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研究成果の概要（和文）：子宮内の低酸素環境と哺乳類大脳新皮質発生との関係を解析するために、低酸素応答
因子Hif1αの神経前駆細胞特異的なノックアウト マウスを作成した。そして、Hif1αノックアウト マウスの大
脳腹側で抑制性神経が異所的に誘導されていることを見出した。Hif1αの欠損により大脳で発現が変動する遺伝
子を探索し、Fgf15とGm10046を同定した。Fgf15の強制発現系の確立とGm10046のノックアウト マウスの作成に
より、抑制性神経発生におけるこれら遺伝子の機能解析の基盤作りが完了した。

研究成果の概要（英文）：To investigate the role of hypoxia in the development of cerebral cortex in 
mammalian embryos, we generated neural progenitor-specific Hif1α knockout mice. We found that 
LGE-derived interneurons were ectopically induced at ventral side of Hif1α knockout brain. We 
further explored genes in which expression is changed by the loss of Hif1α, and identified Fgf15 
and Gm10046. We established a basis of functional analysis of those genes, such as the 
overexpression system of Fgf15 and the generation of Gm10046 knockout mice.

研究分野：発生生物学

キーワード： 低酸素　抑制性神経　マウス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
形態形成という発生イベントは遺伝的プログラムによって進行するが、環境要因も関与することが知られてい
る。本研究では、哺乳類胚を取り巻く低酸環境が大脳発生の遺伝的プログラムを修飾し、大脳発生を制御する可
能性を検討した。本研究の成果により、子宮内の低酸素環境が撹乱されることで、仔の抑制性神経の数が変化す
る可能性が示唆された。てんかんや自閉症スペクトラム症は抑制性神経の数が変化することで発症することが示
されている。このことから、本研究成果は精神疾患の発症機構の解明や治療法の開発につながる可能性が示唆さ
れた。

※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 

哺乳類胚は子宮内膜内に着床し、低酸素環境下で胚発生を進行させる。そのため、哺乳類胚

は、遺伝的な発生プログラムの他に、低酸素環境下で発動する発生プログラムを有していると考

えた。それを支持する報告として、低酸素応答因子 Hif1 の全身性ノックアウトマウスは、神

経管閉鎖不全、鰓弓や心臓、血管などの発生異常を示し、胎生致死となることが知られている。

また、近年、低酸素による胚発生制御の例がいくつか報告されている。例えば、Hif1 が Notch

シグナルと協調的に神経前駆細胞のアストロサイトへの分化を促進すること等が報告されてい

る。研究代表者は、神経上皮細胞特異的な Hif1α欠損マウス（Hif1α-cKO）を作製し、Hif1α

-cKO 胚の大脳腹側に CGE 由来の抑制性神経が異所的に誘導されることを発見した。抑制性神

経は大脳腹側に存在する MGE と CGE から主に産生される。CGE は前方に存在する LGE と連

続した構造をとるが、LGE からは主に線条体ニューロンが産生される。しかし、連続した組織

構造から前後軸（吻尾軸）で異なる細胞種が産生されるメカニズムはほとんど不明である。また、

LGE と CGE は形態的に連続した組織であり、それぞれで特異的に発現する遺伝子はこれまで

に見つかっていない。 

 

２．研究の目的 

上述の知見から、研究代表者は、Hif1α依存的な低酸素シグナルが CGE 由来抑制神経への

分化を抑制、もしくは線条体神経への分化を促進しているという仮説を立てた。すなわち、大脳

組織内に生理的な酸素濃度の勾配が前後軸に形成されており、Hif1αの活性依存的な遺伝子発

現によって LGE と CGE がそれぞれ形成されると考えた。そこで本研究課題では、（1）Hif1α

の欠損によって発現が変動する遺伝子の同定、（2）大脳組織内の低酸素領域の可視化、（3）大脳

内酸素濃度勾配の撹乱による抑制性神経発生への影響、の 3 点について解析を行った。 

 

３．研究の方法 

（1）Hif1αの欠損によって発現が変動する遺伝子の同定 

Hif1α-cKO 胚の大脳から RNA を調整し、DNA マイクロアレイ解析を行った。2 倍以上の発現

変動が認められた遺伝子の内、血管形成や代謝などに関連する遺伝子以外を選別し、RT-qPCR

及び in situ hybridization による発現スクリーニングを行った。また、同定した遺伝子の機能解

析を行った。 

 

（2）大脳組織内の低酸素領域の可視化 

低酸素応答性の蛍光プローブである Hypoxyprobe を妊娠母獣の尾静脈から注入し、胚組織内の

低酸素領域の標識を行った。 

 

（3）大脳内酸素濃度勾配の撹乱による抑制性神経発生への影響 

血管形成を制御する sFlt-1 遺伝子を大脳腹側にエレクトロポレーション法により導入し、大脳

内の血管形成を部分的に阻害した。これにより、局所的な低酸環境を人為的に作り出し、抑制性

神経発生への影響を解析した。 

 

