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はしがき

【脳のパターン形成研究】班は平成10-15年の6年にわたって､最新の分子生物学的

手法､遺伝子改変のテクニックなどを駆使して､脊椎動物の脳･神経系の形態形成に焦点

を当て字研究を行ってきた｡本研究プロジェクトでは､特に(1 )発生初期の神経として

の分化の決定､ (2)その後中枢神経内でのコンパートメントの形成､ (3)コンパー

トメント内での位置特異性の決定､ (4)神経回路の形成の機構についての各班員が分担

して研究を行った｡

ニワトリ腔で開発されたエレクトロボレーションによる遺伝子強制発現法がいろいろな

動物にまで応用されるようになり､さらにはsiRNAと組み合わせたノックアウト法も確

立されニワトリ腔の実験動物としての復権につながった｡また本研究領域の計画研究者に

よるノックアウトマウス作成による解析､ GFP発現ゼブラフイシュでの解析､さらにはケ

ージ化合物による時期特異的遺伝子発現法などが開発され､発足当初では考えられないほ

どの研究の進展を見た｡

平成16年10月にはその総まとめとして公開国際シンポジウムを開催した｡シンポジウ

ムには海外からMarion Wassef, Andrea Wizenmann, E一izabeth Grove博士を招待し､

国内講演者は本研究班の班員を中心とし､関連の研究者を加え､ 13人の演者による発表

が行われた｡シンポジウムでは､脊椎動物脳のパターン形成に関して様々な視点からの講

演と討論が行われ､これまでの各演者の成果を交換するとともに今後の研究の展開､共同

研究の可能性についても意見が交換された｡
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Ⅲ.成果発表

1.出版

実験医学増刊｢脳･神経研究のフロンティア｣仲村春和､村上富士夫編(2002)

2.主催シンポジウム･ウ-クショップ

25126Nov. 1999,文部省特定領域研究B ｢脳のパターン形成｣公開シンポジウムBrain

Pattem Formation､ Gonryo-Kaikan, Sendai

平成12年1 0月28日､特定領域研究｢浅島班,仲村班,瀬原班｣合同公開シンポジ
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琉球大学医学部生化学第二講座合同ワークショップ｢かたちづくりの原理をもとめ

て｣沖絡コンベンションセンター

October 29Ih, 2004, Symposium on Vertebrate Brain Pattern Formadon

32nd IDAC Symposium and Symposium of Brain Pattern Formation (MEXT)､ IDAC

Meeting Room (ポスター添付)
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Ⅳ.研究嶺域の概要
脊椎動物の脳一･神経系は複雑な構造と神経回路を持つ高度に特殊化した組織であるが､ 1

個の受精卵から細胞増殖および細胞間･組織間の相互作用の連続というダイナミックな過

程の結果形成される｡近年発生過程における相互作用を担う分子の実体が明らかにされつ
つあり､しかもこれら形態形成に関わ/8分子は動物界を通じてかなり共通であることがわ

かってきている｡発足当時､アプローチの難しかった脊椎動物の中枢神経系形成のメカニ
ズムに焦点を当てて研究をする機運が高まっており､各国の研究者がしのぎを削っていた｡

本研究領域は対象を脊椎動物の脳･神経系の形態形成に焦点を当て､その形成のための誘

導(相互作用)の分子機構を明らかにするための研究プロジェクトとして発足した｡ルー
チンの手法になっている標的遺伝子破壊､および自然発生突然変異動物を用いたloss of

functionによる遺伝子機能の解析､ゼブラフイシュやゼノパスの受精卵-のmRNAの注入､

さらに本研究領域の担当者らによって開発されこれも現在では/レ-チンの手法になってい

るin ov8-ェレクトロポレーションによる遺伝子のgain of functionにより､脳の形態

形成のメカニズムを総合的に解析してきた｡さらに､研究期間内に開発された新しい手法
により､ゼブラフイシュで特定の領域で特定の発生段階での遺伝子の強制発現が可能にな

