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「神経系の遺伝的プログラムと可塑的メカニズム」

１．研究実施の概要

　複雑な機能を営む神経ネットワークは、素子として働く神経細胞の各々が独自の

個性をもつことによって成り立ち、また、それは外界の刺激に応じて柔軟に変化す

る。このプロジェクトでは、ショウジョウバエと脊椎動物をモデル系として、神経

の多様性を生む遺伝的プログラムと構造的可塑性の分子メカニズムを明らかにする

ことを目標にしている。神経細胞の個性は、少数の神経幹細胞が非対称な分裂をく

り返し、莫大な数の神経を生じる過程で形成されてゆく。本プロジェクトでは、ショ

ウジョウバエ神経幹細胞の非対称分裂に伴って、姉妹細胞に非対称に分配される神

経運命決定因子 Miranda を同定し、その解析から、神経幹細胞の非対称分裂が神経

の運命決定に直接的な役割を果たすことを世界に先駆けて明らかにしてきた。さら

に、２種類のがん抑制因子が幹細胞の非対称分裂を制御することを発見し、神経細

胞の多様性の根本にある発生原理に迫ろうとしている。同時に、ショウジョウバエ

神経系の発生原理が脊椎動物の神経発生においても機能しているかどうかを検討し

ている。一方で、ショウジョウバエの行動学的手法と遺伝学を用いた神経回路形成

の解析から、GTPase カスケードに働く因子 SIF と Trio を同定し、それらが神経

回路形成の制御を行うことを明らかにしてきた。さらに、これらの因子の解析に基

づいて、シナプスの構造的可塑性を担う新しいメカニズムを提唱し、神経回路形成

における可塑性と機能的可塑性の両者を支える分子機構を明らかにしようとしてい

る。

２．平成１２年度研究実施内容

１）非対称分裂グループ

　神経幹細胞の非対称分裂を制御する遺伝子の同定

　ショウジョウバエの神経幹細胞は、それ自身と姉妹細胞に非対称に分裂する際、

神経の運命決定因子である転写因子 Prospero や Notch シグナルの制御因子 

Numb を姉妹細胞に不等分配する。これらの因子の不等分配は神経細胞の運命

決定に必須なプロセスであり、本研究では、そのメカニズムと背後にある細胞極

性の分子実体を明らかにすることを目標にしている。神経幹細胞の分裂に際し
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て、アダプター分子である Miranda が Prospero に直接結合し、その細胞内分布

と不等分配を規定することを我々は明らかにしているが、その Miranda の細胞内

局在を指標として、神経幹細胞の非対称性を制御する因子を系統的に検索するこ

とを行った。その結果、Miranda が神経幹細胞とその姉妹細胞に等しく分配され

る突然変異をいくつか同定した。そのうち、ひとつについては、ショウジョウバ

エに脳腫瘍を引き起こすことが知られていたがん抑制遺伝子 giant larvae（lgl）が

原因遺伝子であることを突き止めた。さらに、他のがん抑制遺伝子を検索したと

ころ、同じく脳腫瘍の原因遺伝子として知られる discs large（dlg）遺伝子の変異

が lgl と同一の表現型を示すことが判明した。両者は神経幹細胞の細胞表層に分

布し、Prospero と Numb の不等分配の両方に必要とされる。これらの事実から、

これまでに知られている全ての神経運命決定因子を局在させる共通なプロセスが

神経幹細胞には存在し、そこに dlg, lgl が機能することが明らかにされた。遺伝

的、および薬理学的な解析からは、lgl が複数の myosin 分子種の活性を制御する

ことにより、運命決定因子・アダプター分子複合体の細胞表層への局在に働くこ

とが示唆される。この研究から、神経細胞の運命決定、分化因子の細胞内局在、

がん抑制という従来関連が知られていなかった三つの現象に接点が見出された。

２）細胞間相互作用グループ

　本研究は、神経筋接合部形成に関わる細胞間相互作用の解明を目的とする。本

年度は、メルトリン � 遺伝子のノックアウトマウスの作成・解析を中心とする研

究成果を得た。

　まず、このノックアウトマウスは、新生仔の段階で８０～９０％が死んでしまうこ

とがわかった。詳しい解析から、これらのマウスでは心臓の心室中隔欠損がみら

れ、現在これが致死の原因であると考えているが、神経分化・神経筋接合部形成

などにおける異常もみられるかどうか現在検討中である。

　このメルトリン � 遺伝子のノックアウトマウスの表現型や発生過程における

発現パターンの類似性から、心内膜の分化、神経筋接合部の形成や神経分化に関

与することが知られる細胞膜貫通型増殖因子ニューレギュリンが、メルトリン � 

の基質となりうる可能性が考えられたので検討してきた。ニューレギュリンのプ

ロセシングが野生型メルトリン � を共発現する事により増強し、プロテアーゼ活

性を持たない変異型メルトリン � を共発現すると抑制されること、神経特異的な 

� タイプのニューレギュリンを効率良く切断するのに対し � タイプの切断は効率

が悪く、メルトリン � のプロテアーゼ活性には基質特異性がみられることがわ

かった。さらに細胞表面のニューレギュリンの発現が、野生型メルトリン � の共

発現によって消失し、いわゆる ectodomein shedding に関与しうることを示した。

以上、メルトリン � が心内膜の分化制御にかかわることを明らかにし、その分化
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に関与することが知られるニューレギュリンのプロセシング能を有することを示

