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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳の構築における発生時計の制御機構を解明することを目指し、大脳皮
質のニューロンの経時的な産生とフィードバックシグナルの分子機構に焦点を当てて研究を行った。深層および
上層ニューロンの産生期において、それぞれの神経幹細胞の遺伝子操作を行い、転写因子の細胞内局在が神経幹
細胞の分化能力と上層ニューロンの産生タイミングを制御していることを明らかにした。さらに、大脳皮質の異
なるニューロンのサブタイプの分化と配置パターンを決める外因性機構について解析し、脳構築の時空間制御機
構における細胞内の転写制御ネットワークと細胞外環境との相互作用を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the regulatory mechanisms of the 
developmental clock in brain formation, focusing on the temporal production of neurons in the 
cerebral cortex and the molecular identity of feedback signal-mediated neuronal production 
transition. During the production period of deep- and upper-layer neurons, we manipulated gene 
expression in cortical progenitor cells and revealed that the intracellular localization of 
transcription factor determines the temporal competence of progenitor cells and the timing of 
upper-layer neuron production. Furthermore, we analyzed the extrinsic mechanisms that determine the 
differentiation and positioning of layer subtype neurons in the cerebral cortex, and revealed the 
interaction between the intrinsic transcriptional regulatory network and extracellular signaling in 
the spatiotemporal control of brain formation.

研究分野：神経発生学

キーワード： 大脳新皮質　神経幹細胞　発生時計　層ニューロン　転写制御ネットワーク
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞間の相互作用を介したシグナルが、神経幹細胞の発生時計を制御するという仮説が40年前に提唱されたが、
その分子実体については不明な点が多く残されていた。本研究では、ニューロンと神経幹細胞の細胞間シグナリ
ングに焦点を当て、細胞内の転写因子局在と時間的に変化する場からのフィードバックシグナルが発生時計を制
御するという新たな知見を得た。このシステムの破綻は神経疾患の発症につながると考えられる一方で、ヒトと
マウスなどの胎生期間や細胞周期等の発生時間のパラメータが大きく異なる種間のニューロン産生の相対的な調
節にもつながり、脳神経回路の構築原理を明らかにする上で重要であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
発生とは、少数の幹細胞が分裂と分化を繰り返しながら、高い再現性をもって三次元の組織をつ
くりあげていく過程であり、体を構成する幹細胞の中でも、脳をつくる幹細胞は「時間」に対す
る感受性が高いことが知られている。例えば大脳新皮質では、異なるサブタイプのニューロンが
正確なタイムスケジュールで産生され、同じ時期に生み出されるニューロンが、共通の層の配置
や接続特異性を示している。これまで脳の構築を制御する仕組みについて、幹細胞の移植実験、
in vitro（培養系）の細胞分化誘導、遺伝子改変マウスを用いた実験により、神経幹細胞の時間
依存的な制御機構についての知見が集積してきた。我々もこれまで脳の発生時計の実体を理解
するために、大脳皮質ニューロンの経時的産生を制御する内因性機構に焦点をあて、大脳皮質の
主要なニューロンのサブタイプの分化のタイミングを制御する機構について、大脳皮質神経幹
細胞の細胞周期の調節、遅生まれの神経細胞がより早い誕生日の細胞運命を辿らないよう、時期
依存的な大脳皮質細胞の運命決定機構について解明し、発生時計に寄与する転写因子を介した
ドミノ式制御の実体を明らかにしてきた。本研究ではこれらの知見をふまえ、発生の進行ととも
に変化するニューロンの動態と、場から幹細胞へ伝達されるフィードバックシグナルの分子実
体とその作用機序を解明することで、発生時計の制御機構を明らかにすることを目指した。 
 
２．研究の目的 
 
大脳皮質では異なるサブタイプのニューロンが正確なタイミングで産生され、同時期に生み出されるニ
ューロンは共通の分子発現や投射パターンを獲得することで精緻な神経回路を構築していく。しかし
ながら、時間情報がどこで生み出され（コーディング）、どのような細胞のふるまいに変換され
るのか（デコーディング）、その分子機序については不明な点が多く残されていた。これらの背
景をふまえて、本研究では発生の進行とともに変化する遺伝子プログラムと細胞間の情報伝達経路に
着目し、その機序を明らかにすることで、脳構築における時間制御のメカニズムを解明すること
を目的として行った。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、大脳皮質発生期に作動するドミノ式因子とその下流の遺伝子ネットワークに着目

