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研究成果の概要（和文）： 

げっ歯類以降の哺乳類の大脳皮質は 6 層構造から成り、各層を構成する神経細胞は密に連絡し
てネットワークを形成している。特にヒトにおいては、極めて複雑な神経細胞間の線維連絡を
発達させたことで高次脳機能を獲得したと考えられている。発生期に認められる脳室下帯には
膨大な数の神経細胞を産生するための前駆細胞が認められる。本研究ではマウスとヒトの脳室
下帯に認められる遺伝子の発現量が異なる可能性を示し、その遺伝子発現制御のメカニズムに
ついて検討した。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Mammalian cerebral cortex consists of six layers. Neurons in each layer communicate 
with each other and develop the complex networks. Highly sophisticated neuronal 
networks are considered to be origins of higher-order brain function in humans. 
Mammalian subventricular zone (SVZ) includes progenitor cells which generate 
massive amount of neurons during the brain development. In this study, we examined 
the expression level of SVZ-specific gene in human and mouse brain and proposed the 
microRNA-mediated regulatory mechanism of SVZ-specific gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトの大脳新皮質形成期には、先に誕生した
神経細胞を後から生まれた細胞が追い抜く
こと（inside-out pattern）で 6層構造が形
成される。大脳新皮質形成期に脳室帯で誕生
した細胞は、法線方向に脳室下帯まで移動す
る。脳室下帯を構成する神経細胞は極めて特
徴的な形態を呈し、多極性細胞と呼ばれる。
そして脳室下帯で約 24 時間滞留した後に、
多極性細胞から双極性細胞へと形態を変化
させ、脳表面へ向かって移動を再開する。移

動の再開と同時期に細胞体から神経線維の
伸長を開始する。神経細胞は、神経線維を介
して他の神経細胞と密に連絡し、複雑なネッ
トワークを形成するようになる。ヒトは、大
脳皮質の 6層構造とそれに伴う複雑な神経細
胞間の線維連絡を発達させたことで高次機
能を獲得したと考えられている。大脳皮質の
6 層構造はげっ歯類以降の哺乳類で獲得され
た特異的な構造で、2 層から 4 層の発達が高
次の脳機能に極めて重要な役割を果たして
いると考えられている。最近の研究成果によ
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ると、脳室下帯を構成する神経細胞の多くは、
大脳皮質へ移動した後に 2層から 4層を構成
すると考えられている。また、脳室下帯に含
まれる神経細胞の一部は分裂能を持つこと
も報告されている。すなわち、脳室下帯を構
成する神経細胞は、その一部が分裂能を持ち、
最終的にヒトの高次脳機能を担う大脳皮質
の 2 層から４層を構成する神経細胞となる。
前述の如く大脳皮質は、ヒトに至る進化の過
程で神経細胞数を増加させ（6 層構造の獲得）、
神経細胞間の複雑な神経線維連絡を発達さ
せた。脳室下帯は神経細胞が神経線維を伸長
し始める時期に相当すること、脳室下帯を構
成する神経細胞が大脳皮質の 2層から 4層を
形成することから、脳室下帯における神経細
胞の役割を解明することで、進化のメカニズ
ムの一端を明らかにすることが出来るので
はないかと考えた。 
 

２．研究の目的 

我々は、既に脳室下帯に特異的に発現する遺
伝子を多数同定している。これらの遺伝子は、
脳室下帯のみに発現し、大脳皮質の他の領域
には発現していないことから、脳室下帯にお
ける神経細胞の機能に重要な役割を果たし
ているものと考えられる。本研究では、脳室
下帯特異的発現遺伝子の１つである、UNC-5 
homolog D（Unc5D）遺伝子に注目し、その機
能解析を行うことを目的とした。Unc5D 遺伝
子は、線虫からヒトに至るまで多くの生物種
で認められ、ヒトでは 8番染色体短腕（8p12）
に位置している。ヒトとマウスは同じ哺乳類
に属し、6層構造の大脳皮質を持つ。しかし、
高次脳機能を担うといわれるヒトの大脳皮
質の 2層から４層は、マウスの 2層から４層
と比べると高度に発達している（Molnar et 
al, Eur J Neurosci.23(4):921-34.）。チン
パンジーからヒトに進化する過程で Unc5D遺
伝子が何らかの有利な機能を獲得したとす
れば、Unc5D 遺伝子の機能はマウスとヒトと
の間でも異なるはずである。そこで、申請者
は、マウスの大脳皮質を用いて Unc5D遺伝子
の機能解析を行い、進化のメカニズムの一端
を明らかにしたいと考えた。 
 

３．研究の方法 

(1)Unc5D 遺伝子の発現検討 
 まず、発生期のマウス大脳における UNC5D
の発現パターンを経時的に免疫組織化学染
色法を用いて検討した。胎生 13.5日、15.5
日、18.5日のマウス胎仔を用いて新鮮凍結切
片を作製した。作製した新鮮凍結切片を用い
て、UNC5D遺伝子の免疫染色を行なった。以
前の報告から UNC5D遺伝子の発現量は極めて
微量であることから、検出方法として TSA 免
疫組織化学染色増感システムを用いた。 
同様に、ヒトの UNC5D遺伝子の発現パターン

