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フェレットを用いた大脳の脳回形成の分子機構解析

河崎 洋志

大脳皮質の脳回は脳高機能化に重要だと考えられており，その形成機構が注目されている
が，マウスの大脳皮質に脳回が存在しないことから従来解析が困難だった．そこで我々は
脳回を持つ哺乳動物フェレットに着目して研究を進めてきた．子宮内エレクトロポレー
ション法を応用し，フェレット大脳皮質への遺伝子導入技術を確立した．さらにCRISPR/
Cas9を組み合わせフェレット大脳皮質での遺伝子ノックアウトを可能とした．これらの技
術を用いて，これまで解析が困難だった脳回形成の分子機構およびその異常による疾患病
態の解明を進めている．本稿ではフェレットを用いた研究結果を中心に，大脳皮質の脳回
形成メカニズムについて最近の知見を概説する．

1. はじめに

ヒトの大脳を見たときに最も印象に残る構造的特徴は，
大脳皮質の表面に存在するシワであろう．大脳皮質には
外向きに隆起する脳回（gyrus）と内向きに陥凹する脳溝
（sulcus）が存在するために，シワのある折りたたまれた外
観を呈する（図1）．進化の過程で脳回と脳溝を獲得した
ことにより大脳皮質の表面積が増加し，一定容積の頭蓋内
に多くの神経細胞を持つことが可能となったと考えられる
ことから，脳回や脳溝は大脳の高機能化の鍵となる重要な
構造と考えられている．また脳回異常疾患である多小脳回
症（polymicrogyria）や滑脳症（lissencephaly）などは重篤
な脳機能障害を来し，自閉症や統合失調症でも脳回異常が
報告されていることから，発達期の脳回の形成メカニズム
およびその異常による疾患病態の解明は世界的にも注目さ
れている．しかしこれまでは，大脳にシワを持つ動物での
遺伝子操作が困難であったために，シワ形成の分子メカニ
ズムの解析はほとんど進んでこなかった．近年になり，シ
ワ形成メカニズムの解明に向けて重要なモデル動物として
注目されているのが，大脳にシワを持つ食肉類哺乳動物

であるフェレット（Mustela putorius furo）である（図2）．
フェレット大脳皮質における遺伝子操作が確立され，シワ
形成メカニズムの分子機構の解析が始まっている．さらに
大脳皮質の解剖学的構造の理解，神経前駆細胞の種類や形
態の解析，特徴的な発現分布を示す遺伝子の同定が進み，
シワ形成メカニズムを解明するための環境が整ってきた．
本稿ではフェレットを用いた研究結果を中心に，大脳皮質
のシワ形成メカニズムについて最近の知見を概説する．

2. 大脳皮質のシワの構築

大脳皮質のシワは3次元的な立体構築であり，急峻な
陥凹（脳溝）によって区切られた大脳皮質の隆起（脳回）
により特徴的なシワ状の外観を呈する（図1）．シワは進
化的に哺乳動物でのみみられ，シワを持つ大脳をgyrence-
phalic，持たない大脳を lissencephalicと表現する．lissence-
phalicな大脳では大脳皮質の外表面は平滑であり，新皮質
と進化的に古い梨状皮質とを分ける嗅脳溝（rhinal fissure）
以外はシワを持たない．大脳皮質のシワは一般的に，ウ
シ，サル，ヒト，ゾウ，クジラなどの大きな大脳を持つ動
物種にはみられるのに対して，ラットやマウスなどの大脳
が小さい動物種はシワを持たないことが多い．
大脳皮質は外側（1層）から内側（6層）まで順に配列

された六つの主要なニューロン層（灰白質）と，軸索の束
を含む白質から構成される．シワを持たない動物種の大脳
の断面をみると灰白質が平坦で厚さがほぼ一定である．対
照的にシワを持つ動物種の大脳においては灰白質が折り
たたまれ，軟膜側の大脳皮質外表が弯曲のある構造を呈し
ている（図3B）．灰白質の六つの層はすべて弯曲している
一方で，白質は6層との境界でのみ弯曲に対応し，白質の
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側脳室側は平滑であり弯曲はみられない．したがって，白
質は脳溝部分よりも脳回部分においてより厚くなっている
（図3B）．
最終的には複雑に折りたたまれるシワだが，発生過程で

