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は　じ　め　に

　脳神経系の発達機構およびその異常による疾患病態の
解明は，脳神経医学の重要研究課題の一つである．現在，
脳の発達機構および疾患病態の遺伝子レベルでの解析に
はマウスが主に用いられているが，ヒト脳の理解に近づ
いていくためにはマウスを用いた研究だけでは限界があ
り，マウスとヒトをつなぐ高等哺乳動物での脳研究が急
務である．例えば，高等哺乳動物では大脳皮質は特に発
達しており，発達期にその組織構築がダイナミックに変
化しシワ (脳回 ) を形成する．大脳皮質の脳回は高次脳
機能の発達の基盤であるがマウスの脳には脳回は存在せ
ずに，マウスを用いた解析が困難であるために脳回に関
する研究は遅れている．私が所属する脳神経医学分野で
は，脳回などヒトに近い発達した脳構築を持つイタチ科
のフェレット (図1) をモデル動物として採用し，高等哺
乳動物に特徴的な脳構築の形成原理と異常疾患病態を研
究している．本稿では脳回形成に焦点を絞り，私たちの
研究成果を概説する．
1． 進化における脳回の獲得と脳機能におけるその重要性
　大脳皮質は思考や情動など様々な高次脳機能を司る脳
部位であり，ヒトでは中脳や間脳を覆うほどの大きさを
占める．ヒト大脳皮質の注目すべき特徴は大脳皮質が肥
大していることに加え，大脳皮質表面に明瞭な脳回が存
在することである．大脳皮質の脳回は進化の過程で獲得
された脳構築であり，哺乳動物の中には脳回を持つ動物
と脳回を持たない動物が混在する．実際，マウスやラッ
トなどの大脳には脳回は存在しないが，ヒト，サル，ク
ジラ，フェレットなどの大脳には脳回が存在する．進化
の過程で脳回を獲得したことにより大脳皮質の表面積が
増加し，一定容積の頭蓋内により多くの神経細胞を持つ
ことが可能となったと考えられている．したがって，進
化における脳回の獲得は高次脳機能の発達の基盤である
と考えられている．実際，ヒトの脳回形成異常疾患では
重篤な脳機能障害を呈する．例えば，脳回形成が障害さ
れ平滑な脳表面を示す疾患であるヒト滑脳症では，乳児
期早期より難治性てんかんと重度の精神発達遅滞を伴
う．さらに，近年のMRIによる脳画像解析技術の進歩に

より，脳回形成異常が自閉症や統合失調症に関連するこ
とが明らかにされてきている．このように，脳回形成と
その異常により生じる疾患病態に関する研究は，神経科
学のみならず臨床医学へも波及効果が大きい研究課題で
ある．
2． フェレットを用いた脳神経系の分子遺伝学的研究
　分子遺伝学的研究に用いられるマウスの脳には脳回が
存在せずに，マウスを用いた解析が困難であるために脳
回形成に関する研究は遅れている．この問題を克服する
ために私たちは，大脳皮質が発達し脳回をもつフェレッ
トをモデル動物に採用している (図1)．イタチ科に属す
るフェレットは，脳回に加えて眼優位性カラムなど高等
哺乳動物に特徴的な発達した脳神経構築を持つことから
古くから形態学的および生理学的研究に多く用いられて
きた．ヒト大脳皮質の脳回は胎児期に形成されるのに対
し，フェレット大脳皮質の脳回形成は出生約1週間後に開
始される．したがって，新生児の脳を経時的に調べれば
脳回形成プロセスを解析することが可能である．実際，
MRIによる画像解析や組織学的解析が以前に行われてお
り，出生約1週間後から約4週間後までに大脳皮質の組織
構築がダイナミックに変化し，脳回が形成されることが
明らかにされている(1)．一方で，フェレットにおいて分
子遺伝学的解析手法が確立されていなかったため，脳回
形成に関わる分子メカニズムについてはほとんど解析さ
れていなかった．私が所属する脳神経医学分野では，世
界に先駆けてフェレットにおいて子宮内電気穿孔法を用
いた遺伝子導入系を確立した(2, 3)．子宮内電気穿孔法と
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図1．フェレット
 イタチ科のフェレットは，脳回などの発達した脳構築を持つ．



