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研究成果の概要（和文）：ヒト21番染色体のトリソミーが原因となるダウン症の脳では、神経細胞数の顕著な低
下およびグリア細胞の増加が認められる。この一因として、神経細胞やグリア細胞を生み出す神経前駆細胞の分
化異常が考えられるが、これら異常に寄与する遺伝子の実体は不明である。本研究ではダウン症モデルマウスを
用いた解析により、神経前駆細胞の分化異常が引き起こされる分子基盤の解明を目指した。その結果、モデルマ
ウスにおけるDYRK1Aの過剰発現が転写因子STATの異常な活性亢進を引き起こし、これが神経前駆細胞におけるア
ストロサイト分化の亢進に寄与する可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Down syndrome, caused by triplication for human chromosome 21, is associated
 with abnormalities in brain development such as reduced production of neurons and increased 
generation of astrocytes. Previous studies suggest that both neuronal and astroglial differentiation
 of progenitors in Down syndrome brains are deregulated and that the deregulation coordinately 
contributes to impaired brain development. However, very little is known about the molecular 
mechanisms underlying abnormal differentiation of Down syndrome progenitors. In this study, we 
identifies DYRK1A-STAT as a signaling pathway responsible for the enhanced astrocytic 
differentiation of progenitors observed in a Down syndrome mouse model. 

研究分野：発生神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ダウン症はヒト第 21番染色体のトリソミ
ーによって誘発され、およそ 800人の新生児
あたり 1人の割合で発症する。ダウン症は知
的障害の最も主要な原因となっており、ダウ
ン症患者の脳は健常者と比較すると顕著に
小さい。また、大脳新皮質においては神経細
胞の密度および数が減少し、一方でグリア細
胞の数が増加している。このことから、神経
細胞やグリア細胞の発生異常が知的障害の
主要な要因となっていると推察される。また
近年、ヒト 21番染色体の相同領域の一部を 3
倍体化したダウン症モデルマウスが作製さ
れ、これらマウスの発生期の脳において、神
経細胞やグリア細胞を産生する神経前駆細
胞の分化異常が認められることが明らかに
なった。すなわち、神経前駆細胞から神経細
胞への分化が抑制されているのに対し、グリ
ア細胞への分化が亢進していた。さらに神経
前駆細胞が分裂し、自らの数を増殖させるプ
ロセス（自己複製）にも異常が認められた。
これらのことから、ダウン症の脳においては
神経前駆細胞の正常な分化メカニズムが破
綻しており、これによって適切な数の神経細
胞やグリア細胞が産生されない可能性が高
い（図）。しかしながら、ヒト 21番染色体上
のいずれの遺伝子の発現量の増加によって
神経前駆細胞の分化プロセスが影響を受け
ているのか、その理解は殆ど進んでいない。
私共はこれまでに、ダウン症モデルマウスの
神経前駆細胞において 3倍体化している遺伝
子である DYRK1A (dual- specificity 
tyrosine phosphorylated and regulated 
kinase 1A)と DSCR1(down syndrome 
critical region 1)が過剰発現することによっ
て、神経分化が抑制されていることを見出し
た (Kurabayashi and Sanada, Genes Dev. 
2013)。しかし、自己複製やグリア細胞への
分化といった局面において、制御異常に寄与
する遺伝子の実体は不明であった（図）。 

従来より、ダウン症モデルマウスを使用し
た解析の多くには、Ts65Dn マウス（約 104
遺伝子が 3倍体化）や Ts1Cjeマウス（約 81
遺伝子が 3倍体化）が用いられている。これ
までに、Ts65Dn マウスの大脳新皮質におい
てグリア細胞の数が増加していることが知
られていたが（Lu et al., PLOS One 2011）、

