およびヒト PTPRD遺伝子エクソン 12–17の間のスワップ個体は得ら
れていない。本研究で標的としたマウス Ptprd遺伝子とヒト PTPRD遺伝子の対応領域はとても
長く（９kb）、イントロンを含めて塩基配列が極めてよく保存されているため、相同性アームで
の組換えが起きにくいと考えられた。そこで、マウス Ptprd 遺伝子上の対応領域（エクソン 5 - 
イントロン 9）を一旦、切り出したマウス系統を樹立したのちに、ヒト PTPRD遺伝子のイント
ロン 12-16を再度ゲノム編集によって導入する方法に変更して、現在、マウス系統樹立を進めて
いる。系統樹立後に行動バッテリー試験を行う予定である。 
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