は早期に深い溝である一次脳溝が作られ，その後に二次脳
溝，三次脳溝の順に作られていく．ヒトよりも単純なシワ
のパターンを有する動物（たとえば，フェレット）では一
次脳溝のみが発達しており，一次脳溝の位置は異なる動物
個体間で強く保存され一定である 1）．このように異なる動
物個体間でもシワの位置が一定であるということは，シワ
の形成過程が遺伝的に規定されていることを示唆してい
る．二次脳溝の位置は必ずしも一定ではなく，さらに高次
な脳溝の位置はランダムにみえることから，遺伝的な影響
は限定的であると考えられている．ただし，遺伝的に同一
である一卵性双生児間のシワのパターンは，高次脳溝を含
めても，一般的な集団よりも統計的に類似性が高い 2）．ま
とめると，大脳皮質の一次脳溝のパターンは遺伝的な要因
により規定されており，高次脳溝になれば遺伝的要因の関
与は少ないと考えられる．

3. シワの形成過程に関連する大脳皮質の特徴

大脳が持つさまざまな構造的特徴から，シワの形成メ
カニズムが推測されてきた．まず第一に，サイズが大き
い大脳を持つ動物種ではシワがみられるが，大脳が小さ
い動物種ではみられないことから 1），神経細胞などが多く
産生されることがシワ形成に重要である可能性が提示さ
れた．すなわち，限られた頭蓋内容積のなかで大脳皮質

が拡大していくために，物理的な圧が生じて，大脳皮質
にシワが生じると推測された．しかし，頭蓋内の圧を軽
減してもシワの消失にはつながらなかったことから，こ
の可能性は低いと考えられている 3）．第二に，シワが存
在する大脳では大脳皮質形成期に，神経前駆細胞層であ
る脳室帯（ventricular zone：VZ）と内側脳室下帯（inner 
subventricular zone：ISVZ）の外側に，さらに追加で特徴
的な組織学的構築を持つ神経前駆細胞層，外側脳室下帯
（outer subventricular zone：OSVZ）が存在することが多い
（図3A）4）．マーモセットなどいくつかの動物種のように，
シワがほとんどないにもかかわらずOSVZを持つ例外も存
在するが 5），OSVZにみられる神経前駆細胞の存在量はシ
ワ形成指数と正の相関を示す 6）．したがって，OSVZがシ
ワ形成に重要である可能性が考えられる．それと関連して
第三に，大脳皮質のシワ形成は神経前駆細胞であるOSVZ 
radial glia（oRG）の存在量とも関連がみられる．oRGは，
三つの研究室によって独立して同定された新たな神経前駆
細胞で 6‒8），outer radial gliaなどとも呼ばれる 9）．シワを持
つ動物種のOSVZに主に存在し，シワを持たない動物の大
脳皮質にはあまり存在しないことから，シワとの関連が注
目されている．第四に，齧歯類におけるSVZとは異なり，
シワを持つ動物の ISVZおよびOSVZでは神経前駆細胞の
形態および遺伝子発現が多様であることから，この多様性
もシワ形成に重要である可能性がある 10‒13）．最後に，シワ
形成は神経前駆細胞の細胞分裂の頻度 6）および遺伝子発現

図2 成体のフェレット
体長約50 cm, 体重は1～2 kgである．

図3 脳回を持つ動物の大脳皮質断面の模式図
（A）形成途中の模式図．（B）脳回形成後の模式図．

図1 フェレットの脳の外観
大脳皮質には明瞭なシワが存在する．
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パターン 12, 14, 15）とも関連がみられている．これらのいず
れが真にシワ形成に重要か解明が待たれているが，これま
では大脳にシワを持つ動物での遺伝子操作が困難であった
ために，シワ形成の分子メカニズムの解析はほとんど進ん
でこなかった．

4. マウスを用いたシワの形成メカニズムへのアプローチ

マウスの大脳にはシワは存在しないが，分子遺伝学的研
究にきわめて有用であることから，マウスを用いてシワ形
成メカニズムを明らかにする試みもなされてきた．神経前
駆細胞を過剰増殖させると，脳回に類似する弯曲を大脳皮
質の外表面（軟膜側）に作ることができた 16）．しかしこの
実験では，生理的にシワを持つ動物ではみられないような
脳室側の異常もみられたことから 16），本来の生理的なシ
ワとは異なる弯曲ではないかと指摘されている．また胎生
期の細胞死を抑制してもマウスの大脳皮質にシワが生じる
が，やはり生理的なシワではみられないような異常が出現
しており，生理的なシワとは異なる可能性が高い 17‒19）．
その他にもマウスの大脳皮質にシワを作る試みがなさ