私共は研究開始より以前の段階で、Ts1Cje
マウスを用いた解析により、同様の知見を得
ていた。また、Ts1Cjeマウスの神経前駆細胞
を用いた分化解析から、グリア細胞への分化
の亢進が認められた。以上から、Ts1Cjeマウ
スにおいて 3倍体化している遺伝子群の中に、
グリア細胞への分化亢進に寄与する遺伝子
が存在すると推察できた。さらに、神経分化
期以外の脳発生の時期において DYRK1A
（Ts65Dn マウスや Ts1Cje マウスにおいて
も過剰発現している遺伝子）の役割を解析し
たところ、神経前駆細胞からグリア細胞が産
生される脳発生の後期において DYRK1A を
過剰発現させると、グリア細胞への分化が亢
進することを突き止めた。以上から、Ts1Cje
マウスにおいて見られるグリア分化の亢進
の一因として、DYRK1A の過剰発現が寄与
している可能性が高いと考えられた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ダウン症モデルマウスの神経
前駆細胞において観察される分化異常のな
かで、発生前期-中期の「自己複製」および発
生後期の「グリア分化」という局面に焦点を
当てて研究を進める。これらの分化制御の破
綻は、ヒト 21番染色体上のいずれかの遺伝
子の発現量が増加することによって起こっ
ている可能性が高い。そこで、野生型マウス
脳の神経前駆細胞に遺伝子を導入するとい
う実験を脳発生期の様々な時期において実
施し、神経前駆細胞の自己複製やグリア分化
に影響を及ぼすヒト 21番染色体上の遺伝子
を同定する。さらに、同定した遺伝子を介し
た分子シグナリングを解析することにより、
目的遺伝子の過剰発現がどのようにして神
経前駆細胞の分化異常に寄与するのかを理
解する。一方で、見出した遺伝子の過剰発現
が、ダウン症モデルマウスにおける神経前駆
細胞の分化異常に寄与するかを調べる。その
ため、ダウン症モデルマウスにおいて、同定
した遺伝子や、その遺伝子を介したシグナリ
ングの機能を人為的に操作することによっ
て、神経前駆細胞において見られる自己複製
の異常や分化異常が緩和されることを示す。
以上の野生型とダウン症モデルの２種類の
マウスを用いたアプローチから、ダウン症脳
における神経前駆細胞の運命制御異常に寄
与するメカニズムの理解を目指す。本研究に
より、ダウン症における脳形成異常、特に神
経前駆細胞の運命制御異常についての分子
基盤の理解が飛躍的に前進すると考えられ、
これと同時に、ダウン症の治療戦略に重要な
示唆を与えることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 神経前駆細胞のグリア分化の亢進に寄与
する分子機序の解析 



本研究では、ダウン症モデルマウスの脳に
おいて、DYRK1Aの過剰発現、およびそれ
に伴う DYRK1Aを介した分子シグナリング
の制御異常が、神経前駆細胞のグリア分化異
常を誘発する可能性に迫る。 
従来の研究から、神経前駆細胞のグリア細
胞への分化制御において、STAT3という転写
因子の活性が重要な役割を果たしているこ
とが知られる（He et al., Nat. Neurosci. 
2005）。STAT3の転写活性化能はリン酸化に
よって制御されることが知られ、STAT3の二
量体化や核移行に必要な Tyr705のリン酸化
に加えて、Ser727がリン酸化されると、
STAT3の転写活性化能が亢進する（Wen et 
al., Cell 1995）。興味深いことに、DYRK1A
は in vitroにおいて STAT3の Ser727をリン
酸化することが知られている（Matsuo et al., 
J. Immunol. Methods 2001）。しかし、生体
においてもDYRK1AがSTAT3のリン酸化に
重要な役割を果たすかは不明である。さらに、
STAT3 Ser727のリン酸化がグリア細胞への
分化制御において果たす役割は明らかにな
っていない。そこで本研究では、『ダウン症
脳の神経前駆細胞において、DYRK1Aの過
剰発現が STAT3の転写活性化能の異常亢進
を引き起こし、グリア細胞への分化を亢進す
る』という作業仮説を検証し、ダウン症脳の
神経前駆細胞における DYRK1A-STAT3シ
グナリングの寄与を明らかにする。具体的に
は、野生型マウスの神経前駆細胞にDYRK1A
遺伝子を in vivoにおいて導入し、脳切片や
培養した神経前駆細胞の解析から STAT3の
Ser727リン酸化レベルや STAT3の転写活性
化能が上昇するかを検証する。さらに、
Ser727のリン酸化状態を模倣した S727D型
の STAT3を神経前駆細胞に遺伝子導入し、
神経前駆細胞のグリア細胞への分化が亢進
するかをグリア細胞のマーカー分子の発現
解析によって調べる。これと並行して、遺伝
子導入した神経前駆細胞を in vitroにおいて
分化させ、個々の神経前駆細胞がどのような
分化様式をとるかを精査する（クローン解
析）。以上の実験から、グリア細胞分化にお
けるSTAT3 Ser727のリン酸化の重要性を明
らかにする。 
以上に加えて、ダウン症モデルマウスの神
経前駆細胞で認められるグリア分化の亢進
において、DYRK1Aの過剰発現や STAT3の
活性化が寄与するかを解析する。そのため、
Ts1Cjeマウス（DYRK1Aを含む約 81遺伝
子が 3倍体化）を用いた実験を展開する。具
体的には、前年度と同様の手法を用い、この
モデルマウスの神経前駆細胞において
DYRK1Aの発現量を shRNAによって低下
させ、グリア細胞への分化が抑制される可能
性を検証する。さらに、この現象と並行して

