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研究成果の概要（和文）：本研究では神経前駆細胞であるoRG細胞の分化制御機構を解析した。oRG細胞で発現が
高い遺伝子を探索した結果、sonic hedgehog(Shh)シグナルがoRG細胞で活性化していることを発見した。フェレ
ット大脳皮質でShhシグナルを活性化するとoRG細胞は増加し、逆に抑制すると減少した。Shhシグナルを活性化
すると脳回が増加し、逆に抑制すると脳回形成が阻害されることも見いだした。さらにマウスよりもフェレット
の大脳皮質でShhシグナルが強く活性化していた。この結果は、進化の過程で大脳皮質のShhシグナル活性が増加
したことがoRG細胞増加と脳回形成につながったことを示唆している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the mechanisms underlying the differentiation of 
oRG cells, which are neural progenitors. We searched for genes that were highly expressed in oRG 
cells and found that sonic hedgehog (Shh) signaling was activated in oRG cells. Activation of Shh 
signaling in the ferret cerebral cortex increased oRG cells, and conversely suppression of Shh 
signaling decreased oRG cells. We also found that activation of Shh signaling increased cortical 
folding, and conversely, suppressing it inhibited cortical folding. Furthermore, Shh signaling was 
more activated in the cerebral cortex of the ferret than in that of the mouse. These results 
indicate that increased Shh signaling activity in the cerebral cortex during evolution led to an 
increase in oRG cells and cortical folding.

研究分野：神経発生学

キーワード： 神経前駆細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトなどの高等哺乳動物の発達した大脳皮質には、外側放射状グリア(oRG)細胞と呼ばれる高等哺乳動物に特徴
的な神経前駆細胞が存在しており、oRG細胞の進化的な増加が高等哺乳動物における大脳皮質の拡大及び高次脳
機能の獲得基盤につながったと考えられている。本研究では、このoRG細胞の増加と脳回形成の分子機構を明ら
かにし、大脳の進化のメカニズムの一端を明らかにした。本研究で得られた成果は、高等哺乳動物に特徴的な
oRG細胞の分化制御機構や大脳の進化機構の解明といった神経科学への貢献のみならず、脳異常疾患の病態解明
にも発展するなど社会的波及効果も大きい。

※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 
 哺乳類の大脳皮質は高次脳機能の基盤である。ヒトなどの発達した大脳皮質では、その形成期
に神経前駆細胞領域である外側脳室下帯(OSVZ)が存在することが特徴である。OSVZ は高等哺
乳動物に特徴的な神経前駆細胞である外側放射状グリア(oRG)細胞で構成されている。この進化
的な oRG 細胞の増加は、高等哺乳動物の大脳皮質における神経細胞数の増加および高次脳機能
の獲得に重要であったと考えられている。従って、oRG 細胞の増殖や分化の制御機構およびそ
の機能的意義の解明は重要研究課題のひとつである。 
 近年、oRG 細胞の増殖や分化の制御に関わる遺伝子を同定するため、RNA-seq を用いた網羅
的解析が行われ、oRG 細胞に発現する遺伝子が報告されている。しかし、実際に oRG 細胞の増
殖・分化の制御に関わる遺伝子はあまり明らかになっていなかった。この主な理由として、oRG
細胞をもつ高等哺乳動物では遺伝子操作が困難であり、遺伝子機能解析が困難であったことが
挙げられる。このような背景から当研究室では、oRG 細胞を持つ食肉類哺乳動物フェレットに
着目し、世界に先駆けてフェレットに遺伝子操作技術を導入してきた(1, 2)。フェレット大脳皮
質に子宮内電気穿孔法を応用することに成功し、フェレット大脳皮質で迅速かつ簡便に遺伝子
操作をすることが可能となった。そこで我々はこれらの技術を用いて oRG 細胞の増殖や分化を
制御する分子メカニズムを解析することとした。 
 
２．研究の目的 
 上述のようにフェレット大脳皮質における遺伝子操作が可能となったことから、まず oRG 細
胞の増殖を制御する分子メカニズムを解析し、線維芽細胞増殖因子(FGF)シグナルが oRG 細胞の
増殖を制御していることを明らかにしてきた(3, 4)。発生期のフェレット大脳皮質に FGF を導入
すると oRG 細胞の増殖が促進され、逆に優性不能型 FGF レセプターを導入すると oRG 細胞の
増殖が抑制された。さらに FGF シグナルが脳回形成に重要であることも明らかにした(3, 4)。oRG
細胞の増殖の制御メカニズムが明らかとなったことから、次の重要な点は oRG 細胞の分化の制
御メカニズムである。そこで本研究課題では、我々の独自のフェレット遺伝子操作技術を駆使し
て、oRG の分化制御を司る分子基盤の解析を目的とした。我々の解析の結果、下記のように oRG
細胞に新しいサブタイプがあること、ソニックヘッジホッグ(Shh)シグナルが oRG 細胞の分化制
御に重要であることが明らかとなった(5)。本研究で得られた成果は、高等哺乳動物に特徴的な
oRG 細胞の増殖や分化の制御機構の解明といった神経科学への貢献のみならず、巨脳症や小頭
症などの脳異常疾患の病態解明にも発展するなど社会的な波及効果も大きい。 
 
