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研究成果の概要（和文）：モノアミン神経系は脳の広範な領域に投射し、脳の発達や機能調節を担っている。そのため
、脳の発達期におけるモノアミン神経系の発達・機能異常は、自閉症などを始めとする種々の神経精神疾患の病態に寄
与すると考えられている。しかし分化終了後のモノアミン神経細胞の発達や生存に対して、個々の栄養因子の作用差や
、セロトニン神経路の形態的・機能的な発達や成熟への関与については不明な点が多い。本研究では栄養因子群による
セロトニン神経の発達成熟に対する制御機構に着目し、この疑問に迫った。

研究成果の概要（英文）：Monoamine such as serotonin (5HT) and dopamine (DA) is a key modulator of brain 
development and functions. Recent studies also indicate the implication in the etiology or neuropathology 
of various brain diseases such as schizophrenia and autism. In early developmental stage, progenitors of 
both 5HT and DA neurons are located in the mid-hindbrain boundary. Of note, neurotrophic factors such as 
BDNF, GDNF and FGF2 show distinct trophic activities on 5HT and DA neuronal populations. However, the 
selectivity and the strength of each neurotrophic factor remains to be characterized for 5HT and DA 
neurons. Here we examined trophic features of growth factors in rat rhombencephalon cultures.

研究分野：分子神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
   セロトニン神経とドパミン神経は、共に
菱脳領域に存在する前駆細胞より分化する。
このようなセロトニン神経の発生過程には、
線維芽細胞増殖因子 (FGF)ファミリーや
BDNF 等の栄養因子群が必要であることが
知られている（参考文献１）。通常、これら
の栄養因子群は分化完了後にも神経細胞の
発達や維持、機能制御に大きく関与すると考
えられる。しかし分化後のセロトニン神経の
発達や生存に対して、①個々の栄養因子がど
のような作用差を示すのか、また、そのこと
が②セロトニン神経路の形態的・機能的な発
達や成熟、ひいては③精神神経疾患の発症や
病態と関与するのか、未だ不明な点が多い。 
  申請者はこれまでに、分化完了後のドパ
ミン神経に対する神経栄養因子の作用につ
いて、①EGFは中脳ドパミン神経の生存・発
達、神経活動を制御する（文献２、３）、②
ドパミン神経路の発達過程における EGF シ
グナルの変調は、成長後の動物の認知行動を
障害する（文献４、５）、ことを報告してい
る。これらの研究結果から、申請者は、同じ
発生起源を持つ縫線核セロトニン神経細胞
も、その分化完了後の発達過程で、種々の栄
養因子の制御を受けると仮定した。また、こ
の時期の神経栄養因子シグナルの変調は、セ
ロトニン神経路の形態的・機能的発達だけで
はなく、行動・認知等の高次脳機能に持続的
に影響する事も推定された。 
   また、催眠鎮静薬であるサリドマイド
の副作用として、胎児の催奇形性の他に自閉
症誘発が知られている。近年、神経病理学的
にこのサリドマイド誘発性自閉症とセロト
ニン神経の発達抑制の関連が提唱されてい
る（文献６）。セレブロンは軽度精神遅滞の
原因遺伝子産物でもあることから、サリドマ
イドがセロトニン神経特異的に生存や発達
を阻害する可能性が高い。従って、サリドマ
イドの作用機序を明らかにする事で、③セロ
トニン神経路の発達と自閉症のような発達
障害の関連性を検証する事が可能かもしれ
ない。 
 
 
２．研究の目的 
 
  セロトニンやドパミンを含むモノアミ
ン神経路は、脳の広範な領域に投射し、脳の
発達や機能の調節を行っている。そのため、
その発達障害や機能障害は種々の神経精神
疾患の病態に寄与すると考えられている。申
請者はこれまで、上皮成長因子(EGF)や脳由
来神経栄養因子(BDNF)受容体(TrkB)シグナ
ルの、ドパミン神経路に対する栄養作用を明
らかにした（文献２、３、７）。それを踏ま
え、本研究では「縫線核セロトニン神経」に
焦点をあて、脳の発達期における神経栄養因
子のセロトニン神経に対する栄養作用の実