した。

３）脊椎動物神経発生グループ

　本研究では哺乳類胚を材料とし、全胚培養下での脳組織に対し細胞標識法や電

気穿孔法による遺伝子導入法を駆使して、領域特異的な神経分化機構を明らかに

することを目的とする。本年度は以下のような研究成果が得られた。

　マウス胚予定終脳領域の神経上皮細胞を全胚培養下で標識・追跡することによ

り、胎齢１０日に大脳皮質・線条体原基の神経上皮細胞の移動の制限が生じている

ことを明らかにし、電気穿孔法による遺伝子導入法を用いて異所性にカドヘリン

分子を発現させることにより、大脳皮質・線条体境界維持にカドヘリン群が果た

す役割を解析した。また、この時期に Pax６ の発現は大脳皮質原基特異的に認め

られ、Pax６ 変異マウス大脳皮質原基では Rcadherin の発現が消失していること

から、大脳皮質・線条体境界維持に関して、Pax６ の下流で Rcadherin が重要な

働きをしている可能性が示唆された。

　Pax６ は菱脳腹側で発現し、腹側神経管のパターニングに関わっているので、

Pax６ 変異ラット胚菱脳部において各種ニューロンおよびその前駆体のマーカー

の発現を詳細に解析した。その結果、前駆体マーカーの発現境界が明瞭になって

いることが領域特異的な神経細胞分化にとって必要である可能性が示された。

４）培養細胞グループ

　哺乳動物神経幹細胞において、ニューロン・グリアへの分化と、自己増殖との

選択を制御する機構を明らかにすることめざしている。遺伝子欠損マウス、多能

性神経幹細胞の培養系を用いた解析から、転写因子である Mash１ および Prox１ 

が神経幹細胞の自己複製から分化へのコミットメントの初期過程を正に制御する

因子であることを明らかにした。さらに、細胞膜受容体分子 Notch を介したシグ

ナルが、Mash１ の機能を抑制することにより幹細胞の分化を負に制御すること、

そのシグナルは deltex 遺伝子の哺乳動物相同遺伝子として単離された Deltex１

（Dtx１）が担い、Mash１ の転写促進に必須な coactivator である p３００ と直接に相

互作用しその機能を阻害することを明らかにした。以上の結果から、脳神経系の

発生の初期過程において、神経幹細胞の増殖・分化の運命選択は、Mash１ および 

Prox１ による正の制御ならびに Notch シグナル伝達系による負の制御が働いて

おり、両者のバランスによって巧妙にコントロールされていることが明らかと

なった。

５）シナプス形成グループ

　機能的な神経回路の形成は、軸索とシナプスの遺伝的プログラムに従った発生

と、さらには神経活動に依存した微調整により成し遂げられる。われわれは今ま
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でに神経繊維の伸長制御をする Trio とシナプスの成長を制御する SIF という２

種類の Rho ファミリー GTPase 活性化因子の研究を機能欠損型変異の解析を中

心に進めてきた。本年度は新たに、神経回路の形成を制御する遺伝子を強制発現

系を用いたスクリーニング法により同定する実験システムの構築を行った。複雑

な中枢神経系で回路形成の制御因子を同定していくために、まず第一に少数の神

経繊維を可視化し、第二にその神経細胞でゲノム上の任意の遺伝子を強制発現さ

せて神経繊維の形の変化を解析することを試みた。具体的にはショウジョウバエ

の GAL４/UAS 系を用い、ショウジョウバエ成虫の嗅覚記憶の中枢であるキノコ

体中の少数の神経繊維を GFP により可視化し、可視化された神経細胞でゲノム上

の任意の遺伝子を UAS 発現ライブラリー（都立大学、相垣研究室により作成）

を用いて発現させた後にその効果を解析した。現在までにライブラリー８８０系統

を調べたところ神経繊維の多様な変化が観察され、その中で特に神経繊維の過伸

長を示す系統と繊維上に粒状の構造を引き起こす系統、あわせて１０系統に焦点を

定めた。これらの系統で強制発現される候補遺伝子は既に同定してあり、今後さ

らに原因遺伝子を特定してその神経回路形成における役割を解明していく予定で

ある。

６）シナプス構造グループ

　われわれのグループは、シナプスの形成や可塑的変化の遺伝的制御過程が微細

構造レベルでどのように具現されているのか、という問題を明らかにすることを

研究のねらいとしている。これまでに、ショウジョウバエ胚体壁筋系をモデルと

して解析したところ、神経成長円錐に対して、標的筋細胞から伸びた糸状突起

（myopodia）が密接に接着し、成長円錐を包み込むように細胞骨格や細胞表層の

微細形態を変化させることを見出した。本年はこの筋細胞の形態変化が神経突起

との接触に依存するかを調べる目的で、ニューロンが著しく減少する突然変異 

prospero において、myopodia を観察したところ、myopodia の clustering およ

びその後の形態変化は、成長円錐が到達した少数の筋細胞でのみ認められ、これ

らの形態変化が神経突起との接触に依存していることがわかった。
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