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研究成果の概要（和文）：　胎生期および出生直後のマウスの大脳皮質を単離しマイクロアレイ解析を行った。候補遺
伝子リストの中から転写因子に焦点を絞り機能解析を行った。子宮内電気穿孔法を用いた遺伝子過剰発現実験、shRNA
やノックアウトマウスを用いた遺伝子機能阻害実験を行った結果、樹状突起の形態成熟を負に制御する転写因子の同定
に成功した。この遺伝子の発現を抑制すると樹状突起の成熟が促進されるだけではなく、神経細胞の移動が障害される
ことを見いだした。この結果は、神経細胞が適切なタイミングで生じることが重要であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Using the cerebral cortex of embryonic and neonatal mice, microarray experiments 
were performed to identify the molecules whose expression levels changed before and after birth. Using in 
utero electroporation, loss- and gain-of-function studies were carried out, and we identified molecules 
that negatively regulated dendritic maturation. Furthermore, we found that the migration of immature 
neurons was also affected, suggesting that dendritic maturation should occur appropriate time point 
during development. Our results uncovered a novel regulatory mechanisms of neuronal maturation soon after 
birth.

研究分野： 脳神経医学

キーワード： 神経細胞成熟

  ４版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
 
	 脳神経系の形成過程を制御する環境の解
明は神経科学の重要課題である。「出生」は
哺乳類の生涯で最も劇的な環境の変化であ
り、この急激な変化に対して新生仔の脳神経
系は適応を迫られることは想像に難くない
が、脳神経系形成における出生の役割は不明
な点が多い。最近我々は、マウス大脳皮質の
体性感覚神経回路（バレル）の形成開始が、
出生に制御されていることを見出した。そこ
で本研究では、大脳皮質において出生により
選択的に制御される遺伝子同定を切り口と
し、出生に制御される分化過程の全貌解明を
目指す。ヒトでは著しい早産では自閉症など
の脳機能障害を示す傾向が高いことから、本
研究課題の成果は基礎神経科学のみならず、
早産による脳機能障害の病態解明といった
臨床周産期医学や小児科領域にも波及効果
を及ぼすなど、社会的インパクトも大きい。 
 
２．研究の目的 
 
	 我々はこれまでの解析で、バレル形成開始
が新生仔の出生（＝母親の出産）により制御
されていることを発見した。即ち、妊娠マウ
スからの出生時期を人為的に変化させると、
バレル形成時期も変化したのである。面白い
ことに、バレル形成とほぼ同時期に見られる
バレル可塑性臨界期の終了時期は出生時期
の影響を受けなかった。これらの結果は、出
生が大脳皮質の体性感覚神経回路形成を選
択的に制御する重要な要因であることを意
味している。言い換えれば神経回路形成の開
始制御という「出生」の新たな生理的役割を
見出したとも言える。我々は、出生が体性感
覚系だけではなく様々な出生後の変化を制
御している可能性があると考えている。そこ
で本研究課題では、出生後に駆動される分子
機構の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 
１)出生後に発現量が変化する遺伝子の同定	 
	 出生後に発現量が変化する遺伝子を同定
するために、マイクロアレイを用いた解析を
行う。具体的には、出生直前である胎生１８
日齢、生後１日齢、生後３日齢のマウス新生
仔の大脳皮質を取り出し、遺伝子発現パター
ンをマイクロアレイを用いて解析し、出生前
後で発現量が変化する遺伝子を同定する。候
補 遺 伝 子 の 発 現 量 の 変 化 を in	 situ	 
hybridization 法や免疫染色法にて検討し、
候補遺伝子を絞り込む。	 
	 
２)候補遺伝子の機能解析	 
	 候 補 遺 伝 子 の gain-of-function 、
loss-of-function を行うために、子宮内電気
穿孔法を用いて大脳皮質へプラスミドの導
入を行い、脳神経系の形成過程への影響を検

討する。遺伝子発現の時期的制御が必要とな
る場合は、Cre-ERT2/tamoxifen システムと組
み合わせる。候補遺伝子の loss-of-function、
gain-of-funciton を子宮内電気穿孔法を用
いて行い、神経細胞分化マーカーや神経細胞
の形態的成熟を検討する。また神経細胞の形
態的成熟は、最近我々が開発した PASME 法を
用いる。PASME 法は、改変した Thy1 プロモー
タと子宮内電気穿孔法とを組み合わせるこ
とにより、in	 vivo において、まばらな神経
細胞に GFP を発現させることができ、神経細
胞形態の可視化に強力である（Mol	 Cell	 
Neurosci,	 48,	 246-257,	 2011)	 
	 
４．研究成果	 
	 
	 胎生期および出生直後のマウスの大脳皮
質を単離し、mRNA を抽出した後にマイクロア
レイ解析を行った結果、出生後に発現量が変
化する候補遺伝子のリストを得ることがで
きた。候補遺伝子リストの中から、分化過程
を制御する可能性の高い転写因子に焦点を
絞り、その発現変化を in	 situ	 hybridization
や免疫染色法を用いて確認し、実際に発現量
が変化する候補遺伝子のみ、その後の解析対
象とした。	 
	 大脳皮質において出生直後には神経細胞
の成熟が進行することから、これらの転写因
子の神経細胞成熟における機能解析を行っ
た。子宮内電気穿孔法を用いた遺伝子過剰発
現実験、shRNA やノックアウトマウスを用い
た遺伝子機能阻害実験を行った。これらの遺
伝子操作の効果判定は、NeuN、doublecortin
などの神経細胞成熟マーカー、および上記の
PASME 法を用いた形態学的な樹状突起の成熟
過程を検討した結果、樹状突起の形態成熟を
負に制御する転写因子の同定に成功した。こ
の遺伝子の発現を抑制すると、樹状突起の成
熟が促進されるだけではなく、神経細胞の移
動が障害されることを見いだした。この結果
は、神経細胞が適切なタイミングで生じるこ
とが重要であることを示唆している。	 
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