態の解明を目指した。具体的な研究目標とし
て BDNF, FGF, GDNF等を中心に、①セロ
トニン神経を標的とする各栄養因子の発
達・成熟作用の形態的・機能的差異、②サリ
ドマイドによるセロトニン神経の発達阻害
と各栄養因子との関連、の２点を設定した。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）各栄養因子の生存・発達への影響とそ
の差異 
  ラット菱脳神経細胞初代培養系を用い
た予備実験では、個々の栄養因子毎に、セロ
トニン神経の生存や形態的発達に対する作
用の違いが見られた。そこで、免疫化学的手
法や HPLC によるモノアミン測定法を用い
て、細胞の生存や形態的・機能的発達を比較
する。使用する栄養因子に関しては、FGFフ
ァミリー(FGF2・FGF4・FGF8)等を中心に
用い、個々の作用比較も行った。 
 
（２）サリドマイド及びその誘導体による、
生存・発達抑制効果の検証 ： 
  サリドマイドとその誘導体(レナリドマ
イド・ポマリドマイド)処理によるセロトニン
神経への発達抑制作用を、免疫化学的手法に
て評価する。サリドマイドの催奇形性には
FGF シグナルが関与することが報告されて
いることから、FGF２などの栄養因子シグナ
ルとの関連も合わせて検討した。 
 
（３）セロトニン神経細胞の生存・発達障害
に対する、ユビキチンープロテオソーム系の
関与の検証： 
  サリドマイドの標的分子の一つにセレ
ブロン（ユビキチンリガーゼ E3 構成分子）
がある。申請者の所属研究室では，セレブロ
ンが縫線核セロトニン神経に存在し(文献８)、
サリドマイド投与が発達終了後の動物の認
知行動に影響を与える事を報告している(文
献 9)。セレブロンは軽度精神遅滞の原因遺伝
子産物でもあることから、サリドマイドのセ
ロトニン神経に対する発達阻害作用に関与
する可能性が推定される。そこで、セレブロ
ンノックアウトマウスやユビキチンープロ
テオソーム系阻害剤を用いて、セロトニン神
経に対する影響を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）各栄養因子はセロトニン神経細胞の生
存・発達に対して、異なる作用を示す 
  予備実験では、BDNF, FGF２, GDNFな
どの栄養因子毎に、セロトニン神経の生存や
形態的発達に対する作用の違いが見られた。
そこで、免疫化学的手法を用いて、細胞の生
存や形態的・機能的発達を比較した。FGFフ
ァミリー(FGF2・FGF4・FGF8)については、



いずれもトリプトファン水酸化酵素（TPH, 
セロトニン神経マーカー）陽性細胞の生存・
発達に促進作用を示した。これらの栄養因子
は、同じ発生起源であるドパミン神経に対し
ても増殖因子として作用する。初代培養細胞
では、微量のチロシン水酸化酵素（TH, ドパ
ミン神経マーカー）陽性細胞の混入がみられ
る。しかしながら、FGF2は２重染色性に対
する変化を示さなかった（図１）。 
また、これまでドパミン神経細胞に対する栄
養効果を報告している EGF については、セ

ロトニン神経細胞に対する栄養効果は認め
られなかったものの、同じファミリーの栄養
因子である NRG1は生存・発達に促進作用を
示した。 
 
（２）TPH/TH ２重陽性細胞は、発達段階初
期に存在する 
  今回使用した初代培養系では、セロトニ
ン神経細胞、ドパミン神経細胞以外にも、
TPH/TH の２重陽性を示す細胞が認められ
た。BDNF や GDNF は、セロトニン細胞
の生存・発達促進効果に加え、この２重陽
性細胞に対しても生存・発達促進効果を示
した。しかしながら、FGF2や NRG1は２
重陽性細胞に対する影響は示さなかった。
また、この２重陽性細胞は培養日数ととも
にその数が減少する。In vivoにおいても、
この２重陽性細胞は、発達初期（胎児期）
にはセロトニン神経核である縫線核周囲に
点在している。しかし、生後になるとその
数は減少する。これは、セロトニン神経細
胞が生後飛躍的な発達を遂げることに反比
例する。このことから、この２重陽性細胞
は発達初期に見られる分化・発達度が低い
神経細胞であることが示唆される。 
    
（３）サリドマイドはセロトニン神経細胞に
対して生存・発達抑制効果を示す 
  予備実験では、サリドマイドはセロトニ
ン神経の生存・発達に抑制作用を示した。そ
こで、サリドマイドとその誘導体(レナリドマ
イド・ポマリドマイド)処理によるセロトニン
神経への発達抑制作用を、免疫化学的手法に
て評価した。その結果、レナリドマイドは、
サリドマイド同様の抑制効果を示した。然し
ながらポマリドマイドは、サリドマイドのよ
うな生存・発達抑制効果は見られなかった