は，子宮の外から胎仔の脳内にプラスミドDNAを注入し，
子宮の外側から電気パルスを与えることによりプラスミ
ドDNAを脳内の細胞に導入する手法である (図2)．私た
ちは，子宮内電気穿孔法を行う時期を変えることにより，
6層構造を持つ大脳皮質のほぼ全ての層の神経細胞に効
率よく遺伝子を導入する技術を確立している．重要なこ
とに，子宮内電気穿孔法では実験後数日で遺伝子発現を
誘導することができることから，個体レベルでの遺伝子
の機能解析を迅速に行うことができる．
　私たちは，この技術を用いて線維芽細胞増殖因子
8(FGF8)をフェレット大脳皮質に導入することにより，
脳回形成異常をもつタナトフォリック骨異形成症の疾患
モデルフェレットの作成に成功した(4)(図3)．タナトフォ
リック骨異形成症は骨形成異常と多小脳回症を伴う先天
性疾患である．多小脳回症では，多くの小さくかつ融合

した脳回が形成されるが，その病態発症機序は全く不明
であった．私たちはこの独自に作成した疾患モデルフェ
レットの解析を行い，特殊な神経前駆細胞の過剰な産生
が多小脳回の病態発症の主たる原因であることを突き止
めた．このように，子宮内電気穿孔法を用いたフェレッ
ト大脳皮質への遺伝子導入技術は，大脳皮質に異常をも
つ新しい疾患モデル動物の作成に有用である．
3． マウスを用いた大脳皮質におけるゲノム編集技術の

開発
　フェレット脳研究における次の大きな課題は，大脳皮質
におけるゲノム編集技術の確立であった．ZFNやTALEN
に続く第三世代のゲノム編集ツールとして，CRISPR/Cas9 
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats / 
CRISPR associated proteins) が大きな注目を集めている．
CRISPR/Cas9とは，二本鎖DNAを切断してゲノム配列の
任意の場所を削除，置換，挿入することができる新しい遺
伝子改変技術であり，Cas9ヌクレアーゼと標的配列を含
むガイドRNAを共発現させるだけで部位特異的にDNA
変異を誘発できる画期的な方法である．そこで私たちは，
CRISPR/Cas9と子宮内電気穿孔法を組み合わせることに
より，大脳皮質特異的な遺伝子ノックアウト法を確立で
きるのではないかと考え，まずは安価で入手できるマウ
スを用いて実験を行った(5, 6)．標的遺伝子として，大脳皮
質の神経細胞に高発現するSatb2遺伝子を選択した．プラ
スミドベクターとしては，hCas9 (human codon optimized 
Cas9)とガイドRNAを同時に発現できるpX330プラスミ
ドを使用した (図4A)．Satb2の機能ドメイン領域を標的

図4．CRISPR/Cas9システム用pX330プラスミドとそれを用い
たSatb2遺伝子のノックアウト

 (A) CRISPR/Cas9システム用オールインワンベクター pX330．
標的配列を含むガイドRNAオリゴヌクレオチドをBbsIサイ
トに挿入する．hCas9はchicken β-actin hybrid (CBh)プロモー
ター，ガイドRNAはhuman U6 プロモーターの制御下で発現
する．(B) pX330-Satb2導入個体におけるSatb2の発現．コン
トロールサンプルにおいて，ほぼ全てのGFP陽性細胞は
Satb2陽性であった (矢印)．一方，pX330-Satb2導入個体にお
いては，約64％のGFP陽性細胞でSatb2の発現が消失した (矢
頭)．スケールバー：20μm．(文献5より転載) 

図2．子宮内電気穿孔法によるプラスミドDNAの導入
 (A)フェレットにおける子宮内電気穿孔法の模式図．子宮の
外から胎仔の脳内にプラスミドDNAを注入し，子宮の外側か
ら電気パルスを与えることによりプラスミドDNAを脳内の細
胞に導入する．(B) GFP発現プラスミドを胎仔31日目の右大
脳皮質に導入し，出生後16日で脳を固定した．右大脳皮質に
GFPの発現が観察されている (矢頭)．スケールバー：4 mm.

