
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21 年 4 月 17 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：2007〜2008 

課題番号：19370090 

研究課題名（和文） Fgf8 シグナルによる小脳分化の制御 

  

研究課題名（英文） Fgf8 signaling for cerebellar differentiation 

  

研究代表者 

仲村 春和（NAKAMURA HARUKAZU） 

東北大学・大学院生命科学研究科・教授 

研究者番号：90079690 

 
 
 
研究成果の概要： 
 峡部オーガナイザーFgf8 の強いシグナルにより、Ras-ERK 経路が活性化されると小脳が分
化することを示したが、その活性はすぐに抑制される必要があり、ずっと活性化されると中脳
胞の小脳への分化転換は起こらない。Fgf8b と DN-Sprouty2 の強制発現の後、DN-Sprouty2
の転写を Off にすると中脳胞は小脳へとその運命を変えた。本研究により、小脳が分化するた
めには、Fgf8b により Ras-ERK 経路が活性化され、その後負の制御因子 Sprouty2, Sef, MKP3
等により、その活性が抑制されることが必要であることが明らかになった。 
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研究分野：神経発生学 
科研費の分科・細目：生物科学・発生生物学 
キーワード：形態形成、細胞内・細胞間情報伝達 
 
１．研究開始当初の背景 
 我々のニワトリ胚における研究、ノックア
ウトマウスでの研究により、1）Otx2, Pax2, 
En1 という転写因子の発現が重複した領域が
中脳として分化し、Gbx2, Irx2 等の発現部位
が後脳に分化すること、2）中脳後脳境界部
（峡部）は中脳、後脳のオーガナイザーとし
て働き、前の方に中脳視蓋を、後ろの方に小
脳を分化させること、3）オーガナイジング
分子として最も重要なのはFgf8で、そのFgf8
にはいくつかのアイソフォームが存在し、峡
部では Fgf8a と Fgf8b が発現していること、

4）Fgf8b の強制発現により、中脳胞での Otx2
の発現が抑制され, 本来後脳胞で発現する
Gbx2,Irx2 の発現が中脳胞で誘導され、中脳
胞は発生運命を変えて小脳として分化する
こと、5）Fgf8a の強制発現では中脳胞、後脳
胞の発生運命は変わらず、間脳に視蓋が誘導
されるが、Fgf8b の濃度を 1/100 に希釈して
強制発現すると Fgf8a タイプの作用にかわる
ことから、強い Fgf8 シグナルを受ける領域
が小脳が分化として分化することが明らか
となった。さらに最近の我々の研究により、
峡部でERKがリン酸化されていること、Fgf8b
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の強制発現により ERKのリン酸化が促進され
ること、ドミナントネガティブ型 Ras を強制
発現すると本来の小脳領域で、小脳に置き変
わって視蓋が分化することから Fgf8 の下流
で Ras-ERKシグナル経路が活性化されると小
脳が分化することが明らかとなった（図 2）。
また Ras-ERKシステムは厳密な制御を受けて
おり、Fgf8 によって誘導される Sprouty2 が
そ の 経 路 を 負 に 調 節 し て い る 。 こ の
Fgf8-Ras-ERK シグナルが流れすぎると中脳
後脳境界が前により、少ないと境界は後によ
る。(Sato et al., Development, 2001; Sato 
& Nakamura, Development, 2004; 
Suzuki-Hirano et al., Development, 2005) 
 
２．研究の目的 
 そこで、Fgf8-Ras-ERKシグナルの下流でど
のような遺伝子が誘導あるいは活性化されて
小脳が分化するのか、またFgf8の下流で視蓋
の分化に働くシグナル経路は何かと言うこと
が大きな問題となる。他のシステムでERKの下
流でEtsファミリーのPea3サブファミリーが
働くことが報告されているので、これらの遺
伝子が小脳分化にどのように関わっているか、
もし関わっているとしたら単独で小脳の分化
を誘導できるのか、あるいはIrx2等の分子と
共同で働くのかについて、エレクトロポレー
ション法による強制発現、ドミナントネガテ
ィブ型、あるいはsiRNA導入による遺伝子ノッ
クダウン法により追究する。 
 また小脳の分化には強いFgf8シグナルによ
り、Ras-ERK経路が活性化される必要がある。
しかし、これまで予備実験により小脳分化に
はいったん活性化されたERKの活性がまた抑
えられる必要があることが示唆されている。
そこで、Fgf8bとドミナントネガティブ型
Sprouty2を共導入し、Ras-ERKシグナルを活性
化し続けると、中脳後脳の領域化はどのよう
になるか、追究する。 
 また、中脳後脳部にはSprouty2を始め、Sef, 
MKP3などRas-ERK経路の負の調節因子がFgf8
と重複した形で発現している。これらが中脳
の領域化、小脳の領域化、あるいは中脳視蓋
の極性形成にどのように関わっているかを明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）.小脳分化のために ERK の下流で働く
分子として、他のシステムでの結果から、ま
ず Pea3 遺伝子にターゲットを絞った。Pea3
サブファミリーにはPea3, Erm, Er81という
遺伝子が存在するが、それぞれの強制発現、
共通のドミナントネガティブ型 DNA のエレ
クトロポレーションによる強制発現実験を
行った。 
（２）.小脳分化には Ras-ERK シグナル経路
が活性化され、その後その活性が抑えられる

