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研究成果の概要（和文）：　マウスの全大脳半球培養の際に大量の神経細胞死が生じることを確認し、ある特定
の培地成分の有無によって神経細胞死が大きく影響を受けることを発見した。この成分が神経細胞死を誘導する
機構を検討し、分子的機序の一部を明らかにした。さらに、この成分による神経細胞死誘導を阻害できる薬剤を
見出した。
　また、マウス胎生期に一過的に虚血にして神経細胞死等を誘導した際に発現が変動する分子群を同定し、変化
の大きいシグナル経路を同定した。

研究成果の概要（英文）： We found that massive neuronal cell death occurred during culture of mouse 
cerebral cortex and that a certain component in the culture medium was important for this cell death
 induction. We have therefore analyzed the mechanism of this cell death, and have discovered a drug 
that could prevent the cell death by inhibiting this mechanism. 
 We have also identified a set of genes whose expression was changed dramatically when mouse embryos
 had been exposed to transient ischemia. 

研究分野：発生神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 我々は以前、マウス脳の発生過程を子宮
外で継続させることのできる系として、大脳
半球全体を旋回しながら培養する系を確立
し、様々な解析に使用してきた（Yozu, et al., 
J. Neurosci., 25 (31), 7268-7277, 2005; 
Kanatani, et al., J. Neurosci., 28 (50), 
13582-13591, 2008; Kanatani, et al., PNAS, 
112 (36), E4985-94, 2015）。その過程で、
髄膜付きで培養すると平滑な表面を持った
まま大脳半球は成長する一方で、髄膜を除去
してから培養すると脳表面が平滑ではなく
なり、大きく変形することを見出した。また
それに伴い、大量の神経細胞死が髄膜除去脳
に生じていることを見出した。 
 
(2) 妊娠週数 28 週未満で生まれるヒトの超
早産児は、発達後に高い確率で高次脳機能障
害を引き起こすことが知られている。虚血な
どによる神経細胞死等の障害が関係してい
る可能性が予想されていたが、その詳細は不
明であった。 
 
２．研究の目的 
(1) まずは髄膜の有無による差が再現性良
く生じることを確認する。そして、マウス大
脳半球を髄膜を除去してから培養するとな
ぜ大量の神経細胞死が起こるのかを明らか
にし、その細胞死を防ぐ方法と機構を見出す
ことを目指した。 
 
(2) ヒト超早産児が生まれる時期に相当す
るマウス胎仔をモデルとし、一過的に虚血に
したときに神経細胞の生存に与える影響を
明らかにする。そして、神経細胞の生存を守
る人為的介入方法を見出すための手がかり
として、虚血の際に変化を生じる分子群やシ
グナル経路を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス胎仔の大脳半球を摘出し、少量の
液体培地を含むガラスボトルに入れて旋回
しながら培養を行なった。その際、髄膜をあ
らかじめ除去した大脳半球と、髄膜を残した
大脳半球を用意し、それぞれ培養して経過を
観察した。また、液体培地中の成分を少しず
つ変えた一連の培地を用意し、それぞれを用
いて同様に大脳半球を培養して、その影響を
調べた。 
 
(2) まずヒトの超早産児が生まれる時期が
マウスのどの時期に相当するのかを検討す
るため、妊娠週数ごとのヒト胎児の脳の状態
を調べてマウス脳と比較した。その後、ヒト
の妊娠週数 25 週程度に相当する時期のマウ
ス胎仔に虚血操作を加え、脳の中で生じる神
経細胞死等の変化を調べた。さらに、マイク
ロアレイ解析等を行い、遺伝子発現等に変化
を生じる分子群とシグナル経路を検索した。
また、神経細胞死等を抑制できる人為的な介

入方法についての検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 髄膜をあらかじめ除去してから全大脳
半球培養を行うと、再現性良く全体が変形し、
神経細胞死が生じることを確認した。そこで
次に、培地中の成分を少しずつ変更した培地
を各種作成し、同様の培養実験を行って、神
経細胞死への影響を調べた。その結果、ある
特定の成分の有無によって神経細胞死が大
きく影響を受けることを発見した。この成分
が神経細胞死の誘導に重要な役割を有する
ことが示唆されたため、その機構を検討し、
分子的機序の一部を明らかにした。そこでさ
らに、この成分による神経細胞死誘導を阻害
する薬剤を探索したところ、ほぼ完全に阻害
できる（同条件で培養しても神経細胞死が生
じなくなる）薬剤を見出した。この薬剤は、
今回見出した神経細胞死誘導機構を直接阻
害できることも確認した。 
 
(2) 倫理委員会の承認を得てヒト胎児の脳
切片とマウスの脳切片との比較を行った。そ
の結果、産生される神経細胞の種類や移動の
状況等を指標とした場合、マウスの胎生 16.5
日程度の大脳皮質の発達段階がヒトの妊娠
週数 25 週程度の発生段階に相当すると考え
られた。そこで、マウスの胎生 16.5 日にお
いて一過的に子宮動脈を結紮し虚血にする 

