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研究成果の概要（和文）：Brorin遺伝子欠損マウスとbrorin機能阻害ゼブラフィッシュを用いた解析により、
Brorinが神経幹細胞のアストロサイトへの分化抑制と神経細胞とオリゴデンドロサイトの分化促進に関与してい
ること及びbrorinがBmpシグナル伝達の制御に関与していることを明らかにした。さらに、Brorin遺伝子欠損マ
ウスでは野生型マウスと比較して、皮下および内臓白色脂肪組織の重量が増加していることも明らかにした。ま
た、brorin機能阻害ゼブラフィッシュを用いた解析により、brorinが視床下部の特性の維持と軸索投射に関与し
ていることも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Brorin were predominantly expressed in developing neural tissues.  The loss 
of Brorin resulted in the activation of Bmp signaling in mice and zebrafish.  brorin morphants 
exhibited defective development of the ventral domain in the forebrain.  Furthermore, we 
demonstrated that Brorin inhibited Bmp signaling and played a critical role in the development of 
the ventral domain and specification of GABAergic interneurons and oligodendrocyte progenitors in 
the forebrain.  It was also implicated in the suppression of astrocyte generation in the forebrain. 
 In addition,  brorin is essential for the appropriate expression of axon guidance molecules and has
 a role in the formation of forebrain commissural axons.  The present results suggest that Brorin is
 a secreted Bmp antagonist predominantly expressed in developing neural tissues and that it plays 
multiple roles in the development of the forebrain.

研究分野： 分子生物学

キーワード： Bmp　アンタゴニスト　脳・神経　視床下部　神経分化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 分泌性タンパク質は、増殖・分化因子とし
て様々な組織の形態形成にも重要な役割を
担っている。これまでに申請者らは、主に
Bioinformatics の手法により、ゲノム・遺伝
子データベースから 15 種類以上の新規ヒト
分泌性タンパク質を発見しており、その中の
1つを Brorin と命名した。ヒト以外にマウス
及びゼブラフィッシュからも Brorin を単
離・同定しており、Brorin が脊椎動物に共通
した分泌性タンパク質であることも明らか
にしている。 
 分泌性タンパク質である Bmp (bone 
morphogenetic protein) は、骨・軟骨形成
以外に脳形成にも関与しており、細胞表面に
存在する受容体を介して細胞内にシグナル
を伝達するが、その活性はアンタゴニストの
制御を受ける。脳発生過程において Bmp シグ
ナルは、神経系前駆細胞のニューロンとオリ
ゴデンドロサイトへの分化を抑制して、アス
トロサイトへの分化を促進する。Brorin は、
胎児期及び成体マウスにおいて脳神経系特
異的に発現しており、in vitroで細胞外に分
泌して Bmp アンタゴニスト活性を示し、神経
系前駆細胞のニューロンへの分化を促進す
る。 
 申請者らは、in vivoにおける Brorin の生
理的役割を解明するために、Brorin遺伝子欠
損マウスを作製し、機能解析を行っている。
Brorin 遺伝子欠損マウスの表現型の特徴と
しては、通常食飼育時における体重が野生型
に比べ有意に増加していた。そこで摂食量を
測定したところ、Brorin遺伝子欠損マウスで
は、通常食飼育時における摂食量が野生型に
比べ有意に増加していた。 
 Bmp シグナルは、視床下部（摂食制御の神
経回路において中心的役割をもつ神経核が
存在）の神経分化および弓状核ニューロンの
軸索投射などにも関与していることが報告
されている。また申請者らは、Brorin が視床
下部において胎児期から高発現しているこ
とも見出している。これらの結果は、視床下
部形成過程において Brorin が、摂食行動制
御に関与する神経細胞の分化に重要な役割
を担っている可能性があることを示唆して
いる。 
 
２．研究の目的 
 
 Brorin は胎児期から脳神経系特異的に発
現しており、in vitro で細胞外に分泌して
Bmp アンタゴニスト活性を示し、神経系前駆
細胞のニューロンへの分化を促進する。Bmp
シグナルは、視床下部の神経分化及び弓状核
ニューロンの軸索投射に関与していること
が報告されており、Brorin は胎児期から視床
下部において高発現している。Brorin遺伝子
欠損マウスの表現型の特徴としては、通常食
飼育時で摂食量が野生型に比べ有意に増加