必要があるかということを見るために、
Fgf8bとドミネガのSprouty2を強制発現し、
中脳胞、小脳胞の発生運命を調べた。Fgf8b
と DNSprouty2 を強制発現の後、MEK の阻
害剤 U-0126 を染みこませたビーズを中脳胞
に挿入した。最近、エレクトロポレーション
によりトランスフェクトした遺伝子をテト
ラサイクリンにより、Tet-on, Tet-off を行う
ことができるようになったので、これらを利
用し、DN-Sprouty2 をエレクトロポレーショ
ン 6 時間後より Tet-off により転写されない
ようにした。 
（３） 峡部には Sprouty2 だけでなく、Sef, 
MKP3 といった Ras-ERK 経路の負の調節因
子が複数発現しているので、それらの役割に
ついて検討した。 
 
４．研究成果 
（１） ERK の下流で小脳分化に働く遺伝子 
 Pea3 遺伝子群の中では Pea3 が最も小脳分
化に関係のありそうな発現をしている。実際、
Fgf8 を強制発現すると Pea3、Erm の発現が誘
導され、ドミナントネガティブフォーム変異
型(DN-)Ras を強制発現すると、Pea3 は細胞
自律的に抑制されたことから、Pea3 の発現は
Fgf-Ras/ERK 経路を介して制御されているこ
とが示唆された。 
 Pea3 が実際に峡部で活性化しているかど
うかを調べるため、Pea3 の結合配列の下流に
最小プローモーターと GFP を連結した Pea3
の活性化を示すレポーターを作成し、このレ
ポーターを in ovo electroporation 法によ
り中脳後脳領域に導入したところ、GFP の蛍
光が後脳胞で観察された。さらに、このレポ
ーターを Fgf8b と共導入したところ、中脳後
脳領域で強い GFP の蛍光が観察された。これ
らの結果から、内在性の Pea3 は、後脳胞で
Fgf8 シグナルによって強く活性化されてい
ることが示唆された。 
 そこで、Pea3 を中脳胞に強制発現すると、
中脳特異的に発現する Otx2 の発現は抑えら
れ、後脳特異的に発現する Gbx2 の発現が誘
導される。しかし、構造的には中脳視蓋とし
て分化した。ただ、外顆粒層と思われる層が
出現したので、ERK の下流でいくつかの遺伝
子が分担して小脳分化に働いている可能性
があり、現在そのことを検証している。 
 
（２）Ras-ERK 経路の制御と小脳分化 
小脳の分化には強い Fgf8 シグナルにより
Ras-ERK シグナル経路が活性化される必要が
あるるが、この経路の活性化は ERK のリン酸
化によって検出できる。正常発生過程では
stage 9, 10 の頃に予定小脳領域である後脳
胞で ERK がリン酸化されているが、stage 11
になると、後脳胞での ERK のリン酸化はみら
れなくなり、峡部から中脳胞にかけ、峡部を



中心に前後勾配を持つかたちで ERKのリン酸
化がみられる。峡部領域では Ras-ERK 経路を
負に制御するものとして Sprouty2, Sef, 
MKP3等がFgf8と重複する形で発現している。
そこで、小脳の分化にはいったん活性化した
ERK が再び脱リン酸化される必要があるかを
見るためにまず Fgf8b と DN-Sprouty2 を強制
発現した。その結果、ERK の活性化は持続し、
エレクトロポレーション 18 時間後でも ERK
の強いリン酸化が見られた。結果的に中脳胞
の発生運命は変わらず、視蓋として分化した
（図 1）。 

図 2：Fgf8b と DN-Sprouty2 の強制発現,6 時間
後に DN-Sprouty2 の転写を Tet-off した結果 
A: E12.5 の脳の側面、B: 中脳を通る切片、C:B
で示された C の拡大図 
Fgf8b で Ras-ERK 経路を活性化し、当初
DN-Sprouty2 により、Sprouty2 の働きを抑え、
その後 DN-Sprouty2 の転写をテトラサイクリ
ンで Off にし、ERK の活性を抑えると、中脳胞
の発生運命が変わり、小脳として分化した
（ect-cer）。外顆粒層（B: egl）も分化してい
る。cont:対照側, exp:実験側, 

 
 Ras-ERK 経路の負の調節因子の役割を見る
ために、Fgf8b と DN-MKP3 を共発現させたと
ころ、ERK の活性化は持続された。ただし、
Fgf8b と DN-Sprouty2 の共発現の時ほど ERK
のリン酸化は強くなかった。中脳に滑車神経
様の構造が分化したことから、結果的に峡部
に分化したと考えられる。 

図 1：Fgf8b と DN-Sprouty2 強制発現 
A:E12 の脳の全体像、B:中脳を通る切片 
ERK の活性を持続させ続けると中脳胞の運
命転換は起こらず、視蓋として分化する。 
tel: 終脳, tect:視蓋, cer:小脳, fp:底板 

 以上の結果から、Fgf8 のシグナルにより
Ras-ERK 経路が活性化されるが、Sprouty2, 
Sef, MKP3 等の負の制御因子によりその活性
は急速に押さえられる。ERK の活性化レベル
と、負の制御の程度によって、小脳、峡など
の領域が形成されると思われる。 

 そこで、Fgf8 と DN-Sprouty2 の強制発現ベ
クターをエレクトロポレーションし、17 時間
後、MEK の阻害剤 U0126 を染みこませたビー
ズをおいた。その結果、ERK の活性は押さえ
られ、中脳胞では Otx2 の発現が抑えられ、
Gbx2 の発現が誘導され、後脳として分化する
ように見えるが、毒性が強く、小脳の形態が
分化するには至らなかった。 
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