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緒 言 

 

緒言 – 多様な細胞が量的にバランスのとれた組織を構築するしくみ 
個体が持つ脳、心臓、肝臓、肺などの各器官はそれぞれ、多様な細胞からなる集合体である。例えば神経系には、運

動神経、介在神経、感覚神経はもちろんのこと、その細胞を補助するオリゴデンドロサイトやアストロサイトなどのグ

リア細胞などが存在する。これらの細胞はすべてが神経系を構成するために不可欠であるだけでなく、それぞれの細胞

が一定の比率を持って器官内に配置され、さらにその細胞総数は個体に合った数で体内に存在しなければならない。こ

のためには、個体の発生段階において、各前駆細胞の増殖や分化がバランスよく制御される必要がある。このバランス

が崩壊すると、腫瘍形成や器官形成不全が引き起こされ、胚発生や胎児の発達に重大な影響を及ぼす。したがって、前

駆細胞の性質や増殖能、その分化のバランスを制御するメカニズムを知ることは、器官構築の原理を理解する上でも病

因解明の上でも重要である。本研究の目的は、器官内にある様々な性質の神経細胞が正確な量的バランスを持ち、かつ

特定のサイズに成長する制御機構を知ることであり、そのモデル系として、中枢神経系の発生を扱う。 
発生過程において、未分化な細胞は誘導因子（分泌性のシグナル分子）に暴露されることによって大まかに運命が決

定され、特定の性質を持った前駆細胞へと変化する。この前駆細胞はまだ機能は持たないが、増殖能を持ち、性質を変

化させることもある（図１）。この後、前駆細胞は分化して増殖能を失い、固有の機能を獲得する。前駆細胞の量的・質

的な柔軟性に比べ、分化した各種の機能的細胞の量比には個体差はほとんどない。これは、前駆細胞の増殖と分化のバ

ランスが細胞内外の制御機構によって厳密にコントロールされているからである。 
最近、個体や器官サイズの決定機構に関する研究が様々なモデル動物で行われるようになった。これらの研究におい

ては、分泌性のシグナル因子の安定性や濃度勾配の形成メカニズムに主眼が置かれ、器官の大きさが異なっても相似形

を保持する機構が解析されている ［1，2］。しかし、器官を構成する各細胞の性質に着目し、その性質の変化に焦点を

当てた研究は現在のところほとんど存在しない。また、細胞の分化や増殖は、胚発生期に発現するがん関連遺伝子やエ

ピゲノム因子によって制御されていることが示唆されているが、これが器官全体の構築にどのような影響を及ぼすのか

についての知見は少ない。 
そこで私たちは、分化誘導因子の１つであるソニック・ヘッジホッグ（Shh）が神経管のパターン形成に果たす役割

に着目し、Shh によって発現誘導される因子を網羅的発現解析によって同定し、その中から Shh シグナル強度の経時

的な変化を制御するものを、前駆細胞から神経細胞への分化のタイミングを決定する因子を単離することにした。本報

告書では、その解析結果を報告することとする。 
 

方 法 

 
本実験では主にニワトリ胚とマウスES細胞を用いた。ニワトリ胚は城山鶏園（神奈川県）より購入した。 
ネガティブフィードバックを制御する因子の単離のため、ニワトリ胚の神経前駆細胞塊に異なる濃度の Shh を作用

させ、反応して発現が上昇する遺伝子を網羅的に単離した。その後 in situ ハイブリダイゼーションを用いて発現領域

を確認した。次に、候補遺伝子を神経管内で強制発現し、パターン形成に対する影響を抗体染色によって解析した。ま

た、si-RNA を同じく神経管に導入して機能喪失実験を行った。Shh シグナルに対する活性の評価は、Gli 結合領域に
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よって発現が誘導されるルシフェラーゼコンストラクト（Gli-Binding Site- Luciferase; GBS-Luc）を利用した。 
ES 細胞の運動神経への分化は、Kutejova の方法によった ［3］。ES 細胞を単層培養とし、培養 3 日目からレチノ