図3．多小脳回症モデルフェレット
 FGF8発現プラスミドを胎仔33日目の右大脳皮質に導入し，
出生後36日で脳を固定した．右大脳皮質において脳回異常
がみられる (矢印 )．スケールバー：4 mm. (文献4より転載 ) 
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とするpX330-Satb2プラスミドを作成し，GFP発現プラス
ミドと混合した後に，子宮内電気穿孔法によりマウス胎
仔の大脳皮質に導入した．Satb2遺伝子がノックアウトさ
れているかを調べるために，出生後4日目にSatb2抗体で
免疫染色を行った．Satb2に対する標的配列を持たない
pX330を導入したコントロールサンプルでは，ほぼ全ての
GFP陽性細胞がSatb2陽性であった (図4B)．一方，pX330- 
Satb2を導入した個体では，約64％のGFP陽性細胞におい
てSatb2発現がほぼ完全に消失していた (図4B)．この結
果から，子宮内電気穿孔法によるpX330-Satb2の導入によ
り，効果的にSatb2の発現を抑制できることが分かった．
　次に，Satb2遺伝子の標的部位において変異が導入され
ているかを調べた．pX330-Satb2を導入した脳サンプルか
ら抽出したDNAを鋳型として，標的部位を含むSatb2遺
伝子領域をPCRで増幅し，次世代シークエンサーを用い
てPCR産物の配列解析を行った．その結果，Satb2遺伝子
の標的部位において40種類の変異が見つかった．40種類
のうち，8つの変異においてイントロン－エクソンジャン
クションを含む大きな遺伝子欠失が見つかった．さらに，
残りの32種類の変異の中で22個は，フレームシフト変異
であった．残りの10個はインフレーム変異であった．し
たがって，40種類の変異のうち，少なくとも30個の変異
では正常な機能を持つSatb2タンパク質が作られないと
考えられた．
　次に，Satb2ノックアウトマウスに見られる神経軸索投
射異常が，pX330-Satb2導入個体においても観察されるか
を調べた．Satb2遺伝子は大脳皮質において脳梁 (左右の
大脳半球をつなぐ神経線維 ) の形成に必須であることが
知られている．実際，Satb2遺伝子のノックアウトマウス
では，脳梁を形成する神経線維が投射先を変えて皮質下
に投射するようになる．その結果として，Satb2ノック
アウトマウスでは脳梁が欠損し皮質下行性軸索が増加す
る．pX330-Satb2導入による表現型を調べるために，胎生
15日目のマウス大脳皮質にpX330-Satb2とGFP発現プラス
ミドを共導入した．出生後4日目に脳を固定し，GFP抗
体を用いてGFP陽性細胞の神経軸索投射パターンを解析
した．コントロールサンプルでは，GFP陽性細胞の軸索
は脳梁を形成し，GFP陽性の皮質下行性軸索は観察され
なかった．pX330-Satb2導入個体においてGFP陽性の脳梁
軸索は減少する一方，異所的に皮質下へ向かう軸索が増
加していた．このように，pX330-Satb2導入個体において
観察された神経軸索投射異常は，Satb2ノックアウトマウ
スにおける表現型と一致していた．以上の結果から，子
宮内電気穿孔法とCRISPR/Cas9を組み合わせることによ
り，効率的な大脳皮質における遺伝子ノックアウトが可
能であることが示唆された．
4． フェレット大脳皮質における遺伝子ノックアウト法

