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研究成果の概要（和文）：大脳皮質は哺乳類において特に発達しており、近年、スライス培養や

in vivo 遺伝子導入法、ノックアウトマウスの解析、イメージング技術の進歩により、その回

路構造や発達過程などが明らかになりつつある。Rho ファミリー低分子量 G タンパク質は、細

胞内において分子スイッチとして働き、主に細胞骨格系を制御することにより培養細胞におい

て細胞運動や神経突起の伸長を調節することが知られているが、大脳皮質形成過程においてど

のような役割を担っているのかはあまり明らかになっていない。本研究ではマウス大脳皮質発

達における RhoG の役割について解析を行い、RhoG が神経前駆細胞の増殖を促進していること

を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Cerebral cortex is developed particularly in mammals, and recent 
studies using slice culture, in vivo gene expression, knockout mice, and imaging system 
have elucidated the structure of neuronal circuit and developmental process in the 
cerebral cortex.  Rho family small GTPases act as molecular switches in cells and regulate 
cytoskeleton to control cell migration and neurite outgrowth in cultured cells.  However, 
their roles in the development of cerebral cortex have not yet well understood.  In this 
study, we studied the role of RhoG in the developing mouse cerebral cortex and found that 
RhoG promoted neuronal progenitor cell proliferation.   
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１．研究開始当初の背景 
 大脳皮質の形成過程において、様々な場
所から様々な時期に生まれた神経細胞がそ
れぞれ決まった場所へと移動し、そして決
められた場所へと軸索や樹状突起を伸ばし
ていくことで他の細胞とネットワークを形

成していく。この時に個々の神経細胞は、
それぞれ非常に複雑な形態変化をすること
が知られており、よって大脳皮質の発達に
おいて神経細胞の形態が正確に制御される
必要がある。またこれらの異常がヒトでは
統合失調症などの高次脳機能障害の重大な
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要因の 1 つと考えられている。従って、こ
の一連の複雑な神経細胞の形態変化を制御
する分子機構を理解することは、臨床的に
も非常に重要であると考えられる。これま
でにも神経細胞の位置決定に重要な役割を
担っているリーリンなどの細胞外因子や、
ニューロジェニンなどの神経細胞の運命決
定に関わる転写因子については、比較的数
多くの研究が成され、これまでにも非常に
数多くの研究成果が報告されている。とこ
ろが、大脳皮質の形成過程における一連の
神経細胞のダイナミックな形態変化、すな
わち神経前駆細胞から神経細胞が分裂し、
その後移動して軸索や樹状突起を伸長し、
他の神経細胞とシナプスを形成するまでの
一連の過程においては、正確にコントロー
ルされた細胞骨格の再構築が行われなけれ
ばならないことは容易に想像できることで
あるが、その分子機構に関してはまだほん
の一部しか理解されていないのが現状であ
る。 
 細胞骨格の制御において、細胞内で重要
な役割を担っているのが Rho ファミリー低
分子量 GTP 結合蛋白質（G 蛋白質）である。
Rho ファミリー G 蛋白質は細胞骨格を制
御することにより、様々な刺激に応答して
細胞の形態変化を引き起こす分子スイッチ
の役割を果たすタンパク質ファミリーで、
現在までに哺乳動物では少なくとも 20 種
類存在することが確認されている。その中
でも RhoA、Rac1、Cdc42 に関しては最もよ
く研究が進んでおり、それらが大脳皮質の
形成過程においても様々な役割を担ってい
ることが報告されている。一方、Rho ファ
ミリーを活性化する因子（GEF）はヒトでは
約 60 種類、抑制する因子（GAP）にいたっ
ては約 80 種類存在するといわれ、Rho ファ
ミリーの機能の多様性はこれら制御因子の
違いによると考えられている。ところがそ
の機能や作用機序が明らかになっているも
のはまだほんの一部にしかすぎず、今後は
これら個々の活性制御因子の制御機構とそ
の機能の解明に研究の中心が移りつつある
のが現状である。申請者はこれまでに、RhoA、
Rac1、Cdc42 以外の Rho ファミリー G タ
ンパク質である RhoG と Rnd1 について、
世界に先駆けてその機能及び情報伝達経路
について明らかにし、その過程で今までに
ない低分子量 G 蛋白質の活性を制御する
新しいメカニズムの存在を明らかにしてき
た。 
２．研究の目的 
 本研究は Rho ファミリーG 蛋白質の活性
を制御する因子群に焦点を絞り、脳の発達
過程においてどの制御因子がどの時期にど
の場所で働いているかについて解析してい
きたいと考えている。具体的には Rho ファ

