
神経管に存在する様々な神経細胞は、発生過程において適切な領域に配置(パター

ン形成)されることにより機能を発揮する。神経管の背腹軸のパターン形成において

は、モルフォゲンと呼ばれる分泌因子が重要な働きをしており、特にソニック・ヘッ

ジホッグ(sonicHedgehogshh)は濃度依存的に腹側神経前駆細胞の分化方向を決定す
る。 shh が神経前駆細胞廷作用すると、細胞内では転写因子 Gli2B が活性化され、こ

れが S11h の細胞内シグナルとして反映される。 shh シグナルを受容した神経前駆細胞

においては、S血シグナルの活性は一時的に高まるが、その後経時的に減衰すること

が報告されており、負のフィードバック制御の存在が示唆されてきたが、その分子基

盤は明らかではなかった。

本研究では、 S1山シグナルの経時的変化、とりわけ減衰(負のフィードバック)を制

御する因子の探索・同定と解析を目的とした。まず、プロテインキナーゼ A (PKA)

阻害剤を用いた実験から、神経前駆細胞において Gli活性が経時的に変化することを

見出したため、この活性の上流制御を担う因子の探索を行うこととした。本研究では

特にGタンパク質共役受容体に着目し、shh によって発現誘導されるものを探索して

GPR17 を単籬した。 GPR17 の時間的な発現量の変遷は、 Gli活性の減弱と相補的にな

つていた。また、ニワトリ脛の神経管腹側においてGPR17は腹仙功、ら背側に向かって

発現量が勾配を形成していることが明らかになった。この発現パターンはマウス1丕に

おいても同様であった。さらに、 GPR17の発現はShhシグナルによって直接制御され

るのではなく、腹側神経管に発現する転写因子 olig2 を介することも併せて明らかに
なった。

また強制発現による機能解析により、 GPR17がShhシグナルのターゲット遺伝子の

発現量を減弱し、CAMP の細胞内濃度を上昇することが示された。また、ニワトリ脛

神経管において、 GPR17とそのアゴニストであるMDL29951の共役により腹側領域が

縮小した。一方、si則Aを用いてGPR17の発現阻害を行うと腹側神経領域が拡大した。

このことから、 GPR17はS血シグナルに負に働いてパターン形成を調節することが示

唆された。さらに、 GPR17が時間依存的に細胞内Shhシグナルを制御しているかを確

めるために、神経前駆細胞における GⅡの活性を経時的に測定したところ、siRNA を

導入した糸醐包においては、負のフィードバックにかかる時間が有意に延長しており、

GPR17がShhシグナルの経時的な活性を制御する因子として重要であることが明らか

になった。

以上の結果より、神経管のパターン形成においてGPR17がS1止シグナルに対して時

間依存的な負の制御因子として機能することが示された。さらに、この負のフィード

バック制御は、パターン形成における各領域の細胞の量的バランスを厳密に制御する

上でも重要な役割を持つと考えられた。
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脊椎動物の中枢神経系の発生は、脛の頭尾軸に沿って形成される神経管と呼ばれる

器官が形成されることから開始する。神経管内には運動神経、介在ニューロン、感覚

神経とその前駆細胞が順序よく配置されており、その細胞数も種ごとに一定に保たれ

ている。これらの細胞の多様性と整然さを同時に生み出すメカニズムの1つは、モル

フォゲンと呼ばれる細胞外シグナル因子である。これらのシグナル因子は器官内で濃

度勾配を形成し、その濃度に依存して細胞の運命を決定し、組織内における配置の順

序を決定する。

ソニック・ヘッジホッグ(sonicHedgehog;shh)はこのようなモノレフォゲンの 1つで

あり、神経管内で主に腹側神経細胞の領域化に必須の役割を担う。これまでの研究か

ら、shh が濃度勾配を形成して濃度依存的に細胞の分化方向を決定するほか、シグナ

ルの受け手となる前駆細胞において、その細胞内シグナル活性が経時的に変化するこ

とが適釖な領域化に必要であることが明らかにされてきた。しかし、その経時的な変

化を調節する因子は同定されておらず、したがってそのメカニズムについては不明な

点が多かった。

本研究においては、申請者は特にG タンパク質共役受容体(Gprotein・coupledreceptor;

GPCR)に着目してShhシグナルによって発現が誘導されるG?CRの探索を行い、GPR17

を候補因子として単籬した。

次にマウス線維芽細胞株N旧3T3細胞にGPR17 を強制発現したところ、 shh シグナ

ルが減弱することが明らかになり、さらにこれ力泳醐包内 CAMP レベルの上昇を伴って

いることが明らかになった。また、 GPR17 とそのアゴニストである MDL29951を二ワ

トリ脛神経管に導入したところ、腹側神経細胞の分化が一部抑制されることが明らか

になった。

さらに、siRNAによってGPR17 の発現を阻害したととろ、 S血シグナルの負のフィ

ードバック効果が一部抑制され、腹側神経領域が異常拡大する結果となった。これら

の結果は、 GPR17がShhシグナルの下流で発現する一方で、細胞内のCAMP レベノレの

上昇を促進し、その結果、S抽シグナルの細胞内仲介因子である Gli2B の活性を抑制

することによって Shh の細胞内シグナルを時間依存的に減弱させる、いわゆる「負の

フィードバック効果」を担う必須の因子の1つであることを示したものである。

以上のように、本論文は、シグナル活性の経時的な変化が神経管のパターン形成に

及ぼす影響について、そのメカニズムを分子レベルで明らかにしたものであり、学術

上、応用上貢献するところが少なくない。よって審査委員一・同は、本論文が博士(バ

イオサイエンス)の学位論文として価値あるものと認めた。
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