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研究成果の概要（和文）：　Fibroblast growth factor receptor 3 (Fgfr3) は脳の神経幹細胞の分化を制御し、哺乳
類の大脳形成過程で中心的な役割を果たす分子であるが、Fgfr3 の神経幹細胞特異的なの発現制御機構はこれまで謎で
あった。我々は、神経幹細胞に限局した Fgfr3 の発現制御が、①プロモーターによる制御と② Fgfr3 の相互排他的な
 exon 9 / exon 10 の選択的スプライシング調節を介した制御、により２重に調節されている事を明らかにし、さらに
②の制御に関わる因子の同定と解析から、大脳形成の分子メカニズムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Fibroblast growth factor receptor 3 (Fgfr3) is one of the essential molecules duri
ng corticogenesis that regulates proliferation and differentiation of neuronal stem cells in mammalian bra
in. However, its regulatory mechanism is still largely unknown. Here we found that neuronal stem cell-spec
ific expression of Fgr3 is achieved by (1) Fgfr3 promoter activity, and (2) utilizing mutually exclusive a
lternative splicing regulation of exon 9 and 10. From these analyses in alternative splicing regulators of
 Fgfr3, we deciphered the mechanism of mammalian corticogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
	 哺乳類の大脳は、脳の中でも最も高度で複
雑な、運動・知覚・認知・思考の機能を司っ
ており、これらは特有の構造と機能を持つ運
動野、感覚野、視覚野、聴覚野などの「機能
領域」によりそれぞれ制御されている。大脳
の「機能領域」の形成機構の理解は、脳の機
能や発生の理解、さらには疾患で失われた脳
の機能を回復させる再生医療においてきわ
めて重要である。これまでの研究から、大脳
の「機能領域」の形成には、大脳皮質神経幹
細胞の分化制御による運命決定と細胞増殖
調節とが中心的な役割を果たしていること
が分かっている (O'Leary et al.,Curr Opi 
NeuroBiol, 2008)。この分化制御と増殖調節
は、シグナルセンターと呼ばれる脳の特定の
部位から分泌される細胞増殖因子により制
御されており(O'Leary et al., Neuron, 2007 )、 
特に Fibroblast growth factor 8(Fgf8)とその
レセプターの Fibroblast growth factor 
receptor 3(Fgfr3)などが中心的な役割を担っ
ていることが明らかとなっている(Thomas 
et al., Neural Dev, 2009)。 
	 シグナルセンターから分泌される Fgf8、
Fgf2は、大脳発生過程の神経幹細胞に特異的
に発現する Fgfr3レセプターを介して、その
分化や増殖を制御している。この Fgfr3の発
現パターンは、神経幹細胞に限局し、かつそ
の発現に脳内での部位特異性がある(吻側:低-
尾側:高、内側:低-外側:高)。Fgfr3の神経幹細
胞特異的かつ脳の部位特異的な発現レベル
の制御が、大脳の「機能領域」の形成(神経幹
細胞の領域固有の性質の獲得とその後の細
胞増殖制御による機能領域の形成制御)にき
わめて重要なことが分かっているが、この神
経幹細胞特異的かつ脳の部位特異的な発現
制御メカニズムについてはまだほとんど明
らかにされていない。この神経幹細胞での 
Fgfr3 の発現制御メカニズムは、脳の形成過
程で幹細胞が特有の性質を獲得しながら分
化・増殖していく機構の理解にきわめて重要
である。 
 
２．研究の目的 
	 これまでの大脳形成の研究で、まだほとん
ど明らかとされていない Fgfr3の神経幹細胞
特異的かつ脳の部位特異的な発現制御メカ
ニズムを明らかにする。そして、神経幹細胞
での Fgfr3の発現制御がどのように領域特異
的な機構獲得に関与して大脳の「機能領域」
が形成されているのかという謎に挑む。 
 	 我々のこれまでの Fgfr3 の神経幹細胞で
の発現制御に関する研究から、Fgfr3 を神経
幹細胞に限局して発現させているメカニズ
ムは、転写調節による制御ではなく、むしろ
選択的スプライシング制御によるものであ
ることが明らかとなりつつある（武内ら未発
表データー）。神経幹細胞から神経細胞への
分化の過程で、Fgfr3 のスプライシングパタ
ーの変化がどのような制御メカニズムによ

るものなのかを解析する。具体的には、神経
幹細胞および分化した神経細胞間で異なる
Fgfr3 のスプライシング・パターンを制御す
る制御配列と制御因子を同定する。またスプ
ライシング制御因子は、機能の関連した複数
の遺伝子のスプライシングを同時に制御し
て、神経機能を包括的に調節する例がこれま
でにいくつか報告されていることから(Ule 
et al., Nat Genet, 2005, Calarco et al., Cell, 
2009)、同定した Fgfr3 のスプライシング制
御因子が、大脳皮質の「機能領域」決定に関
する遺伝子群を包括的に制御している可能
性があり、神経幹細胞の分化・増殖を制御し
ている遺伝子群とそれらの制御メカニズム
が明らかにされる可能性を含んでいる。 
 
３．研究の方法 
(1)	 申請者が新規に開発したスプライシン
グ・レポーターシステムを用いて、Fgfr3 の
スプライシング制御の実態を解析する。この
レポーターを発生過程のマウス大脳皮質の
神経幹細胞に、子宮内遺伝子導入法(in	 utero	 
electroporation)にて遺伝子導入し、選択的
スプライシング制御が神経幹細胞特異的な
Fgfr3 の発現を制御している可能性を詳細に
検討する。	 
	 このスプライシング・レポーターへの変異
の導入により、どの制御配列が神経幹細胞か
ら分化した神経細胞への発現の切り替えに
寄与しているのかを、神経系の細胞株にレポ
ーターを導入し同定していく。in	 utero	 
electroporation にて最終的な in	 vivo での
確認を行い、神経幹細胞から分化した神経細
胞への発現切り替えを制御しているシス・エ
レメントを決定する。	 
	 