れている．マウス大脳皮質における核タンパク質Trnp1の
阻害 20），Shhシグナリングの活性化 21），類人猿特異的遺伝
子ARHGAP11B22）やTBC1D323）の過剰発現は神経前駆細胞
の増加を引き起こし，マウスの大脳皮質にシワを生じさせ
る．これらの初期の試みは，胎仔期の大脳皮質の神経前駆
細胞を操作することによりマウス大脳皮質に弯曲を作れる
ことを実験的に実証した点で重要であるが，シワを持つ動
物種でみられるような本来のシワ形成にこれらの分子が関
与しているか詳細な検証が必要である．

5. フェレットを用いたシワ形成メカニズム研究

シワ形成メカニズムの解明を飛躍的に促進するために，
フェレットを用いた研究が注目されている．大脳皮質に
シワを持つ食肉類哺乳動物であるフェレットは他の動物
種に比べて以下のような有利な点があるからである．第
一に，フェレットのシワのパターンには動物個体間の差が
ほとんどなく，ほぼ同一である点があげられる．したがっ
て，安定した実験結果が得られることが期待できる．第二
に，シワの形成が，新生仔の出生後に始まることがあげら
れる 24）．したがって，シワの形成プロセスを解析する際に
胎仔を使用する必要がない．第三に，飼育しやすい動物
であり，欧米を中心に神経科学研究に用いられてきた歴史
があることから 25‒27），飼育に関するノウハウがある．第四
に，脳神経系以外にもインフルエンザウイルス，麻疹ウイ
ルスなどの感染症研究，嘔吐がみられるために嘔吐機構研
究や薬剤副作用の研究にも用いられており，実験動物とし
て認知されている．これらの特徴のためにフェレットでは
シワ形成メカニズムを明らかにするための研究が行いやす
い．平均体長は約50 cmで体重は1～2 kg，平均寿命は6～8

年といわれている．野生動物ではなく，ヨーロッパケナガ
イタチが家畜化したものではないかといわれている．
上述の利点がありながらも，フェレットの脳神経系を用
いた分子生物学的技術が整っていなかったために，フェ
レットを用いた脳研究はごく一部の研究にとどまってい
た．そこで我々はフェレットに分子生物学的技術を導入で
きれば脳回研究の突破口となると考え，研究を進めてき
た 25‒27）．まず，遺伝子の同定を行うためにフェレット用マ
イクロアレイを作製し，高等哺乳動物で発達している視覚
神経系の大細胞や小細胞に選択的に発現する遺伝子を同定
してきた 28‒30）．続いて，齧歯類を中心に行われていた子宮
内エレクトロポレーション法を高等哺乳動物に応用するこ
とに初めて成功し，フェレット大脳皮質への遺伝子導入に
成功した（図4）31‒33）．RGやoRGなどの神経前駆細胞や，
大脳皮質のほぼすべての層へも効率よく遺伝子導入が可能
となった．エレクトロポレーションを用いているため実験
後数日という短時間で遺伝子発現を誘導することができ，
また複数種類のプラスミドを容易に共導入できる．我々は
さらにゲノム編集技術であるCRISPR/Cas9と子宮内エレク
トロポレーション法を組み合わせることにより，マウスや
フェレット脳内での簡便な遺伝子ノックアウト技術を確立
した 34‒36）．これらのフェレットを用いた分子生物学的解析
基盤の整備の結果，フェレットを用いたシワ形成機構の解
析が可能となった 25‒27）．
これらの技術を用いてシワ形成における神経前駆細胞
の役割が解析された．胎生期の一時期にVZからOSVZの
神経前駆細胞が出現する．この神経前駆細胞の分裂期に，
薬剤を用いてフェレット大脳皮質の細胞分裂を抑制する
と，シワの形成も抑制された 37）．逆にフェレット大脳皮
質で神経前駆細胞の細胞分裂を促進すると脳回が増加し
た 38, 39）．また脳回形成期以前のフェレット大脳皮質の解析
結果，大脳皮質の位置によって細胞分裂量が異なることが
わかった．この細胞増殖量は脳回の位置と対応しており，
脳回となる領域には多く存在し，脳溝となる領域では少な
かった 6）．したがって神経前駆細胞の細胞分裂がシワ形成
において重要な要因であることが示唆された．ただし，重
要なことにシワを持たないマウス胎仔の大脳皮質で，フェ