についても胎生 20 週の新鮮凍結切片を用い
て検討した。マウスで使用した抗 UNC5D抗体
は、ヒトの UNC5D蛋白を抗原として使用して
作製されたものである。ヒトにおいてもマウ
スと同様に UNC5D遺伝子の発現量は極めて微
量であることが予想されたことから、検出方
法として TSA 免疫組織化学染色増感システ
ムを用いた。 
(2)Unc5D 遺伝子の 3’UTRの同定 
ヒトおよびマウスの Unc5D遺伝子の
3’Untranslated region(UTR)領域を同定し
た。種々の公共のデータベースに登録されて
いる配列からマウス Unc5D遺伝子の 3’UTR
の長さを同定し、それを基に Northern blot
解析を行った。マウス胎生 16 日目の dorsal 
cortex から total mRNA および poly（A ）+RNA
を抽出した。なお、ヒトのサンプルが入手で
きなかったことからヒトの Unc5D 遺伝子の
3’UTR領域についてはデータベースに登録
されている情報を用いて以降の解析を行っ
た。 
(3)定量 PCR 法による Unc5D 遺伝子の発現検
討 
ヒトおよびマウスの Unc5D遺伝子の発現量は
極めて微量である。そこで両者の発現量の違
いを定量するために定量 PCR法を用いて解析
を行った。使用したサンプルは、マウス胎生
13.5日目、15.5日目、18.5 日目とヒトの胎
生 19 週目、20週目、21週目、22週目とした。
ヒトとマウスの遺伝子の発現量を比較する
ために内部コントロールとして 2種類の遺伝
子を用いた。1つ目の内部コントロールは定
量 PCRで広く使用されているβ-actinとした。
β-actinに加えて SVZ特異的に発現する遺伝
子を 2つめのコントロールとする必要がある
ことから、ヒトにおいてもマウスにおいても
SVZに発現していることが確認されている
NeuroD遺伝子を内部コントロールとして用
いた。以上の 2つの内部コントロール遺伝子
を用いて、ヒトおよびマウスの Unc5D遺伝子
の発現量を定量し、以下の式で数値化した。 

Unc5D/(NeuroD/β-actin) 
また、内部コントロール遺伝子の発現量に依
存しない方法として、実際のコピー数を計算
し、ヒトとマウスの発現量の比較を行った。 
(4)Unc5D 3’UTRに結合することが予想され
る microRNA の同定 
遺伝子の 3’UTR領域には様々な情報が含ま
れていると考えられており、特に遺伝子発現
に関する情報は非常に重要な役割を担って
いると考えられる。microRNA は主に遺伝子の
発現に関わる短い RNA で、遺伝子の 3'UTR 領
域に結合して作用することが知られている。
そこで informatics の手法を用いて Unc5D遺
伝子の 3'UTRに結合しうる microRNA を同定
した。 
 



４．研究成果 
(1)Unc5D 遺伝子の発現検討 
抗 Unc5D抗体を用いた免疫染色の結果を示す。
マウスの E13,5、E15.5、E18.5のいずれの発
生段階においても Unc5Dは SVZに発現してい
ることが確認された。 
また、ヒトにおいても Unc5D の発現が認めら
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
マウス胎生 18.5日目 
 
 
 
(2)Unc5D 遺伝子の 3’UTRの同定 
マウスの Northern blot 解析の結果を示す。 
NCBIなどの公共のデータベースから得られ
たマウス Unc5D の 3'UTR の長さは 6049bpで
あった。今回 Northern blotting によって推
測される 3’UTRの長さもおよそ 6kbpである
ことから、マウス Unc5D の 3’UTRの長さは
データーベースに記載されている 6049bpで
あると判断した。 
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なお、ヒトの Unc5Dの 3’UTR の長さについ
てはデーターベースの情報から 4100bp であ
ると考えて検討を進めた。 
(3)定量 PCR 法による Unc5D 遺伝子の発現検
討 
ヒトおよびマウスの Unc5D遺伝子の発現量の
比較を示す。 
 

Unc5D/(NeuroD/β-actin) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
次に、コピー数を計算して比較したグラフを
示す。 
 
         コピー数による比較 
     Unc5D mRNAのコピー数 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
以上の結果から、マウスおよびヒトの Unc5D
の発現量には違いが認められ、ヒトにおいて
はマウスと比べて Unc5Dの発現量が低い傾向
が認められた。 
 
(4)Unc5D 3’UTRに作用しうる microRNAの同
定 
northern blot 解析法および公共のデーター
ベースから同定した 3'UTRの配列を基に、
informatics の手法を用いてヒトおよびマウ

ヒト 

ヒト 

マウス 

マウス 

8kbp 

4kbp 

2kbp 



スの Unc5Dの 3'UTRに結合することが予想さ
れる microRNA を同定した。 
候補となる 3'UTRの領域に結合する microRNA
を他の哺乳類の microRNA の有無とともに表
に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
今後、これらの microRNA が実際に Unc5D の
発現量に影響を与えるか否かを検討し、同定
された microRNAを介した発現調節機構が進
化学的に持つ意味についてさらに研究を発
展させていく計画である。 
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