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高次脳機能発現の分子的基盤を明らかにするためには，
脳がどのような過程を経て作られるのかについての理解が
不可欠である。精子と卵の受精現象に始まり，神経外胚葉
の形成，神経板の部位特異化，皮質層構造の形成，神経回
路網の形成といったいくつかの決定的な事象の流れのなか
で脳神経系は形づくられる。本研究チームではこれらの事
象に系統的に取り組み，それぞれの過程で重要な役割を果
たす分子群の構造・機能，それらの細胞，組織，個体レベ
ルでの役割を明らかにすることにより，脳神経系に特徴的
な多様性と特異性を生みだすメカニズムを明らかにする。
特にこれまでに我々が見いだした，神経分化に関わる因
子，神経系の位置情報を決定する因子，神経回路網の形成
に関わる因子の機能と役割をアデノウイルスベクター，遺
伝子ターゲッティング法を利用して解明する。また，新た
に見いだされた神経発生の分子機構について，これに関与
する新規の分子群を探索し，それらの相互関係を明らかに
することより，最終的に包括的な理解をすることをめざす。

1. 神経外胚葉および神経堤の形成（有賀，水岸 ＊1，北
口＊1，小藪＊1，井上＊1，星野＊2，東門田＊1，小川＊1，御
子柴）
Zic ファミリーはマウスの小脳顆粒細胞系譜に強く限局
して発現する Znフィンガー型転写因子をコードする遺伝
子群として見いだされた。我々は，これまでに Zicファミ
リーがショウジョウバエのペアルール遺伝子 odd-pairedの
脊椎動物ホモログであること，Zicの Znフィンガードメイ
ンは Sonic hedgehogの下流因子 Gliと高い相同性を示し，
Gliの標的配列に結合し得ることなどを明らかにしてきた。
最近，神経発生の初期における Zic遺伝子の役割を明らか
にするために，アフリカツメガエル胚を用いた解析を行い，
Zicファミリーが，外胚葉を神経組織，並びに，神経堤組織
に分化させる最初期の運命決定因子の 1つであることを明
らかにした。本年度は Zic1/Zic2複合変異マウスの解析によ
り，Zic2が小脳の発生を Zic1と協調的に制御することを明
らかにした。この複合変異マウスの小脳では神経細胞分化
の時期が早まっており，この傾向は Zic1単独変異マウスで
認められたものと基本的に一致していた。これらの結果か
ら，これまで Zic1と相反する性質を持つという報告もあっ
た Zic2が Zic1と似た役割を持つことが明らかになった。

2. 神経系の部位特異化（有賀，水岸＊1，北口，小藪＊1，
井上 ＊1，星野 ＊2，東門田 ＊1，小川 ＊1，御子柴）
上述の Zicファミリーにつき，この因子が神経発生の最
初期のみならず，神経系の部位特異化にも役割を持つこと
を見いだしている。遺伝子ターゲッティングにより，Zic1

ないし Zic2は小脳を含めた背側の神経組織の増殖分化に不

可欠の役割を持つことが明らかになった。また，ヒト ZIC2

は前脳の葉構造が失われる全前脳症の原因遺伝子の 1つで
あること，ヒト ZIC3は左右軸に沿ったボディーパターン
の形成に障害を持った遺伝病の原因遺伝子であることも明
らかになった。本年度は，Zicタンパク質の機能とよく似た
zincフィンガー領域を持つ Gliファミリーとの関係を検討
した。その結果，Zicタンパク質の zincフィンガードメイ
ンは Gliファミリーの zincフィンガードメインに直接結合
し，Zicタンパク質には共存するGliタンパク質の細胞内局
在を変える性質があることを明らかにした。また両タンパ
ク質は転写制御においても協調的に働くことを示した。こ
れらの結果は，両 zincフィンガータンパク質による，さま
ざま発生過程での協調的ないし拮抗的な制御の分子的基盤
を示すものと考えられる。

3. 脳神経細胞の移動位置決定機構の解明（大島，猿田，
鈴木，関澤 ＊1，林 ＊2，仲嶋 ＊3，楯 ＊3，御子柴）
脳内の神経細胞の位置決定に重要な役割を担う各種分子
の解析を，それらの変異マウスを利用して行うとともに，各
種分子の構造生物学的，分子間の生化学的解析を行ってい
る。変異マウスはリーリン/CR-50抗原を欠損したリーラー
と，リーリンシグナルを受ける側の細胞内分子 disabled-1

（Dab1）変異マウスで我々の研究チームで単離されたヨタ
リマウスに加え，Cdk5/p35キナーゼ欠損マウスを主に用
いて検討を行っている。これまでに，p35とリーリンある
いはDab1の二重欠損マウスの解析を通じて，Cdk5/p35と
リーリンシグナルは共働的に皮質神経細胞の位置決定に機
能していることを明らかにしてきた。今回は，Cdk5欠損マ
ウスの解析から，Cdk5キナ―ゼが顔面神経核，下オリーブ
核の形成に必須で，リーリンシグナルもこれと共働的に機
能していることを明らかにした。他の脳幹部の神経核の位
置決定は欠損マウスで正常なことから，これらの分子は特
定の神経細胞の移動形式に機能している可能性が示唆され
た。また，生化学的解析により，脳内で Cdk5/p35がDab1

をリン酸化していることが明らかとなった。

4. アデノウイルスベクターを用いた神経機能解析（橋
本，久野，御子柴）
（1）アデノウイルスベクターを用いたフェロモン受容体
の機能解析
近年，脊椎動物から 2種類のフェロモン受容体がクロー
ニングされている。1つは，匂い受容体と構造が類似して
おり，もう 1つが，代謝型グルタミン酸受容体と構造が類
似しているものである。両者とも，マウス・ラットの鋤鼻
器に特異的に発現しており，フェロモン分子の受容を行っ
ていると考えられているが，その受容体に結合するフェロ
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モン分子が何であるか，不明のままである。代謝型グルタ
ミン酸受容体と構造が類似しているフェロモン受容体 VR1

