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研究成果の概要（和文）：本研究は脳形成におけるニューロンの移動、樹状突起形成、神経軸索形成といった形態形成
活動を細胞生物学的見地から解明することを目的としている。これまでに、ニューロン移動後期段階の細胞形態制御機
構にアプローチするための発現時期遅延型遺伝子発現実験系構築に必要な情報として、胎生期マウス大脳皮質において
、ニューロン特異的な転写プロモーターであるアルファチューブリン(Ta)プロモーター、NeuroDプロモーターが発現す
るタイミングを解析し比較を行った。その結果、NeuroDプロモーターによるCreの発現制御とTaプロモーターによる持
続的な遺伝子発現系の組み合わせが有効であることが判った。

研究成果の概要（英文）：Forced expression of wild type or mutant molecules is a powerful tool for 
analyzing protein function in cells and it is important to restrict gene expression in specific cell type 
such as neurons. Although many proteins have been implicated in regulation of neuronal migration and 
polarization in the developing cerebral cortex, most described phenotypes were based on forced expression 
using constitutively active transcriptional promoters, which are also active in progenitors. This makes 
it difficult to analyze neuronal phenotypes in later stage. To develop a reliable expression system to 
validate the function of proteins in neurons, we have analyzed usability of transcriptional promoters in 
cortical neurons and progenitors. Expression patterns of several promoters including, EF-1α, and 
CMV-β-actin chimeric, Tα1, NeuroD suggested that Tα1-driven strong neuronal expression triggered by 
NeuroD-Cre is a powerful tool for neuron-restricted expression of ectopic genes.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景	 

	 哺乳類脳形成の基盤であるニューロンの

移動、特徴的な細胞ドメイン（神経軸索、

樹状突起）の形成を介した神経回路形成機

構に関して、従来の研究は、（１）固定され

た脳の標本におけるニューロン形態の観察

に基づく研究（時間的連続性の欠如）、（２）

組織より解離し二次元の培養皿上で培養さ

れたニューロンを利用した遺伝子操作、薬

理学的手法に基づく研究（位置情報の消失）

が主流であった。しかしながら、時々刻々

と変化する発生過程の脳においては移動中

のニューロン自体が脳原基の組織そのもの

の一部と化しており、そのような手法によ

り得られる知見のみでは、極めて動的かつ

複雑な生体環境下におけるニューロン移動、

神経回路形成のメカニズムを正しく理解す

ることは困難であろうと思われる。ゆえに、

細胞形態制御の基盤となる分子メカニズム

に関する解析についても、組織レベルでの

形態形成が進行しつつある生きた組織の中

で細胞動態ならびに細胞内器官のライブ観

察に立脚したアッセイ系を用いて行なわれ

るべきである。近年、子宮内電気穿孔法に

よるマウス胎仔脳原基への遺伝子導入が可

能となり、様々な変異分子の発現がニュー

ロン移動に及ぼす影響を調べることが可能

になった。しかし、現在、一般的に用いら

れている転写プロモーターによる遺伝子過

剰発現系、ノックアウトマウスの解析系で

は、遺伝子発現開始、遺伝子機能欠損のタ

イミングが早すぎ、ニューロンが誕生する

前の神経前駆細胞において発現が始まるた

め、神経前駆細胞の機能および移動初期の

中間帯における多極型移動の過程を阻害し

てしまう場合に、より後期の皮質板に進入

してからのロコモーション移動、樹状突起

形成、軸索形成の制御メカニズムに関して

分子レベルでの理解を進める上での妨げと

なっていた。	 

	 

２．研究の目的	 

	 散発性ニューロン標識と共役した形での

遅延型遺伝子発現システムを利用して、大

脳皮質錐体ニューロンの移動後期段階、樹

状突起形成、神経軸索形成の制御を司る分

子メカニズムを分子レベルで解析すること

を目的とする。	 

	 

３．研究の方法	 

（１）遅延型遺伝子発現システムの改良を

目的として、ニューロン特異的なアルファ

チューブリン(Tα)プロモーター、NeuroD

プロモーターと構成的転写プロモーターで

ある EF-1αプロモーター、神経系における

外来遺伝子の発現に頻繁に利用されている

CMV エンハンサーと β-actin	 プロモーター

のキメラプロモーター、それぞれについて

発現開始時期と発現強度の推移について比

較検討する。	 

	 

（２）分化後のニューロンにおいて組換え

酵素 Cre 依存的に shRNA の転写を制御可能

なコンディショナルノックダウン系を構築

し、ニューロンの形態形成に関与する遺伝

子の機能を解析する。	 

	 

４．研究成果	 

	 本研究では、胎生期マウス大脳皮質におい

て、ニューロン特異的な転写プロモーター

であるアルファチューブリン(Ta)プロモー

ター、NeuroD プロモーターが発現するタイ

ミングを解析し比較を行った。その結果、

分化直後のニューロンにおける NeuroD プ

ロモーターの発現開始時期は Ta プロモー

ターと比較して有意に遅いが、発現強度に

関しては一過性のピークを示すことから、

ニューロン移動の後期に相当する、より分

化したニューロンにおける持続的な遺伝子

発現には適さないことが判明した。つまり、



Cre 依存的な遺伝子発現系において、

NeuroDプロモーターによるCreの発現制御

と Ta プロモーターによる持続的な遺伝子

発現系を組み合わせることが、ニューロン

形態制御因子の過剰発現ならびに変異型分

子を導入した細胞の表現型解析を進めるう

えで有効であることが示唆された。また、

Cre 依存的な shRNA 発現プラスミドの制御

においても、NeuroD-Cre を利用することで、

Ta-Cre と比較して、その発現開始時期を有

意に遅らせることが出来ると考えられる。

今後、これらの研究成果をニューロン移動

後期段階の細胞形態制御機構にアプローチ

するための発現時期遅延型遺伝子発現実験

系構築に応用してゆきたい。	 
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