の確立
　上記のように，子宮内電気穿孔法とCRISPR/Cas9シス
テムとを組み合わせることにより，マウス大脳皮質にお
いて効果的な遺伝子ノックアウト法を確立した．次に，
この方法をフェレットに応用するために，ヒト滑脳症の

原因遺伝子であるCdk5遺伝子に着目した(7)．
　マウス大脳皮質の発生期に，Cdk5は未成熟神経細胞に
強く発現し，その放射状移動に必須であることが知られ
ている．実際，Cdk5ノックアウトマウスの大脳皮質では，
神経細胞の移動障害により正常な層構築が形成されない．
フェレット大脳皮質におけるCdk5の機能阻害においても
神経細胞の移動障害が起こると予想された．そこで，標
的配列が異なる5種類のpX330-Cdk5を作成し，それぞれ
のコンストラクトをpCAG-GFPと混合し，妊娠31日目の
フェレット大脳皮質へ子宮内電気穿孔法を用いて導入し
た．8日後の妊娠39日目に胎仔を固定し，GFP陽性細胞の
分布を調べた．Cdk5に対する標的配列を持たないpX330
を導入したコントロールサンプルでは，GFP陽性細胞は
皮質板に移動していた (図5，矢印)．一方，pX330-Cdk5を
導入した個体では5種類すべてにおいて，GFP陽性細胞の
約半数が移動障害を示した (図5)．次にCdk5の発現が消
失しているかをCdk5抗体を用いた免疫染色により調べ
た．その結果，正常に移動したGFP陽性細胞ではCdk5の
発現が観察されたが，移動障害を示したGFP陽性細胞で
はCdk5の発現が完全に消失していた．次に，マウスにお
ける実験と同様にCdk5遺伝子の標的部位周辺のDNA配
列を次世代シークエンサーを用いて解析した．その結果，
期待通りにCdk5の機能喪失をもたらすと考えられる変
異を複数検出した．以上の結果は，フェレット大脳にお
いてゲノム編集が可能であることを意味しており，世界
に先駆けて高等哺乳動物の大脳皮質で効率の良い遺伝子
ノックアウト法を確立することができた(7)．
5． Cdk5 ノックアウトフェレットにおける脳回形成異常
　ヒト滑脳症患者においてCDK5遺伝子に変異が見られ
ることが以前に報告されている．上記のようにCdk5は神
経細胞に高発現することから，神経細胞のCdk5が脳回形
成に重要であると考えられていた．しかしながら，ヒト
滑脳症患者では神経細胞以外の細胞においてもCDK5遺
伝子に変異があるため，本当に神経細胞に発現するCdk5