４．研究成果 



DNA マイクロアレイにより、Hif1αの欠損によって発現が変動する遺伝子が多数同定され

た。その中から、発現量が 2 倍以上変動していた遺伝子を Hif1αの標的遺伝子候補とした。そ

の内、血管形成や代謝に関連する遺伝子を除外した 50 遺伝子について、RT-qPCR により発現

変動の確認を行った。そして、RT-qPCR により発現の変化が確認された遺伝子の内、発現変動

幅の大きい 15 遺伝子について、in 

situ hybridization により大脳内での

発現パターンの変化を調べた（図 1）。

その結果、Hif1αの欠損によって大

脳腹側での発現が上昇する遺伝子と

して Fgf15 （図 2）、減少する遺伝

子として AP2δと Gm10046 を同定

した。AP2δは、大脳新皮質と基底核

隆起の境界部に発現していたため、

解析対象からは除外した。Fgf15 と

Gm10046が低酸素シグナル依存的に抑制神経の発生を誘導する分子であることが強く示唆され

たため、これら遺伝子の機能解析実験を行った。Fgf15 の発現上昇が異所的な抑制性神経誘導を

引き起こすのか検討するために、Fgf15 の発現ベクター

（Fgf15-pCAGGS）を構築し、in utero electroporation

法により胎生 14.5 日目の LGE に導入した。しかし、異

所的な抑制性神経は誘導されなかった。抑制性神経の

発生開始が胎生 13.0 日目であることから、遺伝子導入

のタイミングが遅いために誘導できなかった可能性が

考えられた。そこで、胎生 13.0 日目の LGE への遺伝子

導入を試みたが、子宮壁越しでは脳室の位置が不明瞭

で、プラスミド DNA の注入が困難であった。また、大

脳の構造上 LGE への遺伝子導入効率が低いことがわかった。今後は、胎生 13.0 日目またはそれ

以前の大脳を胚より摘出した後に遺伝子導入し、大脳スライス培養を用いて抑制性神経の発生

を解析する予定である。Gm10046に関しては、国立精神神経医療研究センターの井上高良博士、

井上由紀子博士にご協力いただき、ゲノム編集による遺伝子欠損マウスの作成を行った。10 世

代のバッククロス後、Gm10046ホモ欠損マウスの繁殖能、仔の生存や形態異常について調べた。

その結果、Gm10046 ホモ欠損マウスは繁殖能、生存、形態形成のいずれも正常であることがわ

かった。次に、胎生 14.5 日目の大脳における抑制性神経の発生について解析を行ったが、抑制

性神経の発生に異常は認められなかった。現在、胎生 14.5 日目以降での抑制性神経発生につい

て解析を進めている。また、10 世代のバッククロスで十分であると考えられるが、さらにバッ

ククロスを重ねて表現型が出るのか調べる予定である。 

大脳組織内の酸素濃度勾配を Hypoxyprobe により可視化することを試みた。Hypoxyprobe を

妊娠母獣の尾静脈から注入し、胎盤を通して胎生 14.5 日目、16.5 日目の胎児大脳の標識を行っ

た。標識は既報の方法を用いたが、明瞭なシグナルを観察することができなかった。そこで、注

入する時期、蛍光プローブの量などを詳細に検討したが、やはり明瞭なシグナルを得ることがで

きなかった。最近、EF5 を用いた低酸素領域の可視化法が報告されたので、今後は EF5 による

検出を試みる予定である。 

大脳組織内の酸素濃度を人為的に撹乱する目的で、小型動物用の酸素ハウスを用いて、高濃



度条件下で妊娠母獣を飼育する計画であった。しかし、実際に使用した研究者と学会で情報交換

したところ、使用予定であった酸素ハウスでは 60％以下の酸素濃度までしか上げられないこと

が判明した。密閉度の高い飼育ケージの導入を検討したが、非常に高価であることから、妊娠母

獣の外環境酸素濃度変化によるアプローチは断念した。そこで、大脳組織内の酸素運搬を担う血

管の形成を阻害することで、酸素濃度勾配の撹乱を試みた。sFt-1 の発現ベクターを金沢医科大

学の池田博士よりご提供いただき、in utero electroporation 法により胎生 14.5 日目の大脳に導

入した。その結果、sFlt-1 の発現部位周辺での血管形成阻害は認められず、抑制性神経の発生異

常も認められなかった。しかし、予想していなかった結果として、血管形成阻害により大脳新皮

質神経の細胞死の誘導、と大脳新皮質層構造の形成異常が認められた。このことから、Vegf シ

グナルが神経細胞の生存を制御し、大脳新皮質形成に関与することが示唆された。この結果につ

いて、論文発表を行った。 
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