並びにVR4に対するポリクローナル抗体を作製した。作製
した抗体を用いて，マウス成体の鋤鼻器を免疫染色したと
ころ，それぞれの抗体は鋤鼻器の神経細胞を特異的に染色
し，また，その神経細胞は鋤鼻器の基底部に局在している
ことが明らかとなった。一方，これらの抗体によるマウス
鋤鼻器における陽性反応はマウス胎仔で観察できないのに
対し，出生後，哺乳されたマウスの仔では陽性反応が観察
できた。哺乳後，VR1並びに VR4の発現が誘導されるこ
とは，それらがフェロモン受容に関与していることを示唆
している。様々な要因を探索した結果，フェロモン受容体
の発現を，生後すぐに誘導するであろう物質の候補がいく
つか分かってきた。現在，その物質を精製し，フェロモン
受容体の発現を誘導するか解析している。
（2）神経細胞の発生・分化機構の解析
脳室に面した，ventricular zone（VZ）には神経幹細胞が
存在し，VZ から発生・分化した細胞が脳を形成する。生
体内における神経細胞の発生・分化機構を解析するために，
マウス胎仔の中脳脳室内へアデノウイルスベクターを注入
する技術を開発した。脳室に注入されたアデノウイルスベ
クターは，VZに存在する神経幹細胞へ遺伝子を導入し，ア
デノウイルスベクターによって遺伝子が導入された神経幹
細胞は，生体内において正常に発生・分化・移動を行うこと
が明らかとなった。マーカー遺伝子を発現するアデノウイ
ルスベクターを，胎生 12日目のマウス胎仔へ注入し，出生
後 20日目において，マーカー遺伝子の脳内局在を解析した
ところ，ウイルスが感染し，マーカー遺伝子を発現するよ
うになった神経細胞は，大脳皮質の第 5層に局在している
ことが明らかとなった。一方，胎生 13日目のマウス胎仔へ
同様にして遺伝子を導入した場合，ウイルスが感染しマー
カー遺伝子を発現するようになった細胞は，大脳皮質の 3，
4層に局在していた。この様に，アデノウイルスベクター
をマウス胎仔へ注入する時期を変えることによって，脳内
のある特定部位に存在する神経細胞へ遺伝子を導入するこ
とができることが判明した。

5. IP3 レセプターの機能の解明（濱田，山内，来馬，坂
内，二木＊3，長岡＊3，戎井＊3，久恒＊4，守村＊4，岩崎 ＊4，
安東 ＊2，御子柴）
（1）IP3 スポンジによる IP3 レセプター機能の解析
IP3 レセプターの構造と機能の相関の解析によって N端
末部分に IP3 結合部位を同定した，この結合部位を詳細に
解析したところ，天然の IP3 レセプターに比して，活性が
500～1000倍高いことが明らかとなった。これ自身で高い
IP3 との結合活性を有するため，IP3 スポンジと名付けた。
IP3 スポンジをヒトデの受精卵へ注入することにより受精
膜の形成が阻害された。
このように IP3 スポンジは in vino でも IP3 の作用を阻
害することを明らかにした。
（2）IP3 レセプターの背腹軸形成に関わる役割
既に我々は IP3/Ca

2+ シグナルが，腹側化因子として重
要な役割を果たしていることを明らかにしてきた。そこで，
本年度はその下流の因子の探索を行った結果，NFATが重
要な下流因子であることを明らかにした。特に，NFATを

アフリカツメガエルから cDNAクローニングして配列を決
定し，そのドミナントネガティブフォームを作成して受精
後 4割状の腹側へ注入することにより，二次軸の形成が観
察された。

6. イノシトールポリリン酸結合タンパク質・シナプト
タグミンの機能の解明（福田，水谷，菅野，三枝，緒

方，黒田 ＊1，濱里 ＊3，御子柴）
神経細胞には IP3 以外にも種々のイノシトールポリリン
酸代謝産物が存在し，脳機能との関連性が議論されてきた。
我々はこれまでイノシトールポリリン酸（IP4，IP5，IP6）
結合タンパク質としてシナプス小胞上に存在するシナプト
タグミン 1および 2を同定している。シナプトタグミンは
小胞輸送に関与する進化的にも保存されたタンパク質ファ
ミリーで，いずれも 6つの領域（小胞内腔領域，膜貫通領
域，スペーサー領域，C2Aドメイン，C2Bドメイン，カル
ボキシル末端領域）から構成されている。我々はこれまで
カルボキシル末端領域がシナプス小胞のプレシナプス膜へ
の結合（ドッキングの過程）に必須であること，C2Aドメ
インが神経伝達物質放出および神経突起伸長の際の小胞融
合過程に関与すること，また C2Bドメインは小胞のリサイ
クリングの過程に，さらにはイノシトールポリリン酸が結
合することにより神経伝達物質の放出が抑制されることを
明らかにしている。本年度はこれまで機能が明らかではな
かったスペーサー領域について解析を行い，この領域が特
異的な膜へのターゲティング（膜局在化）シグナルである
ことを明らかにした。またマウスにおいて 13種類のシナプ
トタグミンアイソフォームが存在することが明らかになっ
たので，これらに関しても脳内分布・細胞内局在およびそ
の機能を現在検討中である。

＊1 研修生，＊2 ジュニア・リサーチ・アソシエイト，＊3 所
外協力研究者，＊4 基礎科学特別研究員
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