STAT3の Ser727リン酸化レベルや STAT3
の転写活性化能が減少するかを調べる。 

 
(2) 神経前駆細胞の自己複製異常を担う分子
の探索 
ダウン症モデルマウスの Ts65Dnマウス
（約 104遺伝子が３倍体化）や Ts1Cjeマウ
ス（約 81遺伝子が３倍体化）に共通してみ
られる異常として、神経前駆細胞における神
経分化の抑制やグリア分化の亢進のみなら
ず、自己複製の障害が知られる（Chakrabarti 
et al., J Neurosci 2007; Ishihara et al., 
Cereb Cortex 2010）。そのため、これらマウ
スに共通して 3倍体化している遺伝子群の中
に、神経前駆細胞の自己複製障害に寄与する
遺伝子が存在すると推察できる。そこでまず、
以下の基準によって候補遺伝子を絞る。 
①Ts65Dnマウスと Ts1Cjeマウスの両方で
３倍体化している遺伝子のうち、その遺伝
子の容量(dosage)が細胞機能に重要である
と考えられる dosage-sensitiveな遺伝子が
約 20遺伝子存在することが知られる
（Makino & McLysaght, PNAS 2010）。そ
こで、これら遺伝子に特に着目して研究を
実施する。 
②これら遺伝子の中で、神経前駆細胞に発現
する遺伝子を RT-PCR解析や in situハイ
ブリダイゼーション解析によって選定す
る。 
③さらに、上記の条件を満たす遺伝子を野生
型マウスの神経前駆細胞に in vivoで導入
することによって過剰発現し、細胞周期の
マーカー分子の発現解析によって神経前
駆細胞の自己複製に及ぼす影響を精査す
る。 
さらに、ダウン症モデルマウスの神経前駆
細胞で認められる自己複製の異常において、
同定した遺伝子の過剰発現が寄与するかを
解析するため、Ts1Cjeマウスを用いた実験を
実施する。まず、Ts1Cjeマウスの神経前駆細
胞において、目的遺伝子が過剰発現している
ことを確認する。また、shRNA等を導入し
て Ts1Cjeマウスの神経前駆細胞において目
的遺伝子の機能を阻害し、神経前駆細胞の自
己複製への影響を精査する。これと併せて、
目的遺伝子を介した分子シグナリングの活
性を Ts1Cjeマウスの神経前駆細胞において
人為的に操作し、自己複製の障害が緩和され
ることを示す。 

 
４．研究成果 
(1) DYRK1Aの過剰発現による神経前駆細胞
のアストロサイト分化の亢進 
 研究開始当初における申請者の研究結果
から、Ts1Cjeマウスにおいて認められるグリ
ア分化の亢進の一因として、DYRK1Aの過