イン酸とSAG（ソニック・ヘッジホッグのアゴニスト）を加えてさらに３日間培養し、抗体染色、in situハイブリダ

イゼーション並びに定量PCRによってその発現量や分布を解析した。 
 

結 果 

 
1．Shhシグナルによって、Gタンパク質共役受容体GPR17の発現が誘導された 
本研究では、Shh シグナルによって発現が誘導される因子を、報告者の以前の論文 ［4］ も参考にして抽出し、定

量PCR と in situ ハイブリダイゼーションによるスクリーニングを行ってその活性を調べた。その結果、G タンパク

質共役受容体の１つ GPR17 の発現が Shh シグナルによって誘導されることが明らかになった（図 2A）。また、培養

細胞NIH3T3細胞にGPR17を強制発現すると、Shhシグナルがブロックされ、Shhのターゲット遺伝子であるPtc1
や Gli1 の発現量が減少した。したがって、GPR17 は Shh シグナルによって発現が誘導され、かつそのシグナルをブ

ロックする、いわゆる「負のフィードバック調節因子」であることが示唆された。 
2．si-GPR17によって腹側神経管領域が拡大した 
次に、ニワトリ胚の神経管にGPR17の発現をブロックする siRNA（si-GPR17）を導入した。その結果、si-GPR17

が導入された神経管において、腹側神経領域（Shhシグナルの影響を強く受ける領域）が大きく拡大した。このことは、

Shh シグナルが異常に細胞内に導入されることを示している。また Shh の細胞内シグナルは、経時的にはいったん強

く活性化された後徐々に減弱する。そこで、神経前駆細胞の Shh シグナルの経時的変化を、対照細胞と si-GPR17 導

入細胞で比較した。その結果、si-GPR17 が導入された細胞では負のフィードバックが弱められており、その結果腹側

神経領域の拡大につながっていることが明らかになった（図2B）。このことは、負のフィードバック制御が細胞運命の

決定に必須の役割を果たすことを意味している。 
3．マウスES細胞の神経分化システムにおいてもGPR17がShhシグナルに対して負の効果を持つ 
以上の結果が他の脊椎動物でも見られるかを検証する目的で、マウス ES 細胞から運動神経を分化させ、GPR17 の

効果を調べた。その結果、si-GPR17 を導入した細胞で運動神経が正常に分化せず、より腹側に位置する p3 介在ニュ

ーロン前駆細胞が多数分化することが明らかになった。このことは、si-GPR17導入細胞内で、Shhシグナルをより多

く必要とするp3領域が分化したことを表す。したがって、GPR17は種を超えてShh シグナルに負のフィードバック

効果を持つことが明らかになった。 
 

考 察 

 
これまで、「モルフォゲン」と呼ばれるシグナル因子は、濃度依存的に複数のタイプの細胞の分化が誘導されること

が知られてきた ［5］ が、筆者らの近年の研究から、Shh シグナルがネガティブフィードバックによって経時的に変

化し、そのネガティブフィードバックが神経分化のタイミングを決定することが示唆された ［6］。これまでの研究か

ら、Shhシグナルが細胞内で恒常的に活性化されると、神経分化が抑制され、前駆細胞の増殖が止まらなくなることが

示されている［7］。実際に細胞内で Shh シグナルが継続的に活性化されると、細胞によってはがん化する（増殖状態

が）ことが知られており、今回の結果はそのメカニズムの一端を示したものとして重要である。今後、GPR17 のアゴ

ニストまたはアンタゴニストを利用した実験により、神経分化のタイミングや Shh シグナルの強度への影響を調べ、

脱髄（グリア細胞異常）への影響や抗がん剤開発の研究へとつなげていきたい。［8，9］。 
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図1．未分化細胞（白の丸印）が機能性細胞へと分化し、一定の量的比率を持った期間が構築されていく様子を表

した概念図 
 

 

図2．GPR17の単離と、Shhシグナルの負のフィードバックへの影響 
（A）図に示したのは神経管の断面図で、GPR17の in situハイブリダイゼーションの結果である。GPR17は運動神経

前駆細胞を中心に発現している。（B）GPR17 がShh 強度に及ぼす影響。神経前駆細胞にGBS-Luc と si-control また

はsi-GPR17をGBS-Lucと共に導入し、その後Shhを作用させた。その細胞内シグナル強度（ルシフェラーゼの活性）

を経時的に評価した。si-GPR17を作用させた細胞でフィードバックが一部阻害されているのがわかる。 
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