（図２）。  

  この阻害効果は、TPH/TH２重陽性細胞
に対しても認められたが、ドパミン神経細胞
に対しては阻害効果が認められなかった。ま
た、サリドマイドの添加後に washoutしても
セロトニン神経細胞に対する生存・発達阻害
効果は変わらなかったことから、この阻害は
一過性のものではないと考えられる。 
  このようなサリドマイドの生存・発達阻
害機序を明らかにするため、これまでの実験
でセロトニン神経細胞への生存・発達促進作
用が認められた FGF2や、BDNFなどとの共
投与を行った。その結果、サリドマイド添加
による効果は、FGF2や BDNF, NRG1の共
投与により阻害された。しかし、TPH/TH２
重陽性細胞への生存・発達阻害に対しては、
FGF2と NRG1は阻害効果を示さなかった。  
 
（４）サリドマイドの生存・発達抑制効果は
プロテアソーム経路とは独立している可能
性がある 
  上記のようなサリドマイドのセロトニ
ン神経細胞に対する発達抑制作用に、ユビキ
チンープロテアソーム系が関与する可能性
を検討した。サリドマイドを添加した培養細
胞では、セロトニン神経細胞の生存・発達阻
害と並行してウェスタンブロットによりユ
ビキチン化されたタンパクの蓄積が認めら
れる。ブロードなプロテアソームインヒビタ
ーであるMG132を培養細胞に添加すると、
サリドマイド同様のユビキチン化タンパク
の蓄積が見られるが、セロトニン神経細胞の
生存・発達阻害は認められなかった。また、
セレブロンノックアウトマウスの縫線核で
は、セロトニン神経細胞の数や分布に変化は
見られなかった。これらのことから、サリド
マイドのセロトニン神経細胞に対する発達
抑制作用機序は、プロテアソーム系とは独立
している可能性が示唆された。 
   
（５）考察と今後の展望 
  上記の成果により、これまでの報告され
てきた BDNFや FGF2に加え、NRG1もセ
ロトニン神経細胞の生存や発達に対して促
進作用を持つことが明らかになった。これら
の神経栄養因子は同じモノアミン神経細胞
の系譜である中脳ドパミン神経細胞に栄養
作用を示すことが知られているが、今回菱脳



培養細胞に存在するドパミン神経細胞に対
しては、BDNF と異なり、FGF2 と NRG1
はそういった促進作用は示さない。また、培
養初期に見られる TPH/TH２重陽性細胞に
も影響を及ぼさなかった。このことから、
①FGF２や NRG1 は特にセロトニン神経細
胞としての性質（発達）を増強する効果が強
い、②菱脳領域に存在するドパミン神経細胞
は、中脳ドパミン神経細胞とは栄養因子に対
する感受性が異なる、ことが示唆される。セ
ロトニンとドパミン活動等の他の神経活動
は互いに相互作用することも知られている。
栄養因子群のドパミン神経路やセロトニン
神経路の発達に対する個別作用、並びに相互
作用の一端が明らかになることで、今後のモ
ノアミン神経系全体の発達の理解に貢献す
ることが想定される。 
  サリドマイドが示した生存発達抑制効
果に関しては、セロトニン神経細胞だけでな
く、TPH/TH２重陽性細胞のようなより未熟
な細胞についても阻害効果を示した。サリド
マードのターゲット分子がセレブロンであ
ることから、ユビキチンープロテアソーム経
路がその作用機序に関連している可能性を
想定したが、今回の実験結果からはその積極
的な関与は認められなかった。むしろ、栄養
因子の共投与実験で見られたように、栄養因
子シグナル系の阻害が主な経路であること
が示唆された。自閉症等の神経精神疾患の原
因の１つとして、神経発達障害仮説が注目さ
れている。それらの治療薬としては、セロト
ニントランスポーターやセロトニン代謝酵
素の阻害薬、セロトニン受容体の拮抗薬も実
際に多く用いられている。神経精神疾患の病
態研究においてセロトニン神経系の発達・成
熟機構の解明は、その発症メカニズムの理解
等、病態基盤の理解にもつながると考えられ
る。 
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