(2) Fgfr3 の発現制御に関わるシスを同定し
た後に、そのシス・エレメントに結合して発
現制御を行うトランス因子の同定を行う。具
体的には、作成したスプライシング・レポー
ターシステムを用いて、cDNA	 library	 およ
び	 siRNA	 library	 screening	 を行うことで、
神経幹細胞および分化した神経細胞のそれ
ぞれの発現パターンを形成するトランス因
子を同定していく。レポーターと神経系の培
養細胞に cDNA および siRNA ライブラリーを
用いたスクリーニングをかけることにより、
Fgfr3 のスプライシングおよび発現制御に関
わる因子群が網羅的に同定できると考えて
いる。in	 vitro の実験により、同定したトラ
ンス因子が、先に明らかにした制御配列を介
して Fgfr3 のスプライシングを制御している
のか確認を行い、その結果からさらにin	 vivo
の実験を行う因子を絞る。	 
	 
(3) ライブラリースクリーニングで抽出さ
れ、さらに in	 vitro の実験で Fgfr3 のスプ
ライシングを制御することが明らかになっ
た因子に関して、in	 situ	 hybridization に
よる発現解析を行い、神経発生時に大脳で発



現しさらにそのパターンがスプライシング
のパターンと合うかどうかを検証する。	 
	 発現が確認されたスプライシング制御因
子につき、遺伝子改変マウス作成よりも迅速
に実験およびアッセイのできる in	 utero	 
electroporation によるノックダウンおよび
発現増強実験により、Fgfr3 の発現変化と神
経幹細胞の分化を指標にした機能解析を行
う。in	 vivo でスプライシングを介した Fgfr3
の発現制御に必須と考えられる因子につき、
さらに knock	 out	 mouse	 を作成することによ
り、大脳皮質形成におけるメカニズム解析を
行う。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 スプライシング・レポーターの作成・改
変による制御領域の同定	 
	 申請者が新規に樹立したスプライシン
グ・レポーターシステムを用いて、Fgfr3 の
相互排他的エクソンのスプライシング制御
をモニターするレポーターを作成し、制御機
構の解析を行った（下図）。	 

	 
詳細な解析の結果、神経幹細胞ではエクソン
１０のみを用い、分化神経細胞でどちらか一
方を選択するアイソフォームは全く発現し
ないことが明らかとなった（下図）。	 

	 
次に、分化神経でどのアイソフォームを取る
ことでレポーターの発現がなくなるかを詳
細に検討した（下図）。	 

レポーターを in	 utero	 electroporation で
マウス胎児脳に導入し、そこから total	 RNA
を回収して RT-PCR によりアイソフォームの
同定を試みることにした。このため、
double-inclusion,	 double-skip のアイソフ
ォームを生じても Nonsense	 Mediated	 Decay	 
メカニズムによる RNA の分解を受けないよう
な改良をレポーターに施した。	 
こ の レ ポ ー タ ー を 用 い て in	 utero	 
electroporation から RT-PCR まで行ったが、
脳内でレポーターの発現自体が抑制されて
いるのか、特定のアイソフォームが選択的に
選ばれているという結論を得ることはでき
なかった。	 
そこで、pre-mRNA に直接結合してその代謝を
制御する RNA 結合タンパク質に着目して、
Fgfr3 の神経特異的な発現抑制に関わる因子
を同定することにした。	 
	 
(2)胎生１５日齢のマウス脳を用い、Laser	 
Capture	 Microdissection 法を用いて大脳	 
皮質を神経幹細胞領域と分化神経細胞領域
に分けた（下図）。	 

それぞれの領域から total	 RNA を抽出し、
MicroArray により分化神経細胞領域に特異
的に発現している遺伝子を抽出した。翻訳後
のタンパク質の構造、Gene	 Ontology	 Term 等
から RNA 結合能を持つタンパクをコードする
遺伝子を RNA 結合タンパク質として定義して、
約 1000 遺伝子のリストを作製し、先の
MicroArray のデーターとの照合から、分化神
経細胞特異的な発現が認められた RNA 結合タ
ンパク質をセレクトした（次頁図）。	 
	 
	 



	 
3)Fgfr3 の発現制御を行う RNA 結合タンパク
質の同定	 
分化神経細胞に選択的に発現している RNA 結
合タンパク質につき、データーベースの遺伝
子機能の情報から、Ffgr3 の発現制御に関与
する可能性のある遺伝子を抽出した。これら
の候補遺伝子につき、in	 situ	 hybridization
を行い、その発現パターンを詳細に検討し、
Ffgr3 の発現特異性と一致するかどうかを検
討して、候補遺伝子の抽出を行った（下図）。	 
これらが Fgfr3 のスプライシング・レポータ
ー遺伝子にどのような作用を及ぼすかを in	 
vitro で検証し、Fgfr3 の神経幹細胞特的発
現制御に重要な機能を果たす可能性が高い
ことを確認した。	 
さらに in	 vivo での機能解析を行うことで、
同定した RNA 結合タンパク質が大脳皮質の
「機能領域」決定に関する遺伝子群を包括的
に制御している可能性と、神経幹細胞から神
経細胞への分化を制御している制御メカニ
ズムが明らかにされると考えている。	 
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