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研究成果の概要（和文）：脳の発生における小胞体ストレス応答の関与を解明するために、我々はPERK遺伝子欠損マウ
スの脳を検討した。その結果、PERK遺伝子欠損マウスにおいて、脳の全体及び嗅球が委縮していることが明らかとなっ
た。また、脳の成長段階において、サブプレートニューロンの小胞体ストレス応答が亢進していた。これらの結果は、
小胞体ストレス応答が、脳の発生に重要な役割を担うことを示唆する。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the role of endoplasmic reticulum stress signaling in brain 
development, we examined the brain of PERK-deficient mice. We showed that the size of whole brain and 
olfactory bulb were smaller in PERK-deficient mice. In addition, the endoplasmic reticulum stress occurs 
in mouse subplate neurons at developmental stage. These results suggest that ER stress response have the 
important role in brain development.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 細胞生物学　神経科学
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１．研究開始当初の背景  
 

小胞体において構造異常を起こした
タンパク質、いわゆるミスフォールディ
ッドタンパク質（異常タンパク質）が過
剰に蓄積した状態を、小胞体ストレス
（ER stress）とよぶ。この小胞体スト
レスからの防御機構として、小胞体スト
レス応答(ER stress response)または
unfolded protein response (UPR)と呼
ばれる応答機構が細胞には存在する。 
 
 小胞体ストレス応答は、酵母から哺乳
細胞に至るまで真核細胞に広く保存さ
れている細胞の防御システムである。小
胞体ストレスセンサーは、小胞体内腔に
蓄積した異常タンパク質を感知し、シグ
ナルを核や細胞質に伝えるタンパク質
で、哺乳細胞では 3 種のセンサーIRE1 
(inositol-requiring enzyme-1)、 PERK 
(protein kinase RNA (PKR)-like ER 
kinase 、  ATF6 (activating 
transcription factor-6)が存在する。 
  
 最近になって、小胞体ストレス応答の
不全が、糖尿病や癌など、様々な疾患に
関与することが明らかとなってきた。ま
た、生理的な小胞体ストレス応答が、軟
骨細胞や形質細胞など細胞の分化・増殖
に大きな役割を担っていることが明ら
かにされた。 
 
 脳の大脳皮質の発生および進化には、
脳室下帯（subventricular zone: SVZ）
に あ る 中 間 前 駆 細 胞 (intermediate 
progenitor cells)の分化・増殖が重要で
あることが明らかとなっている。しかし
ながら、脳の発生時における神経細胞の
分化・増殖と小胞体ストレス応答の関与
については、ほとんどわかっていない。
また、神経細胞の分化や脳高次機能に対
して、小胞体ストレス応答不全マウス
（遺伝子改変マウス）を解析した in 
vivo レベルの報告は少なく、未解明の部
分が多い。 
  
 小胞体ストレスセンサーPERK のノッ
クアウトマウスは、膵臓β細胞において
細胞死が見られること、骨芽細胞におい
て骨基質であるコラーゲンＩ型の分泌
が低下していることなどが報告されて
いたが、神経細胞に関する報告はなかっ
た 。 一 方 、 ヒ ト PERK 遺 伝 子 は 、
Wolcott-Rallison syndrome (WRS)の原
因遺伝子であることが報告されており、
骨端形成異常、成長遅延、肝臓・腎臓不
全などの他に、精神遅滞を呈する。これ
らのことから、小胞体ストレス応答が、
神経細胞の分化・増殖にも関与すること
が示唆されていた。 

 
 
２．研究の目的  
 

小胞体ストレス応答の研究は、今まで
in vitro が中心であった。最近になって
遺伝子改変マウスの解析により、小胞体
ストレス応答の不全は、糖尿病・肥満・
骨代謝・癌・神経変性といった疾患の発
症に関与することが明らかになってき
た。しかしながら、神経発生異常や精神
疾患への関与については、ほとんどわか
っていない。また、神経前駆細胞から神
経細胞への分化制御は、外部からのシグ
ナル伝達や転写因子の非対称分配、クロ
マチン修飾によるエピジェネティクス
等の関与は多数報告されているが、「小
胞体の状態」に注目した研究については、
ほとんど報告されていない。  
  

そこで、本研究においては、神経細胞
の分化・増殖における小胞体ストレス応
答の関与を in vivo レベルで解析するこ
とを目的とした。  
 
 
３． 研究の方法  
 
(1) PERK ノックアウトマウスの脳の解剖

学的・組織学的解析: 
 
PERK ノックマウスの脳を解剖学的・

組織学的に解析した。小胞体ストレス
応答について、小胞体ストレスのマー
カー遺伝子の発現を、以下の抗体を用
いた免疫組織化学により検討した。
anti-KDEL  抗 体 、 anti-BiP 抗 体 、
anti-XBP1 抗体、anti-phospho-eIF2α
抗体、anti-CHOP 抗体、anti-spliced 
XBP-1 抗 体 。 ま た 、 in situ 
hybridization 法を用いて、小胞体ス
トレスマーカー分子（spliced XBP1）
の発現を検討した。 

