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研究成果の概要（和文）：RP58 は発生期大脳皮質に強く発現し、大脳皮質形成に必須の機能を

果たしている因子である。これまでにノックアウトマウスの表現型の解析から、本転写抑制因

子は神経細胞の誕生とその生存、および細胞移動に重要な役割をしていることが示唆されてい

た。そこで本研究では、RP58 の機能解明を通して大脳皮質形成の分子メカニズムを明らかに

する目的で、その下流標的遺伝子及び細胞移動障害の実態を解析した。その結果、神経分化誘

導因子である Ngn2 は RP58 の転写を誘導するが、誘導された RP58 は Ngn2 遺伝子のプロモ

ーター領域に結合してその転写を抑制していることが明らかになった。また、子宮内エレクロ

ロポレーション法により E14 の胎児脳に GFP を導入し、E17 で解析すると、野生型に比べて

RP58 ノックアウトでは移動が障害されており、特にサブプレート層を超えてロコモーション

モードに入れないことがわかった。細胞の形態も、多極性細胞のまま変形した様な異常な形で

あった。しかし RP58 発現プラスミドを導入することで、その障害がレスキューされたことか

ら RP58 が多極性細胞から双極性細胞へ変換してロコモーションに移る過程に必須であること

が明らかになった。 

研究成果の概要（英文）：RP58, a transcriptional repressor, is expressed strongly in the 

developing neocortex and plays an essential role for corticogenesis. From the RP58-KO 

mice analysis, it is suggested that RP58 is important for neuronal differentiation, survival 

and migration. In the present study, in order to reveal the molecular mechanism for 

corticogenesis, RP58 downstream effecter genes and detailed migration defects have been 

analyzed. As a result, proneural bHLH factor, Ngn2 has been identified as RP58 target 

gene. Ngn2 activates RP58 transcription first, then induced RP58 represses Ngn2 

transcription. This negative feedback mechanism between Ngn2 and RP58 allows transient 

expression of Ngn2. Using in utero electroporation, it was revealed that RP58 deficient 

cells can not convert from multipolar to bipolar and enter to locomotion mode in the cortical 

plate.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) 哺乳類大脳皮質の興奮性ニューロンは、
脳胞の中でも、前脳領域の神経上皮細胞に局
在する、神経前駆細胞からの細胞周期離脱、
移動、成熟の過程を経る。特に遅生まれのニ
ューロンに関しては、分化した後、多極性移
動および皮質板でのロコモーションによる
細胞移動を経たニューロンが整然とした 6層
構造を構築する。その分子メカニズムに関し
ては様々な因子の関与が解析されているが、
転写制御からみた分子カスケードについて
は未解明な部分も多かった。 

(2) RP58 は転写抑制因子で、発生期大脳皮質
で強く発現し、ノックアウトマウスの解析か
ら興奮性ニューロンの分化、移動過程に重要
であることが示唆されていたが、その制御の
エフェクター因子、および細胞移動における
機能については不明であった。 

 

２．研究の目的 

 転写抑制因子 RP58 は胎生期大脳皮質に
とくに強く発現し、脳形成に必須の因子で
ある(Ohtaka-Maruyama et al., 2007)。大
脳皮質形成過程は、既知の転写因子の発現
細胞や分化マーカーの発現が解析されてい
るという点で、発生過程における転写因子
制御ネットワークの役割が解明できる良い
モデル系である。そこで RP58 の制御する
遺伝子群を含めた分子レベルの解析を行い、
とくに興奮性ニューロン産生とその移動過
程に重要な転写制御ネットワークの分子メ
カニズムを明らかにすることを目的とする。 
 

３．研究の方法 

(1)RP58 の下流標的遺伝子の検索 
 RP58 が実際に発生期の大脳皮質において
どのような遺伝子の転写を抑制しているの
かを調べるために WT と RP58(-/-)の 16 日胚
の大脳皮質組織を単離して RNA を抽出し、マ
イクロアレイ解析を行った。そこで得られた
候補遺伝子に関して定量 PCR および in situ  
ハイブリダイゼーションにより KO マウスで
実際に発現が上昇しているかどうか確認し
た。 
(2)発光ライブセルイメージングによる RP58  
遺伝子プロモーター活性の視覚化 
  RP58 のプロモーターは Ngn2 によって活性
化されることがわかっている。Ngn2 のプロモ
ーターは神経前駆細胞中でオシレーション
している（Shimojo et al., 2008）ことから、
神経前駆細胞中で RP58 プロモーターも Ngn2
に反応することでオシレーションしている
可能性があるため、これを調べるためにルシ
フェラーゼ遺伝子をレポーターに用いた発
光ライブセルイメージングを用いてプロモ
ーター活性のリアルタイムの視覚化を試み