り､特定の神経をGFPでラベルすることにより神経回路形成の解析等に応用された｡

領域申請時に(1)発生初期の神経としての分化の決定､ (2)その後中枢神経内での領

域の形成､ (3)領域内での位置特異性の決定､ (4)神経回路の形成の機構の解明を行

い､脊椎動物の中枢神経系の発生･分化のメカニズム解明のためのブレイクスルーを目指

すと記しているが､以下に述べるように本葡域はこれら目標に果敢に挑戦し､大きな成果

をあげたものと思っている｡

Ⅴ.研究嶺域の研究軌織と各研究項目の連携状況

仲村春和:視蓋の誘導･位置特異性決定の分子機構

大隅典子:領域特異的な神経細胞分化および軸索誘導に対するPax･6遺伝子の役割

岡本仁:中脳小脳形成を支配する相互誘導作用

影山龍一郎:晴乳動物の神経分化を制御する細胞内分子機構

笹井芳樹:初期神経板パターン形成における領域間相互作用の分子機序

嶋村健児:脊椎動物の前脳における領域特異性決定機構の解明

武田洋幸:脊椎動物中枢神経系における前後軸･背腹軸の成立機構(平10･13年度)

田中英明:運動ニューロンのidentitlを反映する分子群探索

森憲作:嘆球の誘導の分子機構(平10･13年度)

弥益恭:脊椎動物中枢神経系における前後軸･背腹軸の成立機構(平14115年度)

山口正洋:喚球の誘導の分子機構(平14･15年度)

本研究嶺域は9つの研究グループより構成されており,笹井､武田(弥益)らにより神

経誘導及び神経の初期パターン形成の研究を行い､その後の領域形成を大隅､嶋村､仲村､

岡本らが受け持つ｡嶋村､大隅が前脳､仲村､岡本が中脳･後脳の領域形成の研究を行う｡
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また､影山が特にHES遺伝子を中心として神経分化の研究を行い､田中は運動神経のアイ

デンティティの形成及び神経回路形成を研究する｡森(山口)は嘆球の領域形成と回路形

成の研究を担当した｡一連の研究により､脊椎動物の中枢神経系の形態形成を総括的に理

解しようとするものである｡

各研究班は有機的に連携して研究を行った｡仲村らの開発したeleftroporation法による

遺伝子の強制発現系は大隅､影山がマウス腔用に,嶋村がごく初期のニワトリ肱用に改良

して効果をあげている､笹井も新しく同定した分子の機能解析にエレクトロボレーション

を導入している｡岡本がゼブラフイシュで単離したく叩y遺伝子について､そのニワトリ

ホモログを単離し､比較発生学的研究が進行中である｡弥益はF9fシグナルを中心に研究

を行っているので､仲村等との連携はスムーズに行われていろ｡山口は森の研究を踏襲し､

各グループとの連携を保ちつつ研究を進展させた｡各研究グループの間で抗体,プローブ

の交換等は頻繁に行われており､田中も仲村と共同でこの方法による論文を発表した｡笹

井,武田はどちらも無羊膜初期腔を扱っているということから,また仲村,岡本は研究対

象が近いことから,特に情報交換を密にしている｡岡本と森､総括班員岡野と森,と岡野

の共同研究も論文として公表された｡

Ⅵ.研究領域の設定日的及びその達成度

領域の設定目的としては(1)初期神経発生におけるパターン形成､ (2)その後

中枢神経内での領域の形成､ (3)簡域内での位置特異性の決定とそれに基づく神経分化､

(4)神経回路の形成の機構の解明を行う｡また債域のタイトルにもなっている誘導につ

いての理解を深めることが大きな目的である｡

次の主な研究成果で述べるように各設定目的をおおむね達成した｡ 6年前には予想でき

なかったような成果が上がったと思われる｡位置特異性と神経分化という目的は全体とし

てはほぼ目的を達成している｡しかし､運動神経のサブタイプの決定機構に関しては大き

な成果は見られなかった｡ただ､その戦略の過程で得られた分子が初期発生で重要な働き

をしていることが示唆され､注目を浴びるに至っている｡

Ⅶ.主な研究成果

1)初期神経発生

神経誘導に関しては笹井が精力的な研究を展開した｡神経誘導のごく初期から神経板に

発現しているSox2の解析から､ Sox2は神経分化に関するpemissiveな役割を果たし､

in vivoにおける神経板領域を決定する外腔葉パターン形成に寄与していることを示した｡

また笹井はシグナルペプチドセレクション法によりChordinとホモロジーを有している

Kielin遺伝子を単離した｡ Kielinは脊索と底板に発現し,神経誘導因子Chordinや

nodaトrelated 4などで制御されている｡中腰葉に作用すると背側中腰葉(筋や脊索)を

分化誘導する｡笹井はまた幹細胞からの神経細胞の分化に焦点を当てて研究を行った｡肱
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性幹細胞(ES cell)を､ストローマ細胞をフィーダー細胞として培養することにより､