 
 大脳皮質の層構造構築における小
胞体ストレス応答の関与を検討する
ために、以下の抗体を用いた免疫組織
化 学 を 行 っ た 。 anti- Cux1 抗 体
(Layer2-4 の マ ー カ ー 分 子 ) 、
anti-Ctip2 抗体(Layer5 のマーカー分
子)、anti-ER81(Layer5 のマーカー分
子)、anti-Foxp2 抗体(Layer6 のマー
カー分子)、anti-Tbr1 抗体(Layer6 の
マ ー カ ー 分 子 )、 anti- Brn2 抗 体
（ upper 層 の マ ー カ ー 分 子 ）、
anti-Pax6 抗体(VZ 層のマーカー分子)、
anti-Tbr2 抗体(SVZ 層のマーカー分
子)、anti-CTGF(サブプレートニュー
ロンのマーカー分子)抗体。 

 



また、脳発生時における細胞分裂を
検討するために、以下の遺伝子の mRNA
の発現を in situ hybridization 法を
用いて検討した。Pax6(NM_013627)、
Brn2 (NM_008899)、Cux2 (NM_007804)、 
NeuroD6 (NM_009717) 、 
Tbr2(NM_010136)。 

 
さらに、細胞分裂については、ニッ

ス ル 染 色 お よ び Hematoxylin and 
eosin stain(HE)染色等の一般染色の
他に、分裂マーカーとして分裂中期の
細胞を特異的に認識するリン酸化ヒ
ストン 3（phosphorylated histone 3, 
Phospho―H3）抗体による脳の免疫組
織化学を行い、PERK ノックアウトマウ
スにおける中間前駆細胞の細胞分裂
を検討した。 

 
 
(2) 野生型マウスの脳の解剖学的・組織

学的解析: 
 

大脳皮質の６層構造構築における
神経細胞の分化・増殖・移動と小胞体
ストレス応答の関係を明らかにする
ために、野生型マウスの解剖学的・組
織学的解析を発生段階に応じて検討
した。 
 
 PERK ノックアウトマウスと同様に、
各種小胞体ストレス応答遺伝子の免
疫組織化学や、大脳皮質の層構造のマ
ーカー遺伝子の免疫組織化学および
in situ hybridization 法、さらに細
胞分裂の検討をリン酸化ヒストン 3
（phosphorylated histone 3, Phospho
―H3）抗体による脳の免疫組織化学を
行い、PERK ノックアウトマウスと比較
検討した。 
 

 
４． 研究成果 
 
(1) PERK 欠損マウスでは、脳全体が委縮
していた。組織レベルで検討すると、大
脳皮質、大脳基底核、脳幹などにおいて
層構造や位置に顕著な差は見いだせな
かったが、全体的に委縮しており細胞数
が減少していた。特に委縮が顕著であっ
た部位は、嗅球であった。嗅上皮および
嗅神経も委縮していた。 

 
(2) PERK 欠損マウスの大脳皮質の層構
造を検討するために、anti- Cux1 抗体
(Layer2-4 のマーカー分子)、anti-Ctip2
抗 体 (Layer5 の マ ー カ ー 分 子 ) 、
anti-ER81(Layer5 のマーカー分子)、
anti-Foxp2 抗体(Layer6 のマーカー分
子)、anti-Tbr1 抗体(Layer6 のマーカー

分子)、anti- Brn2 抗体（upper 層のマ
ーカー分子）、anti-Pax6 抗体(VZ 層のマ
ーカー分子)、anti-Tbr2 抗体(SVZ 層の
マーカー分子)、anti-CTGF((サブプレー
トニューロンのマーカー分子)抗体を用
いた免疫組織化学により検討したが、全
体的は層構造の構築に、野生型との顕著
な差をなかった。また、mRNA の発現パタ
ーンにおいても顕著な差を見出すこと
はできなかった。 

 
ミ ュ ー タ ン ト マ ウ ス の リ ー ラ ー

(reeler)では、Cajal-Retzius 細胞から
特異的に分泌される Reelin が欠損して
いることにより、６層構造が異常になる
ことが報告されている(outside-in)。し
かしながら、PERK ノックアウトマウスの
脳では、そのような層構造の異常は観察
されなかった。 
 
(3)野生型マウスの脳に対して解剖学
的・組織学的解析を発生段階に応じて検
討すると、大脳皮質の６層構造構築に重
要な役割を担うサブプレートニューロ
ンにおいて、顕著な小胞体ストレス応答
の亢進が検出された。サブプレートニュ
ーロンは大脳皮質で最初に生まれる機
能的な神経細胞であり、大脳皮質の領域
分化などに関わるとされているが、未だ
よくわかっていない部分が多い。６層構
造の構築が終了した段階でサブプレー
トニューロンは細胞死により消失する
とする報告もあるが、細胞死は見いだせ
ず、逆に小胞体ストレス応答は亢進して
いた。 
 
(4)PERK 欠損マウスにおいて、嗅球が顕
著に委縮していた。細胞分裂は抑制され、
小胞体ストレス応答は亢進していた。 
 

これらの結果から、小胞体ストレス応
答は、脳の発生に関与していることが示
唆された。今後は、神経細胞の増殖・分
化を制御している細胞内シグナルと小
胞体ストレス応答の関係を明らかにし、
発達障害などの発症メカニズムの解明
を目指す。 
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