図5．フェレット大脳皮質におけるCdk5のノックアウト
 標的配列が異なる5種類のpX330-Cdk5を子宮内電気穿孔法に
よりフェレット大脳皮質に導入にした．コントロールにおい
てGFP陽性細胞は皮質板に移動していたが (矢印 )，pX330-
Cdk5を導入した個体の場合5種類すべてにおいて，GFP陽性
細胞の約半数が移動障害を示した．矢頭はGFP陽性の神経軸
索を示す．スケールバー：0.2 mm．(文献7より転載 ) 
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が脳回形成に重要であるかについては不明であった．子
宮内電気穿孔法では神経細胞選択的に遺伝子を導入でき
ることから，神経細胞に発現するCdk5が脳回形成に重要
か調べた．フェレット脳の発生において，出生約一週間
後に大脳表面に凹凸構造が観察され始め，出生16日後に
ははっきりとした脳回が観察される．そこで，妊娠31日
目のフェレット大脳皮質にpX330-Cdk5を子宮内電気穿
孔法により導入した．生後16日目で脳を固定し，形態学
的に脳回に異常があるかどうかを調べた．その結果，コ
ントロールでは脳回に異常が見られなかったのに対して 
(図6)，pX330-Cdk5を導入した大脳では脳回形成が阻害さ
れていた (図6)．これらの結果から，神経細胞に発現する
Cdk5が脳回形成に必須であることが明らかとなった．
　ヒト滑脳症の病理組織学的解析から，神経細胞の移動
障害が滑脳症の原因の一端であると考えられているが，
実験的検証はなされていなかった．重要なことにpX330-
Cdk5を導入した大脳では，白質に異常に集積する細胞集
団が観察された．神経細胞のマーカーであるNeuNに対
する抗体を用いて免疫染色を行なった結果，この細胞集
団を構成する主要な細胞は神経細胞であることが分かっ
た．この結果から，Cdk5の機能不全により正常に灰白質
に移動できなかった神経細胞が白質に集積したと考えら
れた．一方，グリア細胞であるアストロサイトやオリゴ
デンドロサイトの分布には異常が見られなかった．以上
の結果から，神経細胞の正常な移動が脳回形成に必須で
あると考えられた．
　大脳皮質は6層構造を有し，その層構造に基づいた神経
回路が形成される．pX330-Cdk5導入個体において白質に
集積した神経細胞がどの層の神経細胞層に由来するかを
調べるために，複数種の神経層マーカーの発現を免疫染
色とin situ hybridization法により調べた．その結果，この
異所性神経細胞集団の大多数が上層神経細胞マーカーで
あるCux1 (2-4層に発現) 陽性であり，少数が下層神経マー
カーであるCtip2 (5/6層に発現 ) やFoxP2 (5/6層に発現 ) 
陽性であることが明らかとなった．これらの結果から，
pX330-Cdk5導入個体における脳回形成異常の主たる原因
が上層神経細胞の移動障害である可能性が示唆された．

6．脳回形成メカニズム
  6.1．脳回形成における上層神経細胞の重要性
　脳回を持たない齧歯類の大脳皮質に比べて脳回を持つ
霊長類の大脳皮質では，上層の神経細胞数が大きく増大
したことが知られている．そのため，この上層神経細胞
数の増大が脳回の出現に重要であったとする可能性を考
えた．そこで，大脳皮質の層特異的にCdk5の機能を阻害
し，どの層の神経細胞の移動が脳回形成に重要であるか
を調べた．層特異的にCdk5を機能阻害するために，優性
不能型Cdk5 (Dn-Cdk5)を発現するプラスミドを用いた．
前述のように，子宮内電気穿孔法を行う時期を変えるこ
とにより，大脳皮質の層特異的に遺伝子を導入すること
ができる．実際，妊娠31日目で子宮内電気穿孔法を行う
と大脳皮質5/6層に，34日目では4層に，37日目では2/3
層にDn-Cdk5を導入できる．それぞれの時期にDn-Cdk5
を導入し生後16日目で脳を固定し，組織学的解析を行っ
た．その結果，全てのサンプルにおいて神経細胞の移動
障害が観察された．つまり，Cdk5は2－6層の神経細胞の
移動に必要不可欠であることが分かった．次に，これら
のサンプルについて脳回形成に異常があるかを調べた結
果，2/3層の神経細胞にDn-Cdk5を導入した個体において
脳回の形成が障害された．一方，Dn-Cdk5を5/6層もしく
は4層に導入した個体では脳回形成に顕著な異常は見ら
れなかった．これらの結果から，2/3層における神経細胞
数の増加が脳回形成に重要であることが示唆された．
　重要なことに，Cdk5ノックアウトフェレットにおいて
観察される脳回異常は，ヒト滑脳症に見られる脳回異常
に類似することから，フェレットとヒトの脳回形成機構
に共通のメカニズムが存在すると考えられる．私たちの
実験結果から，大脳皮質下層の神経細胞よりも上層の神
経細胞の増加が脳回形成により重要であることが明らか
となった．上層の神経細胞の増加による脳表面の拡張が
脳回形成に重要なプロセスであると考えられた．
  6.2．脳回形成における神経前駆細胞の重要性
　大脳皮質の神経細胞は，脳発生期に出現する神経前駆
細胞から産出される．実際，マウス大脳皮質の発生にお
いて，放射状グリア細胞 (RG)や中間型前駆細胞 (IPC)な
どの神経前駆細胞が重要な役割を果たすことが明らかに
されている．さらに最近の研究から，ヒト，サル，フェレッ
トなどの高等哺乳動物では，第3の神経前駆細胞，oRG 
(outer radial glia)細胞が存在することが示されている．
重要なことに，脳回を持たない大脳に比べて脳回を持つ
大脳では，より多くのIPCやoRGが存在することから，脳
回形成におけるこれら神経前駆細胞の役割が注目されて
いた．私たちは，脳回形成におけるこれら前駆細胞の重
要性を調べるために，IPCに多く発現する転写因子Tbr2
の優性不能型を子宮内電気穿孔法を用いてフェレット大
脳皮質に導入した．その結果，oRGとIPCの数が減少し，
さらに脳回形成が抑制された．一方，RGの数には影響が
なかった．これらの結果は，oRGとIPCが脳回形成に重要
であることを初めて実験的に示したものである(8)．さら
に，フェレットにおいてFGFシグナルの解析を進めた結