し、体重も野生型に比べ有意に増加していた。
これらの結果から、視床下部形成過程におい
て Brorin が、摂食行動制御に関与する神経
細胞の分化に重要な役割を担っている可能
性が示唆された。 
 脳発生過程において Bmp シグナルは、神経
系前駆細胞のニューロンとオリゴデンドロ
サイトへの分化を抑制して、アストロサイト
への分化を促進する。そこで本研究では、ゼ
ブラフィッシュ brorin も前脳の終脳腹側及
び間脳腹側領域で高発現していることから、
まず胚の発生が早いゼブラフィッシュを用
いて、脳発生過程における Brorin の役割に
ついて明らかにする。brorin機能阻害ゼブラ
フィッシュ胚を用いた解析により、神経系前
駆細胞の分化に対する Brorin の機能および
Bmpシグナル伝達経路とBrorinとの関係につ
いて明らかにする。 
 さらに、Brorin による胎児期の視床下部神
経形成が摂食行動制御機構にどのように関
わっているのか分子レベルで明らかにする
ために、Brorin遺伝子欠損マウスについても
同様に解析を行い、視床下部の摂食行動制御
に関与する神経細胞の分化における Brorin
の役割を明らかにする。また、Brorin遺伝子
欠損マウスの組織重量などを測定すること
により、体重増加の原因についても明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
 
（１） Bmp シグナル伝達経路に対するゼブ

ラフィッシュ Brorin の作用の検討 
 
 これまでに申請者らは、Brorin が in vitro
でBmpアンタゴニスト活性を示すことを明ら
かにしている。そこで、in vivo においても
brorinがBmpシグナル伝達経路に関与してい
るか検討するために、brorin過剰発現ゼブラ
フィッシュ胚においてBmpシグナル伝達経路
が抑制されているか否かを検討した。 
 さらに、Bmp シグナル伝達経路が brorin機
能阻害ゼブラフィッシュ胚の表現型に関与
しているか検討するために、brorin機能阻害
ゼブラフィッシュ胚においてBmpシグナル伝
達経路が活性化されているか否かについて
も検討した。指標として Bmp シグナル伝達経
路の下流因子である Smad のリン酸化につい
て抗体を用いて検出した。 
 
（２） brorin 機能阻害ゼブラフィッシュを

用いた神経系前駆細胞の分化におけ
る Brorin の役割の解明 

 
 brorin 機能阻害ゼブラフィッシュ胚を作
製し、その表現型について解析を行った。ま
ず前脳領域の特性決定に対する brorin の機
能を明らかにするために、brorin機能阻害胚
における終脳腹側・間脳腹側マーカー(dlx2)
の発現について検討した。 



 さらに前脳における神経分化に対する
brorinの機能を明らかにするために、brorin
機能阻害胚における神経分化マーカーの発
現を検討した。前脳の腹側領域の神経分化マ
ーカーとしては ascl1a を用い、前脳の背側
領域の神経分化マーカーとしては ngn1 を用
いた。 
 終脳腹側領域と腹側視床からは主に GABA
作動性ニューロンとオリゴデンドロサイト
が発生することが報告されている。そこで、
brorin 機能阻害胚における GABA 作動性ニュ
ーロンのマーカーである gad1 とオリゴデン
ドロサイトのマーカーである olig2の発現に
ついても検討した。 
 Bmp シグナルが弓状核ニューロンの軸索投
射に関与していることから、brorin の軸索投
射における役割についても検討した。brorin
機能阻害胚における軸索投射パターンにつ
いては、抗α-チューブリン抗体を用いて検
出した。さらに、軸索ガイダンス分子の発現
パターンを検討するために、brorin機能阻害
胚における netrin1aと sema3dの発現につい
ても検討した。 
 
（３） Brorin 遺伝子欠損マウスを用いた線

条体、内包および視床下部の神経細
胞の分化におけるBrorinの役割の解
明 

 
 成体の脳解析には生後 8 週齢の C57BL/6 
野生型マウスおよび Brorin 遺伝子欠損マウ
スを使用した。麻酔後に全脳を摘出して、OCT 
compound に包埋後、ドライアイスを用いて
新鮮凍結サンプルを作製した。 
 新生児期の脳解析には生後 2 日齢の
C57BL/6 野生型マウスおよび Brorin 遺伝子
欠損マウスマウスを使用し、ドライアイスを
用いて頭部新鮮凍結サンプルを作製した。 
 クリオスタットにより新鮮凍結サンプル
から厚さ 16 μm の薄切切片を作製した。 
 脳切片を 4%パラホルムアルデヒドで固定
後、免疫組織化学的染色を行った。一次抗体
としては抗 NeuN 抗体、抗 Grial fibrillary 
acidic protein (GFAP) 抗体、抗 Adenomatous 
polyposis coli (APC) 抗体および抗 Nestin 
抗体を使用し、その後蛍光標識二次抗体によ
り可視化した。核染色には DAPI を用いた。 
 共焦点顕微鏡した、線条体の側脳室近傍、
内包領域および視床下部について単位面積
あたりの抗 NeuN 抗体で標識された神経細胞
数、抗 GFAP 抗体で標識されたアストロサイ
ト数、抗 APC 抗体で標識されたオリゴデンド
ロサイト数、抗 Nestin 抗体で標識された神
経幹細胞数及び DAPI で標識された総細胞数
を計数した。すべてのデータは、独立した最
低 3〜５個体の 3 切片以上を測定し、それら
の平均値を算出したもので、統計的有意差は、
Student t-test を用いて算出した。検定の
結果、p<0.05 となったものを有意と判断し
た。 