ミリーG 蛋白質活性調節因子群の個々の分
子の脳における発現時期や分布、また細胞
内での機能の相違を分子レベルで網羅的に
調べ、最終的には in vivo の系で機能を明
らかにしていく。特にこれまでに申請者が
行ってきた研究から、細胞外からの様々な
刺激が、多様に存在する低分子量 G 蛋白質
活性調節因子を使い分けることによって、
ある特定の生理機能を発揮する仕組みが存
在すると考えられる。ところがこれまでの
Rho ファミリーG 蛋白質の活性制御因子に
ついての研究は、その多くが培養神経細胞
を用いた研究レベルまでにとどまっており、
また細胞レベルの機能に関しても全く報告
がないものも数多く存在する。本研究は世
界に先駆けてその解明に取り組むものであ
り、当該分野においては独創的であると考
えられる。さらには本研究によって発見さ
れた新たな分子機構と疾患との関係を検討
し、様々な高次脳機能障害に対する臨床応
用に向けた新たな分子ターゲットの確立を
めざしていきたいと考えている。 
３．研究の方法 
（１）脳の発達期における Rho ファミリー 
G 蛋白質活性制御因子の発現部位や時期の
網羅的解析：Rho ファミリー G 蛋白質の活
性化因子はヒトにおいて約 60 種類以上、ま
た抑制する因子は約 80 種類程度存在する
とされている。これらはそのアミノ酸配列
から共通の機能領域を持った幾つかのグル
ープに分類される。そこでまずグループご
とにマウスの胎児脳における発現時期や発
現パターンなどをそれぞれ特異的なプロー
ブを作成し、リアルタイム PCR や in situ
ハイブリダイゼーション法などを用いて解
析を行う。申請者らは既に一部の活性制御
因子の発現パターンの解析を進めており、
発達期の脳に発現が見られるものも既に得
ている。これらの結果をもとに、特にユニ
ークな発現パターンを示すものから抗体を
作製し、その抗体を用いて免疫組織染色を
行い、活性制御因子の蛋白レベルでの発現
パターンを同定する。得られた結果から、
それらの分子の脳の発達における役割につ
いて検討を行う。 
（２）マウス胎児期の大脳皮質における各
Rho ファミリー G 蛋白質活性制御因子の
活性変異体やノックダウンによる神経細胞
への影響：1）で得られた結果をもとに、特
にその発現パターンが神経細胞の増殖、分
化、移動、突起進展などと関連があると思
われるものから順に、各蛋白質のクローニ
ングを行い、それらの活性変異体や特異的
siRNA の作成を行う。これらを GFP などの
蛍光蛋白を同時に発現するベクターに挿入
し、子宮内エレクトロポレーション法を用
いて神経細胞分化前の神経前駆細胞にこの