図4 子宮内エレクトロポレーション法を用いたフェレット大
脳皮質への遺伝子導入
導入された部位にGFPの蛍光がみられる．
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レットに用いた手法と同様な手法で神経前駆細胞の増殖を
促進してもシワは生じてこなかった 38）．したがって，動
物種ごとのシワの有無を規定する要因は，神経前駆細胞
の細胞分裂以外にも存在すると考えられる．おもしろいこ
とに，活性化型β-カテニンを用いてマウス大脳皮質で神経
前駆細胞の増殖を促進するとシワが形成されたとの報告が
ある 16）．マウス大脳皮質では神経前駆細胞増殖の促進に
よりシワが形成される場合とされない場合があることが示
唆され，どのような違いがシワの有無を規定するか興味深
い．
神経前駆細胞にはVZに存在する放射状グリア（radial 

glia：RG），ISVZもしくはOSVZに存在するoRGおよび中
間前駆細胞（IPC）の3種類が存在する．このいずれの神
経前駆細胞がシワ形成に重要か検討するために，我々は
フェレット大脳皮質におけるPax6およびTbr2の発現分布
を解析した．その結果，oRGおよび IPCの分布に偏りが
あり，oRGおよび IPCは将来，脳回になる部分に多く存在
し，脳溝になる部分には少ないことがわかった 12, 14）．oRG
や IPCの脳回形成における重要性を検討するために，フェ
レット大脳皮質へ子宮内エレクトロポレーションを用いて
IPCに選択的に発現する転写因子Tbr2の優性不能型（正常
な内在性Tbr2の機能を阻害する変異体）を発現させた 14）．
その結果，RGには影響がなかったがoRGと IPCが減少し，
脳回形成が抑制されることを見いだした 14）．この結果は
oRGもしくは IPCが脳回形成に重要であることを初めて実
験的に示したものである．oRGもしくは IPCが脳回を作る
部分に多く分布し，細胞を多く供給することで脳回という
隆起を作る可能性が考えられる（図5）．
発達期大脳皮質におけるマウスとフェレットの相違点

の一つは，ISVZやOSVZの神経前駆細胞の組成の違いで
ある．シワを持つ動物種，すなわちヒト，サルやフェレッ
トではOSVZおよび ISVZにPax6陽性，Tbr2陰性のoRG
が多く存在する 7, 10, 11）．この観察から，oRGが多いことが
シワ形成に重要である可能性が考えられている 40）．ただ

し現在のところ，oRGもしくは IPCのいずれか一方のみの
選択的な細胞数の操作はできておらず，oRGおよび IPCの
シワ形成における機能的重要性は実験的に区別できていな
い．今後の重要な研究課題であろう．
シワ形成メカニズムの分子レベルからの解明も進みつつ
ある．発達期のフェレット大脳皮質を用いて，将来的に脳
回になる部位および脳溝になる部位の細胞増殖層のトラン
スクリプトーム解析が行われた 12）．これらの二つの部位
間で発現量に差がみられた遺伝子の発現分布を詳細に検討
すると，不均一な発現パターンは主にOSVZにおいてみら
れ，脳回および脳溝が形成される領域と一致していたこと
から，シワ形成を制御している可能性がある 12）．この不均
一な発現パターンは脳回を持たないマウスの大脳皮質では
みられなかった．また，このような発現パターンを示す遺
伝子の多くは，大脳皮質形成に異常を示すヒト患者で変異
がみられることから，シワ形成を制御する重要な要因であ
ることが示唆された．
そこで我々は，実際にシワ形成に重要な役割を担ってい
る遺伝子を同定するために，フェレットへの子宮内エレク
トロポレーションを用いてシワ形成メカニズムの解析を
行った．IPCに多く発現する転写因子Tbr2の優性不能型を
導入したところ，oRGおよび IPCが減少し，さらに脳回形
成が抑制された．この結果はTbr2が脳回形成に必須であ
ることを示している 14）．
優性不能型Tbr2を発現させシワ形成が抑制された大脳
皮質を詳細に検討すると，6層のうちの表層側の厚さが選
択的に減少し，深層側はあまり影響を受けていないことを
見いだした 14）．この結果は過去に提示されたシワ形成に
関する仮説のなかで，シワの形成には大脳皮質の表層側と
深層側の量比が重要であるとの仮説に一致していた 41, 42）．
この仮説を検証するために，リン酸化酵素Cdk5に着目
した研究を行った．Cdk5はヒトの滑脳症の原因遺伝子で
あることから 43），シワ形成に重要であると想定されてい
た．我々はフェレットの大脳皮質でCRISPR/Cas9を用いて
Cdk5のノックアウトを行いシワ形成が障害されることを
見いだし，実際にCdk5がシワ形成に重要であることを実
験的に証明した 35）．続いて，大脳皮質のどの層のCdk5が
重要であるかを検討した．大脳皮質深層もしくは表層に優
性不能型Cdk5を導入したところ，表層側に導入した場合
にのみシワ形成が障害された 35）．脳神経系ではCdk5は他
のCdk遺伝子とは異なり細胞増殖ではなく，大脳皮質神経
細胞の放射状移動に重要であることが知られている．した
がってこれらの結果は，大脳皮質の表層側に神経細胞が供
給され，表層側が厚くなることが脳回形成に重要であると
の仮説を支持している（図5）．
上述のように，oRGもしくは IPCなどの神経前駆細胞の
細胞分裂がシワ形成に重要であることがわかった．次の重
要な点は，これらの細胞分裂の分子制御機構である．この
分子機構の手がかりも脳回形成異常疾患から得られた．タ
ナトフォリック骨異形成症は骨形成異常と多小脳回症やヘ