 
（４） Brorin 遺伝子欠損マウスの組織重量、

血糖値および血中インスリン濃度の
検討 

 
 Brorin 遺伝子欠損マウスの体重増加の原
因について明らかにするために、C57BL/6 野
生型マウスと Brorin 遺伝子欠損マウスから
各組織（心臓、肺、腎臓、皮下白色脂肪組織
および内臓白色脂肪組織）を摘出し、その重
量を測定した。さらに、C57BL/6 野生型マウ
スと Brorin 遺伝子欠損マウスの血糖値につ
いても測定した。 
 Brorin 遺伝子欠損マウスのエネルギー代
謝状態を検討するために、指標となる血中パ
ラメータの１つである血中インスリン濃度
についても測定した。 
 
４．研究成果 
 
（１） Bmp シグナル伝達経路に対するゼブ

ラフィッシュ Brorin の作用の検討 
 

 以前の解析より、Brorin が in vitroで Bmp
アンタゴニスト活性を示すことを明らかに
している。そこで、ゼブラフィッシュ胚を用
いて brorin の Bmp シグナル伝達経路におけ
る役割を検討したところ、brorin機能阻害胚
では Bmp シグナルが活性化されたが、brorin
過剰発現胚ではBmpシグナルの抑制が認めら
れ、Brorin が Bmp シグナル伝達の制御に関与
していることが明らかとなった。 

 
（２） brorin 機能阻害ゼブラフィッシュを

用いた神経系前駆細胞の分化におけ
る Brorin の役割の解明 

 
 brorin の前脳形成における役割を明らか
にするために、brorin機能阻害胚を作製した
ところ、brorin機能阻害胚は前脳の形態異常
を示し、さらに終脳腹側・間脳腹側マーカー
(dlx2)の発現が正常胚と比較して減少して
いた。従って、zebrafish brorinは前脳形成
過程において終脳腹側及び間脳腹側領域の
特性決定に関与していることが示された。 
 前脳における神経分化に対する brorin の
機能を検討したところ、brorin機能阻害胚で
は腹側領域の神経分化マーカー(ascl1a)の
発現が正常胚と比較して減少していた。一方、
前脳背側領域においては神経分化マーカー
(ngn1)の発現が正常に検出された。従って、
brorin は前脳腹側領域の神経分化にのみ関
与していることが示された。 
 brorin 機能阻害胚において発現が減少し
ていた dlx2 は、主に終脳腹側及び間脳腹側
領域から産生される GABA 作動性ニューロン
及びオリゴデンドロサイトの発生に関与し
ていることが報告されている。そこで、
brorin 機能阻害胚においてそれぞれのマー
カーである gad1 及び olig2 の発現解析を行



った。brorin機能阻害胚ではどちらの発現も
正常胚と比較して減少していた。従って、
brorin は GABA 作動性ニューロン及びオリゴ
デンドロサイトの発生に関与していること
が示された。 
 Bmp シグナルが弓状核ニューロンの軸索投
射に関与していることから、brorin機能阻害
ゼブラフィッシュを用いて brorin の軸索投
射における役割についても検討した。brorin
機能阻害胚では、軸索投射に異常が認められ、
軸索ガイダンス分子の発現パターンにも異
常が認められた。 
 以上の結果より、ゼブラフィッシュ brorin
は終脳腹側及び間脳腹側領域の特性決定と
軸索投射に関与することを明らかにした。さ
らに、ゼブラフィッシュ brorin は前脳腹側
領域において dlx2 の発現を維持することに
より、GABA 作動性ニューロン及びオリゴデン
ドロサイトの分化を促進することも明らか
にした。また、これらの作用はゼブラフィッ
シュ brorin が in vivo において BMP 
antagonist 活性をもつことより、Bmp の機能
を阻害することで発揮されると考えられる。 
 