た。 
(3)RP58 の細胞移動における機能解析 
  RP58 を欠損した細胞が神経細胞移動にお
いてどのような挙動を示すのかを解析する
ために子宮内エレクトロポレーション法を
用いて E14 の胎児脳に GFP 発現プラスミドを
導入後 E17 で固定し、野生型細胞と比較して
の移動度への影響や細胞形態の違いについ
て観察を行った。 
４．研究成果 
(1)RP58 の下流標的遺伝子の同定 
 マイクロアレイ検索の結果、KO マウス脳で
発現が上がっている様々な候補遺伝子があ
った。その中でも神経分化に関与するものと
して知られている bHLH 因子、Ngn2 は定量 PCR、 
in situ ハイブリダイゼーションでともに
RP58KO 脳での発現上昇が確認された。さらに
RP58 抗体を用いた ChiP アッセイ、ルシフェ
ラーゼを用いたレポーターアッセイで Ngn2
の発現制御領域に RP58 が直接結合している
ことが明らかになった。すなわちRP58はNgn2
によって転写活性化されるが、誘導された
RP58 は逆に Ngn2 の転写を抑制することで一
過的な発現を可能にしていることが示唆さ
れる。 
(2)RP58 プロモーター活性は Ngn2 に反応し
てオシレーションしている 
 RP58 プロモーターを Ub-Luc(ユビキチン
付加により不安定化したルシフェラー 
ゼ遺伝子)に結合し、発光ライブセルイメ  
—ジングにより視覚化した。その結果 RP58
プロモーターも、Hes1 や Ngn2 と同様に 3-4
時間おきにオシレーションすることが観察
できた(図 1、日本神経科学会、2009)。こ
の結果を RP58KO 
で前駆細胞の割合 
が増えていること 
と考え合わせると 
、RP58 が前駆細胞 
のオシレーション 
を終了して分化の 
方向に向かわせる 
機能を担っている 
という仮説が成り 
立つ。 
 
(3) RP58は多極性細胞から双極性細胞への 
変換過程に必要である 
子宮内エレクトロポレーション法により 
E14 胎児脳に導入した GFP 陽性細胞は 3 日
後の E17 において野生型では脳表まで到達
している細胞があるが、RP58KO では途中ま
で移動して止まっている像が観察された
（図 2）。これを MAP2 の抗体染色により、
神経細胞の形態を詳細に検討しながら観察 
すると、サブプレートニューロン層を超え

図 1 RP58 プロモーターは神経前駆 

細胞中でオシレーションしている 



てロコ 
モーシ 
ョンモ 
ードに 
入れな 
いとい 
うこと 
がわか 
った。 
この時 
RP58 
発現プ 
ラス 
ミドを 
同時に導  図 2 RP58 により KO の移動障害が   
入するこ    レスキューされる 

とでその移動障害がレスキューされること
から、RP58 は新生ニューロンの移動過程、
なかでもロコモーションモードに必須であ
ることが明らかになった。さらに細胞形態
についても詳しく観察すると、RP58 欠損細
胞は多極性細 
胞から双極性 
細胞への変換 
に障害があっ 
た。すなわち 
サブプレート 
層を超えた後 
、一本の太い 図 3 RP58 欠損細胞は多極性から双極 

先導突起を持  性細胞への変換が障害される 
つ双極性細胞になって放射状グリアの繊維
を上って行く野生型細胞に比べ、RP58 欠損
細胞は多極性細胞の神経突起が細長く伸び
たままサブプレート層付近で停滞している
像が観察された(図 3)。以上の結果から
RP58 は下流標的遺伝子を抑制することに
よって神経細胞が早生まれの細胞を追い越
していくロコモーションを促し、整然とし
た６層構造の構築に寄与していることが明
らかになった。その下流としては最近の共
同研究から、Rho-シグナルに関与する低分
子量G蛋白質であるRnd2もその一つである
ことがわかってきた。Rnd2 も Ngn2 によっ
てその発現が活性 
化されることから、 
Ngn2-RP58-Rnd2 の 
シグナルカスケー 
ドが大脳皮質形成 
にとって重要かつ 
必須であることが 
示唆される(図 4)。 
今後はこの点につ   図 4 Ngn2-RP58-Rnd2 シグナ  

いて詳細に解析を      ルカスケード 
進めて行く。 
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