図6．Cdk5ノックアウトを用いた脳回形成機構の解析
 pX330-Cdk5を子宮内電気穿孔法によりフェレット大脳皮質
に導入にした．コントロールにおいてGFP陽性細胞は正常
に皮質板に移動し，脳回形成に異常は見られなかった．一方，
pX330-Cdk5を導入した大脳では，神経細胞の移動障害 (矢頭 ) 
に加えて脳回形成が阻害された(矢印)．スケールバー：1 mm. 
(文献7より転載 )
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果，FGFシグナルがoRGとIPCの細胞分裂の制御に重要
であることを明らかにした(9)．また最近，私たちは，フェ
レットとマウス間で神経前駆細胞におけるShhシグナル
の活性に違いがあることを見出した(10)．フェレット神経
前駆細胞ではよりShhシグナルが活性化されており，その
シグナルを阻害するとoRGの数が減少し，さらに脳回形
成が抑制されることを示した．この結果から，Shhシグ
ナルが進化におけるoRGの増加と脳回の形成に重要であ
ることが示唆された．

お　わ　り　に

　上述のように私たちの研究により，高等哺乳動物での
遺伝子改変技術の開発が進展しており，今後，高等哺乳
動物の脳研究が飛躍的に進むことが期待できる．また，
これらの技術は疾患モデルフェレットの作成にも有用で
あると考えている．今後，新規疾患病態モデル動物を作
成し，その病態解析や治療法の開発も進めたい．さらに，
フェレットは，脳回以外にも高等哺乳動物に特徴的な脳
構築を有する．例えば，ヒトやサルなどの高等哺乳動物
では同側の大脳皮質の異なる脳回 (脳表面の凸部 ) 領域
をつなぐ短連合線維が大きく発達しており，この短連合
線維の発達が高次脳機能の獲得に重要であったと考えら
れている．最近私たちは，フェレット大脳皮質において
ヒトやサルなどと同様に短連合線維が数多く存在するこ
とを報告した(11, 12)．このように，フェレットは高等哺乳
動物の脳神経回路の研究においても極めて有用なモデル
動物になる．私は神経回路形成を制御する新規遺伝子
Draxinを独自に発見し，マウスを用いてその役割を明ら
かにしてきた(13-15)．今後はフェレットを用いたDraxinの
解析を切り口として，高等哺乳動物における回路形成お
よびその異常疾患病態の解析を進めたい．
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趣味：スポーツ全般
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も金沢大学ならびに十全医学会の発展に尽力いたす所存です．
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