図5 脳回形成メカニズムの現在の仮説
FGFシグナルにより，将来脳回になる部分でoRGや IPCが増加
し，その結果，大脳皮質表層の神経細胞が増加する．深層に比
して表層が増加する結果，外に凸の突出が形成される．



687

生化学 第 90巻第 5号（2018）

テロトピアなどの脳形成異常を伴う先天性疾患であるが，
その原因としてFGF受容体3（FGFR3）の活性化型変異が
報告されていた 44）．そこで我々は，FGFシグナルがシワ形
成に関わる可能性があると考えた．FGFR3のリガンドで
あるFGF8をフェレット大脳皮質に導入したところシワの
数が増加し，多小脳回症およびヘテロトピアを再現するこ
とに成功した（図6）39, 45, 46）．この結果は，FGFシグナルの
活性化がシワ形成に十分であることを示唆している．続
いて，FGFシグナル活性化がシワ形成に必要であるかを検
討した．優性不能型FGF受容体をフェレット大脳皮質へ
導入したところ，シワ形成が抑制されることを見いだした
（図6）15）．さらにFGF活性により，oRGや IPCの細胞分裂
と細胞数が制御されていたことから 15, 39），FGFがSVZ神経
前駆細胞の細胞分裂を制御する上流因子であることが明ら
かとなった（図5）．

6. おわりに

上述のようにシワ形成を制御する分子機構は明らかにな
りつつあるが，説明できない面も残されている．たとえ
ば，遺伝的に同一である一卵性双生児においてもシワのパ
ターンは完全に同一ではない 2）．フェレットなどの動物が
持つ一次脳溝は遺伝学的に規定されているが，高次脳溝に
ついてはまったく異なるメカニズムが働いている可能性が
ある．たとえば，生体力学的な力，すなわち局所的な圧力
もしくは張力が，遺伝的に規定された基本的なシワの上
に，さらにシワを追加するのかもしれない 47, 48）．

脳回の特徴の一つは，最も小さい脳回の幅がどのような
動物種においても大差がないことがあげられる．このこと
は，大脳皮質が屈曲する際に物理的な制約が存在すること
を示唆している．物理的制約の一つは大脳皮質の厚さが考
えられる．多くの細胞が積み重なった厚い大脳皮質は，薄
い皮質よりも曲がるために大きな屈曲を必要とすると考え
られる 49）．この仮説は最近数理モデル化され検証が進め
られているが 50），まだ一般的に受け入れられるところまで
は至っていない 51）．
大脳皮質のシワは長くにわたり研究者の関心を引き続け
ているが，その形成機構は謎であった．フェレットのよう
な適切な動物モデルの使用，さらに遺伝子操作技術の発達
により，近年，脳回形成の分子メカニズムが急速に明らか
になりつつある．今後，この分野に関する知見は指数関数
的に増えることが期待される．従来はマウスをモデル動物
として使用することによりヒトの発達，機能，および疾患
の理解が進んできたが，今後はフェレットなどの新しいモ
デル系を使用することで，脳回以外でもヒトの脳でみられ
る複雑な脳構築や機能，その異常による疾患病態の理解が
進むと考えられる．
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