ドパミン作動性のニューロンに分化させることに成功した｡これはパーキンソン病の治療

の観点からも非常に注目されている｡

武田と弥益はゼブラフィッシュのミュータントの解析を行った｡オーガナイザーを欠き､

神経誘導因子chovdl'nの発現もみられない腹側化ゼブラフイシュでも後方神経マーカー

hoxa-1が発現していることからorg左nizerやそこから分泌される因子に依存しない後方

神経誘導機構が存在することが示唆された｡このことから､ Fgf3が後方神経誘導に関わ

っていること, Fgf3が標的細胞内でBMPシグナルを遮断することを明らかにした｡こ

れらの結果より神経誘導(BMPシグナルの阻害)には2つの経路が存在することが示唆

された｡一つは､オーガナイザー因子で細胞外でBMPと結合する｡もう一つは､後方神

経誘導に関与する背側の旺盤周縁からのFgfで､標的細胞内でB叫Pシグナルと括抗する｡

この後方神経誘導に関わっている遺伝子として､弥益と武田によりFgf3が同定された｡

2)中枢神経の領域形成

前脳額域

神経誘導の後,神経管各領域の特殊化,すなわち脳の領域化が生じる｡嶋村は､ホメオ

ボックス型の転写因子Irx3が､プロソメア2から中脳にかけて発現することに注目し,Irx3

の強制発現を行い, Irx3はFgf8シグナルに対してEnを誘導するというシグナル応答に

関係しているということを明らかにした｡

大隅は前脳額域形成における細胞系譜的解析を行った｡全腔培養下で神経上皮細胞の標

識と追跡を行うことにより､マウス腔における前脳分節形成様式を解析し､ R2iX6の遺伝

子発現が前脳特異的に開始し(4体節期)さらにcadherin6の発現が開始する(5体節

期)時期に前脳分節が確立することを明らかにした｡また､喚球を形成するニューロンの

うち､最も早く分化する僧帽細胞が終脳背側前方部に起源をもち､触6遺伝子に突然変

異を有する自然発症遺伝子変異ラット肱では､この腹側前方部へ移動する僧帽細胞の移動

方向が後方に変わること､この移動の異常は細胞非自律的であることを兄いだした｡

中脳小脳額域

中脳･小脳の領域形成に関して,仲村の成果は期待以上のものがある｡彼の一連の研究

により中脳として分化する条件はOtx2, Pax2,Enlが発現することであり､そこにPax3/7

の発現が加わると視蓋として分化することが明らかとなった｡中脳後脳境界部(峡部)お

よび前脳前端はオーガナイザーとして働くが､このオーガナイザーの役割は標的領域の転

写因子群の発現を変えたり､安定化したりすることにあることも明らかとなった｡峡部オ
ーガナイザーシグナルであるFgf8の機能解析も行われた｡ Fgf8には8つのアイソフォ

ームがあるが､そのうちのFgf8aとFgf8bが峡部で発現している｡ Fgf8aをエレクトロ

ボレーションにより強制発現させると､視蓋が大きくなるが､ Fgf8bを強制発現させると

中脳部に視蓋のかわりに小脳が分化した｡ Fgf8bを希釈してエレクトロボレーションする

ことにより､ Fgf8aとFgf8bの違いはシグナルの強さの違いに帰することが明らかとな

った｡またドミナントネガティブ型のRasを強制発現すると小脳の変わりに視蓋が分化
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することから､強いFgf8シグナルにより､ Ras-ERKのしステムが活性化されて､小脳