し、幹細胞から産生されるニューロンから神経幹細胞へ伝達されるフィードバックシグナルの

分子機構について解析を行った。具体的に、深層および上層ニューロン産生期において、神経幹細

胞の遺伝子操作を行い、転写因子の細胞内局在の操作による神経幹細胞の分化能への影響と上層ニ

ューロンの産生タイミングについて解析を行った。さらに、大脳皮質の異なるニューロンサブタイプの時

空間的な分化と配置パターンを決定する外因性機構を明らかにするために、同じタイミングで生み出さ

れる層特異的サブタイプのニューロンの標識を行い、これらの細胞の時空間動態について in vitro, in 
vivoで解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１） 深層ニューロンから上層ニューロンへ分化切り換え時期に変動する遺伝子のスクリーニングに

よりPOUドメイン因子群を同定し、この中でBrn1/2転写因子の大脳皮質における発現動態を解析した
ところ、これらのタンパク質の細胞内局在が発生時期特異的に細胞質から核内へと移行することを見

出した。そこでBrn2の核輸送を制御する上流因子としてImportin ファミリータンパク質であるKPNA因
子群について発現解析を行った結果、KPNA2の発現は深層ニューロンから上層ニューロンの産生
移行に伴って減少することを見出した（図１）。これらの結果から、ニューロン-神経幹細胞間シグナル
を介したKPNA2の制御がBrn2の細胞質から核への移行を誘導し、神経幹細胞の上層ニューロンへ
の分化へ切り替えている可能性が新たに示された。この仮説を検証するために、１）深層ニューロン

産生期の神経幹細胞でのKPNA2の機能欠失、２）Brn2の細胞内局在の操作による神経幹細胞の分
化能への影響の評価、３）上層ニューロン産生期幹細胞へのKPNA2の強制発現、また４）Brn2-
binding deficient 型のKPNA2遺伝子導入により、KPNA2を介したBrn2の細胞内局在が神経幹細胞
の上層ニューロンの産生タイミングを決定していることを明らかにした（図１）。またこれらの実験と並行



してニューロンと神経幹細胞間の接触をドミナントネガティブ型N-カドヘリンの導入により阻害し、発
生時計を制御するシグナル伝達の細胞間接触依存性を見出した。さらにこれらの細胞間シグナルを

伝達する候補分子についてin vitro 培養を用いた阻害実験による絞り込みを行った結果、深層から
上層ニューロンへの切り替えのタイミングと産生細胞数の比を規定するシグナル伝達経路が新たに

同定された。 

 
 

図１ 脳の発生時計を制御する転写制御ネットワークと細胞間情報伝達 
 
これらの研究により、大脳皮質の主要なサブタイプのニューロンの時間制御機構が明らかになった一方

で、同一時間に産生されるニューロンのサブタイプとその細胞数が大脳皮質の機能単位である領野ごと

に修飾されるメカニズムについては不明のままであった。そこで領野間での厚みが顕著に異なり、大脳

皮質の入力層である４層に着目し、４層ニューロンの発生機序と領域特異的な統合メカニズムについて

解析を行った。初めに発生期マウス脳を用いたトランスクリプトーム解析より、Foxg1 の発現に早い抑制
応答を示す遺伝子として核内受容体因子 COUP-TFI(Nr2f1)を同定し、ChIP-Seq および qPCR により
COUP-TFI 遺伝子の Foxg1-binding site の絞り込みを行った。並行してマウス胚を用いた Foxg1 と
COUP-TFI の機能欠失と機能獲得実験により、それぞれ大脳皮質の長距離投射ニューロンと局所投射
ニューロンの分化決定を制御することを見出した（図２）。さらに Foxg1 の条件的遺伝子欠失及び
CRISPR-Cas9システムを用いた Foxg１の COUP-TFI制御配列の操作により、Foxg１が COUP-TFI遺伝
子の発現を直接抑制することで大脳皮質の層特異的サブタイプの分化と投射パターンを決定し、上流

の制御因子として Egr 遺伝子群を同定した（Hou et al. Nature Communications 2019）（図１）。  
 
（２） 大脳皮質の異なるニューロンサブタイプの時空間的な分化と配置パターンを決定する外因性機構

を明らかにするために、誘導型 Cre 組み換え酵素のノックインマウスとタモキシフェン投与により同じタイ
ミングで生み出される層特異的サブタイプのニューロンを標識し、脳スライスおよび in vitro 培養を用い
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