３．研究の方法 
(1)免疫組織染色法 
 還流固定した脳からクリオスタットを用いて厚さ 20-50μm の切片を作成した。切片を 2%ウシ
血清アルブミン/0.3% Triton X-100/PBS でブロッキングした後に、一次抗体と 4℃一晩反応させ
た。洗浄した後に蛍光標識２次抗体および Hoechst 33342 と室温３時間反応させた。洗浄した後
に包埋した。なお抗 Ki-67抗体を用いる際には、あらかじめクエン酸バッファーと電子レンジを
用いて抗原賦活化を行った。 
 
(2)EdU標識 
 まず EdU を 1mg/ml の濃度で PBS に溶解した。腹腔内に 10mg/kg 体重の EdU を注入した 28
時間後にサンプリングを行った。Click-iT EdU Alexa Fluor Imaging Kit を用いて EdU を可視化し
た。 
 
(3)In situ hybridization 
 作成した切片を 4%PFA で 10 分間、proteinase K で 10 分間、0.25%無水酢酸で 10 分間処理し
た。ジゴキシゲニン標識 RNA プローブで一晩処理した後に洗浄し、アルカリフォスファターゼ
標識抗ジゴキシゲニン抗体と反応させた後に NBT/BCIP で発色した。 
 
(4)ウエスタンブロット 
 SDS-PAGE で電気泳動した後に、PVDF膜へと転写した。1 次抗体で一晩反応させた後に洗浄
し、2 次抗体と反応させ、ECL Plusキットで発色した。 
 
(5)RT-PCR 
 脳組織より RNA を抽出した後に、DNaseI でゲノム DNA を除去した。Superscript III で cDNA
を作成したのちに、各遺伝子特異的なプライマーを用いて PCR を行った。大脳における発現量
は、小脳での発現量で正規化したのちに定量に用いた。 
 
(6)プラスミド 



 

 

 pCAG-EGFP, pCAG-HhipΔC22、pCAG-Shh-N を用いた。プラスミドは Endofree Plasmid Maxi 
Kit を用いて精製した。子宮内電気穿孔法には、プラスミドを混ぜた後に 0.5% FastGreen を添加
して用いた。 
 
４．研究成果 
(1)oRG 細胞は HOPX陽性および HOPX陰性の２群に分けられる。 
 oRG 細胞に発現する遺伝子を詳細に解析したところ、転写因子 HOPX が一部の oRG 細胞での
み発現していることを見いだした。HOPX陽性および HOPX陰性 oRG 細胞の特性を解析したと
ころ、細胞増殖の頻度はほぼ同じだが、未分化性の維持能が HOPX陽性 oRG 細胞で高いことが
分かった。また HOPX陽性 oRG 細胞は将来脳回になる部位にとくに集積していることを見いだ
した。これらの結果から、oRG 細胞のなかにも性質の異なる 2 群のサブタイプが存在すること
が分かった。 
 
(2) Shh シグナルが HOPX陽性 oRG 細胞の分化を抑制している。 
 HOPX陽性 oRG 細胞で発現が高い遺伝子を探索したところ、
Gli1 が強く発現していることを見いだした。Gli1 は、Shh シグ
ナルの活性化によりその発現が誘導されることが知られてい
ることから、この結果は HOPX陽性 oRG 細胞で Shh シグナル
が活性化していることを示唆している。そこで HhipΔC22 をフ
ェレット大脳皮質に発現させて Shh シグナルを阻害したとこ
ろ、HOPX陽性 oRG 細胞の未分化維持能が低下したが、増殖に
は影響がないことがわかった。また HhipΔC22 により HOPX陽
性 oRG 細胞は減少し、逆に Shh リガンドを大脳皮質に導入す
ると HOPX陽性 oRG 細胞は増加していた（図 1）。これらの結
果は、Shh シグナルは HOPX 陽性 oRG 細胞の未分化性を維持
しており、その結果として HOPX 陽性 oRG 細胞の数を増やし
ていることを示唆している。 
 
(3)Shh シグナルは脳回形成を制御している。 
 進化における oRG 細胞の増加が、脳回の形成
につながったと考えられている。我々の解析の
結果、Shh シグナルが HOPX陽性 oRG 細胞数を
増加させていたことから、Shh シグナルが脳回
形成を制御しているか検討した。Shh リガンド
をフェレット大脳皮質に導入して Shh シグナル
を活性化すると脳回の数が増加した（図 2）。逆に HhipΔC22 を導入して Shh シグナルを抑制す
ると、脳回形成が阻害されることが分かった（図 2）。これらの結果は、Shh シグナルが脳回形成
を制御することを示唆している。 
 
(4)Shh シグナルはマウスよりもフェレットで強く活性化している。 
 マウスに比べてフェレットの大脳皮質では oRG 細胞数は著しく増
加しており、またマウスには脳回はないがフェレットには多くの脳回
がある。Shh シグナルが oRG 細胞数および脳回形成を制御していた
ことから、Shh シグナル活性がマウスとフェレットで異なる可能性が
考えられた。そこで、Shh シグナルによって発現が高まる Gli1 の発現
を検討したところ、in situ hybridization および RT-PCR で Gli1 mRNA
がフェレット大脳皮質で多く発現していることを見いだした。またウエスタンブロットで検討
したところ、Shh リガンドの量がマウスよりもフェレットの大脳皮質で多いことを見いだした
（図 3）。これらの結果は、Shh シグナルはマウスよりもフェレットで強く活性化しており、それ
が oRG 細胞の増加と脳回形成につながっている可能性が示唆された。 
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