が分化するということが明らかにされた｡さらにRas-ERK経路にはSprouty2という負

の調節因子があるが､ Sprouty2はFgf8により速やかに誘導され､しかも正常発生での

発現はFgf8と重複している｡強制発現を行うとドミナントネガティブ型Rasの強制発現

と同様小脳の変わりに視蓋が分化し､ Sprouty2の機能を遮断すると中脳後脳境界が乱れ

ることから､ Fgf8によるぬsIE血シグナルの強さは常に負の調節因子であるSprouty2

により調節されないといけないということも明らかとなった｡

中脳の背腹軸の形成に関してはShhが腹側化因子として働いていることが仲村らによ

り明らかにされた｡

岡本はLIM/Homeodomain型転写因子Isleト3のuM領域を過剰発現することによっ

てその機能を阻害すると,眼･中脳･小脳の分化が特異的に抑制されることを見出した｡

そこで,正常旺及びLIM過剰発現腔の頭部をもちいたordered differential display法お

よびsubtractive hybridi2ntion法により2種類の新規遺伝子を同定した｡そのうち､峡

部領域で働くCanopy遺伝子の解析が進んでいる｡アンチセンスモルフォリノオリゴに

より　Canopylをノックダウンすると峡部が形成されず､視蓋の低形成も見られる｡

Canopylノックダウン腔では活性型ERKの量が減少する｡ Canopylノックダウン腔で

はFgf8ビーズによるeng2の誘導が起こらないが､薬剤によりFgf受容体を二量体化す

るとeng2の誘導が起こることから､ CanopylはFgf8あるいはFgf8受容体と直接相互

作用する分子だと考えられる｡現在ゼブラフイシュで解析を進めるとともに､仲村と共同

でニワトリ腔でのCanopy遺伝子の解析を行っている｡

武田と弥益はゼブラフイシュではFgf3とFgf8が前脳胞前端部と峡部に発現している

が､大脳の発生にはFgf3が､峡部でのシグナルとしてはFgf8が重要であることを示し

た｡彼らの研究により重複して発現するF9fの役割分担が神経組織ではじめて明らかにな

った｡

3)神経の分化

影山は晴乳動物の神経発生過程を､ ①神経幹細胞の増殖･維持､ ②神経幹細胞からニュ
ーロンの分化､ ③神経幹細胞からグリアの分化という3つに分け､これら3つの過程を制

御する転写因子を明らかにすることを目的として研究を行った｡ HeslとHes3が峡部で

のニューロンの分化を抑え､峡部がオーガナイザーとして働いていることを明らかにした｡

HeslとHes5は網膜ではグリア細胞であるMuller細胞の分化を促すが､大脳では神経幹

紳胞の分化を抑え､幹細胞の状態にとどめることを示した｡また網膜でMashlとMath3

のbHLH型転写因子が双極紳胞の分化に必須であることを示した｡網膜での細胞分化か

ら､峡部オーガナイザーの解析まで幅広く､当初の目標以上の成果が得られた｡また､後

述するようにHesの生物時計としての役割が明らかとなり､大きなインパクトを与えて

いる｡

田中は運動神経のサブタイプの分化機構の解明ということで出発した｡この研究に関し

ては苦戦しているが､シグナルとラップ法により単離したTSK遺伝子が初期発生で重要
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な役割を果たしていることが明らかとなり､注目を浴びている｡