剰発現が寄与している可能性が高いと考え
られた。これを検証するため、DYRK1A 
shRNA発現プラスミドをTs1Cjeマウスの神
経前駆細胞に導入し、DYRK1Aの発現量低
下がアストロサイト分化に及ぼす影響を解
析した。その結果、DYRK1A shRNAを導入
すると、アストロサイトへ分化する神経前駆
細胞の割合が低下することを見出した。これ
らの結果から、Ts1Cjeマウスにおいて認めら
れるアストロサイト分化の亢進において、
DYRK1Aの過剰発現が寄与することが示唆
された。 
さらに、「ダウン症脳の神経前駆細胞にお
いて、DYRK1Aの過剰発現が STAT3の転写
活性化能の異常亢進を引き起こし、グリア細
胞への分化を亢進する」という作業仮説を検
証した。そのためにまず、野生型マウス胎仔
脳の神経前駆細胞に DYRK1A発現プラスミ
ドを導入し、導入細胞における STAT3のタ
ンパク質レベルおよびリン酸化レベルを培
養条件下において解析した。その結果、
DYRK1Aの過剰発現によって、STAT3の
Ser727リン酸化レベルが亢進することが判
明した。次に、DYRK1Aを過剰発現させた
神経前駆細胞におけるSTATの活性を評価し
ようと考えた。そこで、STAT結合サイトを
もつ Gfap遺伝子の発現レベルをモニターす
るためのプロモーターの制御下で短寿命型
GFPを発現するレポータープラスミドを作
製した。このレポータープラスミドを子宮内
胎仔電気穿孔法によってマウス胎仔脳の神
経前駆細胞に導入し、GFPの発現レベルによ
って STAT活性を見積もった結果、DYRK1A
発現プラスミドの導入によってSTAT活性が
上昇することを見出した。以上から、神経前
駆細胞における DYRK1Aの過剰発現は、
STAT3のリン酸化レベルや活性を亢進する
ことが示唆された。 
 神経前駆細胞における DYRK1Aの過剰発
現によってSTAT3 Ser727リン酸化レベルや
STAT活性が亢進したことから、Ts1Cjeマウ
スにおいてもSTATの制御が異常になってい
る可能性が考えられた。これを検証するため、
Ts1Cjeマウスの大脳新皮質における STAT3
のリン酸化レベルをウエスタンブロット解
析によって調べた結果、STAT3の Ser727リ
ン酸化レベルが亢進していることを見出し
た。さらに、STAT活性のレポータープラス
ミドを用いた解析から、Ts1Cjeマウスの神経
前駆細胞におけるSTAT活性が異常に亢進し
ていることを見出した。以上の結果を基に、
Ts1Cjeマウスの大脳新皮質において認めら
れた STAT3 Ser727リン酸化レベルや STAT
活性の上昇に、DYRK1Aの過剰発現が寄与
するか否かを調べた。これを検証するため、
Ts1Cje胎仔脳における神経前駆細胞に

DYRK1A shRNA発現プラスミドを導入し、
導入細胞における STAT3のタンパク質レベ
ルおよびリン酸化レベルを培養条件下にお
いて解析した。その結果、DYRK1Aの発現
抑制によって、STAT3の Ser727リン酸化レ
ベルが低下することが判明した。さらに、
STAT活性のレポータープラスミドと
DYRK1A shRNA発現プラスミドを同時に導
入した解析から、DYRK1Aの発現抑制に伴
ってSTATの活性が低下することが判明した。
以上の結果は、Ts1Cjeマウスの神経前駆細胞
において認められるSTAT3 Ser727リン酸化
レベル、および STAT活性の亢進において、
DYRK1Aの過剰発現が寄与することを示唆
している（図 2）。 

(2) Ts1Cjeマウスにおける神経前駆細胞の自
己複製異常のメカニズム 
以上から、Ts1Cjeマウスの神経前駆細胞に
おける運命制御異常の中で、グリア細胞への
分化プロセスの異常と、それが引き起こされ
る分子基盤を同定した。一方で、神経前駆細
胞の自己複製というプロセスにおいては、そ
の異常の詳細や、寄与するメカニズムはほと
んど理解されていない。神経細胞に分化する
ことが運命づけられた神経前駆細胞は中間
前駆細胞という細胞に変化する。中間前駆細
胞は神経細胞数の決定に重要な役割を果た
しているため、この細胞の挙動を調べること
は、ダウン症脳における発生異常のメカニズ
ムを理解する上で極めて重要である。申請者
は本研究において、中間前駆細胞の制御が、
Ts1Cjeマウスの大脳新皮質において異常に
なっている可能性を見出した。具体的には、
ダウン症モデルマウス脳において、中間前駆
細胞の密度が変化しており、これに伴って、
中間前駆細胞の細胞周期の制御が異常にな
っていることが示唆された。また、中間前駆
細胞の神経細胞への分化が Ts1Cjeマウスに
おいて遅延している可能性を示唆するデー
タを得た。さらに、ヒト 21番染色体上の遺
伝子の中で、過剰発現によってこれら中間前
駆細胞の挙動の異常を模倣できる因子を同



定した。これらの結果をさらに発展させるこ
とにより、ダウン症モデルマウス脳において、
中間前駆細胞の挙動異常が引き起こされる
分子基盤の解明が期待できる。 
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