（３） Brorin 遺伝子欠損マウスを用いた線

条体、内包および視床下部の神経細
胞の分化におけるBrorinの役割の解
明 

 
 成体の Brorin 遺伝子欠損マウスの脳につ
いて、神経細胞を標識する抗 NeuN 抗体、ア
ストロサイトを標識する抗 GFAP 抗体および
オリゴデンドロサイトを標識する抗 APC 抗
体を用いた免疫組織化学的解析を行い、成体
の脳における Brorin の機能について検討し
た。その結果として、Brorin遺伝子欠損マウ
スでは野生型マウスに比べて線条体の側脳
室近傍において総細胞数に変化はないが、
NeuN 陽性細胞および APC 陽性細胞の割合が
有意に減少し、GFAP 陽性細胞の割合が有意
に増加していることが明らかになった。また、
内包領域および視床下部においても総細胞
数に変化はないが、GFAP 陽性細胞の割合が有
意に増加し、APC 陽性細胞の割合が有意に減
少していることが明らかになった。これらの
結果は、Brorin遺伝子欠損マウスの脳におい
て神経細胞およびアストロサイト、オリゴデ
ンドロサイトの比率が変化していることを
示している。従って、Brorinが成体の脳にお
いて神経系前駆細胞の運命決定に関与して
いる可能性が示唆された。 
 神経系前駆細胞から神経細胞およびアス
トロサイトへの分化は胎児期から新生児期
にかけて盛んに行われることから、新生児期
の Brorin 遺伝子欠損マウスについても抗
NeuN 抗体および抗 GFAP 抗体を用いた免疫
組織化学的解析を行った。その結果として、
Brorin 遺伝子欠損マウスの線条体の側脳室
近傍において、野生型マウスに比べて総細胞
数に変化はないが、NeuN 陽性細胞の割合が

有意に減少し、GFAP 陽性細胞の割合が有意
に増加していることが明らかになった。また、
内包領域と視床下部においても総細胞数の
変化はないが、NeuN 陽性細胞の割合が有意
に減少し、GFAP 陽性細胞の割合が有意に増
加していることが明らかになった。従って、
Brorin が脳において神経系前駆細胞からア
ストロサイトへの分化抑制と神経細胞への
分化促進に胎児期から関与することが明ら
かとなった。 
 さらに、神経細胞やオリゴデンドロサイト、
アストロサイトへの分化能を持つ神経幹細
胞の増殖への Brorin の関与について検討し
た。新生児期の Brorin 遺伝子欠損マウスに
ついて抗 Nestin 抗体を用いた免疫組織化学
的解析を行った。その結果として、線条体の
側脳室近傍、内包領域および視床下部におい
てジェノタイプ間で差は認められなかった。
従って、Brorinが神経幹細胞の増殖には関与
していないことが示唆された。 
 さらに、生体内における Brorin の BMP ア
ンタゴニスト活性の有無を検討した。その結
果として、生後 2 日齢の Brorin 遺伝子欠損
マウスの線条体と内包領域において、Smad 
のリン酸化が亢進していた 。従って、マウ
ス Brorin も生体内においても Bmp アンタゴ
ニストとして作用することが示された。 
 以上の結果から、線条体の側脳室近傍、内
包領域および視床下部において、マウス
Brorin は神経幹細胞の増殖ではなく、神経系
前駆細胞からアストロサイトへの分化抑制
と神経細胞およびオリゴデンドロサイトへ
の分化促進に胎児期から関与することが示
唆された。これまでに、Bmp シグナルは神経
系前駆細胞から神経細胞への分化を抑制し、
アストロサイトへの分化を促進することが
明らかになっている。従って、マウス Brorin
は胎児期からBmpアンタゴニストとして作用
することにより、Bmp シグナルを抑制して、
脳の特定の領域において神経系前駆細胞の
運命決定に関与している可能性が考えられ
る。 
 
（４） Brorin 遺伝子欠損マウスの組織重量、

血糖値および血中インスリン濃度の
検討 

 
 野生型マウスと比較して Brorin 遺伝子欠
損マウスの体重が有意に増加していたこと
から、組織重量と血糖値について検討した。
Brorin 遺伝子欠損マウスでは野生型マウス
と比較して、主要臓器である心臓、肺、腎臓
の重量には差が見られなかったものの、皮下
及び内臓共に白色脂肪組織重量は増加して
いた。 
 また血糖値を測定したところ、Brorin遺伝
子欠損マウスでは野生型マウスと比較して
血糖値が上昇していた。 
 そこで、野生型マウスおよび Brorin 遺伝
子欠損マウスについて、エネルギー代謝状態



の指標となる血中パラメータの変化の有無
についても検討した。Brorin遺伝子欠損マウ
スでは野生型マウスと比較して、血中インス
リン濃度も増加していた。 
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