大隅は脳のパターニングとそれに基づく神経細胞分化と軸索伸長に対するPax6の役割

について解析することを目的として研究を行い､まず菱脳腹側のニューロンサブタイプ分

化に関するPax6の役割を明らかにすした｡さらに転写因子Pax6の標的遺伝子候補につ

いてマイクロアレイ法を用いて解析した結果､脳型脂肪酸結合タンパク質(BI

FABP/FABP7)が有力な候補として挙がってきた｡ FABP7の発現パターンはPZZX6と極

めて似ており､ RZiX6変異ラットではその発現はほとんど消失していた｡電気穿孔法によ

りPZiX6遺伝子を強制発現すると､ FABP7は直ちに転写が開始した｡したがってFABP7

遺伝子はPax6の標的遺伝子候補である可能性が高いことが明らかになった｡神経上皮細

胞においてFABP7の機能をFNA干渉法によって失わせると､異所性に分化したニュー

ロンが生じたことから､神経発生においてPax6の関わる機能の.うち､ FABP7は神経幹

細胞の維持に働く可能性が伺われた｡

4)神経回路形成

喚覚の一次中枢である嘆球は､約1 0 0 0種類もの匂い分子受容体からのシグナルを

受け取る｡森は嘆球でこの情報が表現される空間的パターン､いわゆる｢匂い地図｣の､

構造と形成メカニズムを解明することを目的とした｡細胞接着分子の発現パターンから､

喚球の解剖学的､分子的なゾーン構造を明らかにした｡また､内因性信号の光学的測定を

用いて､喚球の機能的なドメイン構造を明らかにした｡更に軸素の誘引反発に関わる分子

のノックアウト動物を用いて､これらの構造の形成機構が示された｡さらに山口は新生神

経細胞が回路に組み込まれるかどうかは匂い入力の有無に左右され､ある特定の期間の匂

い入力に強く依存することを明らかにした(臨界期の存在) ｡その特定の期間に匂い入力

がないと･新生神経細胞はアポトーシス経路を活性化させて死ぬ｡喚球の解剖学的､分子

的､機能的な領域構造の存在と､その形成メカニズムが解明されさらに成体で神経回路

が入力(経験)依存的に再構成される細胞分子機構にまで発展しており当初の目的を十分

達成している｡

岡本はIsletl発現制御の下にGFPを発現するトランスジェニックゼブラフイシュを作

成し､生体での軸索進展の様子を観察可能にした｡さらに､ PlexinA4がIslet2の下流で

働き､ Slitシグナルと相互作用することにより､軸素の分枝を促すことを発見した｡

滑車神経は視蓋後縁に沿って上行するが､仲村はこの走行にSema3F-Neuropi血2の

システムが関与していることを示した｡

田中はEph受容体型チロシンキナ-ゼのリガンドephrin一一A2に対する機能阻害抗体を

開発した｡ ephrin-A2は視蓋の後ろ側で発現し､耳側網膜線経を反発すると考えられて

いるが､ ephrin-A2機能阻害抗体により､ in vitroでは反発活性が消え､ in vivoでも投

射の乱れが見られることを明らかにした｡
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(Ⅵ)当該学問分野及び関連学問分野への貢献度

1.方法の開発による貢献
岡本は(a9edRNAを作り､不活性(Ca9ed)の状態でゼブラフイシュ受精卵に注入し､

適当な時期に光を照射することによりそのRNAを活性化し､目的とする部位で､目的と
する発生段階での目的分子の強制発現に成功した｡これは非常に注目を浴びている方法で

あり､発生生物学のすべての分野で取り入れられるテクニックだと思われる｡

岡本によるlSletl1･GFPトランスジェニックゼブラフイシュは､生きたままの肱で軸索進

展の観察を可能にしており､画期的なテクニックである｡
山口と森はNedhプロモーターによりGFPを発現するトランスジェニックマウスの作

成に成功した｡これにより､神経幹細胞を可視化することが可能になり､幹細胞研究の視

点から非常に注目を浴びている｡

仲村により開発されたエレクトロボレーション法は大隅によってマウス全腔培養用に､
また嶋村により発生初期のニワトリ腔用に改良された｡今や､子宮内のマウス腔へのエレ

クト白ボレーションもルーチンの方法になっており､貢献度は大きい｡

さらに､仲村らはエレクトロボレーションによるsiRN導入法も開発したので､ニワト

リ腔にを用いて､遺伝子の強制発現と機能阻害の方法が確立された｡

Z.研究成果の他の領域への貢献

影山はHeslの発現がいろいろな細胞で2時間周期で増減を繰り返していることを発見し

た｡このオシレーションはネガティブフィードバックを介して細胞自律的に起こっている

ことがわかり､ Heslの生物時計としての機能が明らかとなった｡この生物時計はマウス

で2時間周期で進行する体節形成を制御していることがわかっている｡現在影山らによ

り神経発生での役割について研究が行われている｡.

近年､発生現象の多くが､シグナル伝達の観点から理解が進んでいる｡田中は神経系発

生において機能する未知のシグナル分子を探索するために､トリ腔のレンズや運動ニュー

ロンを材料として､シグナルシークエンストラップcDNAクローニング法を行った｡得

られた機能未知分子の一つは､ニワトリ初期腔のへンゼン結節から原条に発現が見られ､

あたかも土筆のようだとTsukushiぐrSK)と命名された｡TSKはBMPに直接結合してBMP

活性を阻害するBMPアンタゴニストであり､別のBMPアンタゴニストであるchordin

とも結合し､ BMPISK-chordinのコンプレックスを形成し､より強くBMP活性を阻害

することが明らかとなった｡さらにTSKはへンゼン結節形成に必須な分子であることが

gain-oトfunctionとloss-of-functionの解析から明らかになり､原腸形成､神経誘導

との関係で研究が展開されている｡

岡本は中脳領域の神経回路の研究から､左右で神経回路が異なることを発見し､現在研

究が進行中であるが､脳の左右差の解析にまで発展している｡
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