図 1 虚血の影響による細胞死（前脳） 
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[Control]) 
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vs 
[Control]) 

Gene 
Symbol 

A_55_P2005475 3.7865996 3.7865996 up Sult1a1 
A_51_P256827 3.7012823 3.7012823 up S100a8 

A_55_P2269819 3.3631954 3.3631954 up Fam107a 

A_51_P321341 3.348934 3.348934 up Sult1a1 

A_51_P509573 -3.148907 3.148907 down Ccl4 
A_51_P167292 3.1191921 3.1191921 up Chil3 
A_52_P507214 -2.9049335 2.9049335 down Mmp9 
A_55_P1963154 2.867865 2.867865 up Folh1 
A_55_P2015541 2.856905 2.856905 up Hif3a 
A_55_P1998471 2.7766004 2.7766004 up S100a9 
A_51_P381618 2.7030358 2.7030358 up Pla1a 
A_51_P140710 -2.5804858 2.5804858 down Ccl3 
A_51_P265495 2.2644572 2.2644572 up Ly6a 
A_51_P411345 -2.1858144 2.1858144 down Mogat2 
A_55_P2152364 -2.149678 2.149678 down Runx2os1 
A_51_P335569 2.1330056 2.1330056 up Slco1a4 
A_52_P680751 2.12709 2.12709 up Cux1 
A_51_P185660 -2.0876887 2.0876887 down Ccl9 
A_30_P0102890
2 -2.0796466 2.0796466 down   
A_55_P1961499 2.0675395 2.0675395 up Ly6c1 
A_52_P64763 -2.0279548 2.0279548 down Gen1 
A_55_P2109033 1.9916008 1.9916008 up Hmgcs2 
A_51_P241995 1.944063 1.944063 up Col5a3 
A_66_P139546 1.9306703 1.9306703 up Igfbp6 
A_55_P2185372 1.9084626 1.9084626 up Sirt4 
A_55_P2021981 -1.8969502 1.8969502 down Ctsw 
A_30_P0101802
7 -1.8920132 1.8920132 down   
A_30_P0102721
4 -1.8913376 1.8913376 down   
A_55_P2103190 -1.8789464 1.8789464 down   

A_52_P151227 -1.8685192 1.8685192 down 
LOC1026
38165 

A_55_P2364738 -1.8572079 1.8572079 down Plxdc1 
A_30_P0101945
5 -1.8547968 1.8547968 down   
A_55_P2148403 -1.8498558 1.8498558 down   
A_51_P421140 -1.8049215 1.8049215 down Tubb6 

A_55_P2154709 -1.7986627 1.7986627 down Pter 
A_52_P796840 1.7963213 1.7963213 up Cfhr2 
A_55_P2064771 1.7928647 1.7928647 up Ly6c1 
A_51_P362066 -1.7905496 1.7905496 down Chil1 
A_30_P0102409
1 -1.7758662 1.7758662 down   
A_30_P0102955
3 -1.771854 1.771854 down   
A_30_P0102462
2 -1.7615677 1.7615677 down   
A_51_P460954 -1.7500229 1.7500229 down Ccl6 
A_52_P515826 -1.7494599 1.7494599 down Med13 
A_55_P1988048 1.7458267 1.7458267 up Emcn 
A_55_P2111302 1.7383515 1.7383515 up Cp 
A_55_P2168346 -1.7371057 1.7371057 down Banf2 
A_66_P132249 -1.7223352 1.7223352 down Akr1c13 
A_30_P0102987
1 -1.7140328 1.7140328 down   
A_55_P2010271 -1.708752 1.708752 down Samsn1 
A_55_P1962747 -1.7076668 1.7076668 down H2-Ab1 
A_51_P519791 -1.7007089 1.7007089 down Ska3 

図 2 一過的な胎生期の虚血によって発現が
変動した代表的な分子群 

 
操作を加えて、その影響を調べた。その結果、
予想通りアポトーシスに陥りつつある細胞
が多く観察された（図 1）。 
 そこで次に、RNA を抽出してマイクロアレ
イ解析を行い、虚血操作によって発現が変動
する分子群を同定する（図 2）とともに、
Ingenuity Pathway Analysis (IPA)ソフトウ
ェアを用いて変化の大きいシグナル経路の
探索を行った。その結果、炎症に関わる経路
が大きく影響を受けていることがわかった
（図 3）。 
 さらに、虚血操作時に一時的に体温を 3〜4

度低下させることにより、神経細胞死等の影
響を抑制できることも見い出した。今後さら
にその抑制機序を解明していくことにより、
神経細胞死を防ぐ機構とそれを活用した人
為的介入方法が見出されることが期待され
る。 
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