ベクターを導入し、その後の変化を観察す
る。この方法は、子宮内の胎児の側脳室に
マイクロキャピラリーを用いてプラスミド
溶液を注入し、その後胎児の頭を子宮の外
側から電極で挟んで、エレクトロポレーシ
ョンによって脳室に接した脳室帯に存在す
る神経前駆細胞に効率よく目的のベクター
を導入することが可能となっている。その
後、胎児を母親マウスの体内に戻してやる
ことで、プラスミドが導入された神経前駆
細胞がその後どのように増殖し、神経細胞
へと分化してどのような形態変化を起こし
て移動し突起を伸展させていくか、蛍光蛋
白を追うことで in vivo での観察が可能と
なっている。 
４．研究成果 
（１）RhoG の大脳皮質形成過程における
役割：in situ ハイブリダイゼーション
を行って胎児脳における RhoG の発現分
布を調べたところ、脳室帯に強い発現が
見られた。そこで申請者は、子宮内エレ
クトロポレーション法を用いた遺伝子導
入を行い、脳室帯に存在する神経前駆細
胞での RhoG の役割を解析しようと試み
た。常時活性型の RhoG (RhoG-V12) を導
入すると神経前駆細胞の増殖は促進され
た。一方で RhoG に対するショートヘアピ
ン RNA (shRNA) を導入して RhoG をノッ
クダウンすると神経前駆細胞の増殖は抑
制された。また、細胞周期の S 期の細胞
に取り込まれるブロモデオキシウリジン 
(BrdU) を用いてラベリングを行うと、
BrdU 陽性細胞の割合が RhoG-V12 を導入
した神経前駆細胞で増加し、RhoG shRNA
を導入した細胞では減少した。また、増
殖細胞のマーカーである Ki67 に対する
抗体で組織染色を行った場合も、Ki67 陽
性細胞の割合が RhoG-V12 を導入した神
経前駆細胞で増加し、RhoG shRNA を導入
した細胞では減少した。また、RhoG のノ
ックダウンにより神経前駆細胞の細胞死
が誘導されることはなかった。一方、神
経前駆細胞のマーカーである Nestin に
対する抗体で染色を行うと、RhoG-V12 で
は Nestin 陽性細胞の割合が増加したが、
RhoG shRNA を導入しても変化はなかった。 
 これまでの培養細胞における知見から、
RhoG は特異的エフェクターである ELMO
と Rac 特異的な GEF である Dock180 を介
して Rac を活性化し、神経突起の伸長や
細胞運動を制御し、一方で PI3K の制御サ
ブユニットであるp85aを介してAktのリ
ン酸化を起こすことによって細胞の生存
に関与していることが知られている。そ
こで申請者は、神経前駆細胞の増殖にお
ける RhoG の下流で、どちらのシグナル経
路が RhoG による神経前駆細胞の増殖制

御に関与しているのかを調べることにし
た。その結果、PI3K を介した Akt のリン
酸化を引き起こすことができるが、ELMO
に結合することのできない常時活性型変
異体である RhoG-V12A37 を過剰発現させ
ると、RhoG-V12 と同程度に BrdU 陽性細
胞の増加がみられた。さらに、RhoG-V12
による BrdU 陽性細胞および Nestin 陽性
細胞の増加は PI3K の阻害剤である
LY294002で処理することによって抑制さ
れた。 
 以上の結果から、RhoG は脳室帯に発現
しており、神経前駆細胞の増殖を正に制
御にしている。また、RhoG による神経前
駆細胞の増殖制御には PI3K の活性が必
要であることが明らかとなった。 
（２）SrGAP3 の大脳皮質形成過程におけ
る役割：大脳皮質形成に関与している可
能性のある活性制御因子を同定するため
に、Rho ファミリー低分子量 G タンパク
質の１つである Rac1 の不活性化因子の
中から半定量的 RT-PCR 法および in situ 
hybridization 法を用いて大脳皮質形成
時に発現している可能性のある分子を探
索したところ、srGAP3を同定した。srGAP3
は重度の精神遅滞の症状を示す患者にお
いてその発現が阻害、もしくは機能的に
不活性化されているにもかかわらず、生
体内における機能についてほとんどわか
っていない。そこで、本研究において大
脳皮質形成過程における srGAP3 の機能
を解明することを試みた。 
 半定量的 RT-PCR 法および in situ 
hybridization 法を用いて srGAP3 mRNA
の発現分布を調べたところ、大脳皮質形
成初期の脳室帯に強い発現が認められた。
そこで、ニューロンの放射状移動におけ
る srGAP3 の機能を調べるために、子宮内
エレクトロポレーション法を用いて胎児
マウスの神経前駆細胞へ野生型のsrGAP3
を遺伝子導入したところ、ニューロンの
放射状移動が遅れた。また、srGAP3 の GAP
活性を欠失させた変異体を導入したとこ
ろ、野生型で認められた放射状移動の遅
れが解除された。次に、srGAP3 特異的な
ショートヘアピン RNA (shRNA) を導入し、
内在性の srGAP3 をノックダウンしたと
ころ、ニューロンの放射状移動が抑制さ
れた。さらに、srGAP3 ノックダウンによ
り複雑に神経突起を伸長した細胞が多数
認められるとともに、脳室帯頂端膜側に
おいてニューロンのマーカーであるTuj1
陽性細胞の位置に異常が認められた。 
 以上の結果から、大脳皮質形成の初期
段階において srGAP3 が神経前駆細胞か
らニューロンへの分化あるいはニューロ
ンの移動に関与している可能性が示唆さ



れた。 
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