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研究成果の概要（和文）：本研究はグリア前駆細胞、あるいは幹細胞がグリアへ分化する遷移状態を捉える方法
の開発を目的として行われた。そして、神経幹細胞発生における時系列特異的なグリア分化能変化に応じて変化
する遺伝子発現の比較解析とin situ hybridizationによる発現解析により、グリア前駆細胞、もしくは神経幹
細胞のグリアへの分化の指標となるマーカー遺伝子として、内向き整流性K+チャネルの一種であるKcnj16を同定
した。そして、この遺伝子発現のレポーター系が神経幹細胞がグリア前駆細胞へ分化していく遷移状態を捉える
のに有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop a system to visualize glial-restricted progenitors 
(GRPs) and/or transition state of neural stem cell (NSC) differentiation into glia. We identified 
Kcnj16 which is an inward-rectifier type potassium channel as a marker for GRPs or glial 
differentiation of NSCs via expression profiling to identify genes which respond to the temporal 
changes of gliogenic potency of NSCs during development and in situ hybridization analysis of 
expression pattern of candidate genes during central nervous system development. Finally, it has 
been suggested that a reporter system which can recapitulate the expression pattern of Kcnj16 can be
 applicable to visualize GRPs or glial differentiation of NSCs.

研究分野： 神経発生学
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経系発生において、様々なタイプの

ニューロンおよびグリア細胞の供給源であ
る神経幹細胞（NSC）の自己複製および分化
の制御機構に関しては、この 20 年で非常に
多くの情報の蓄積があり、特に NSC vs ニュ
ーロンの分化機構については、詳細な分子機
構が明らかになってきている。その一方、NSC 
vs グリア細胞の分化機構に関しては、その分
子機構の詳細において確定的なモデルは成
立していない。これは、NSC とグリア前駆細
胞を区別する方法が確立していないためで
ある。それどころか、二種類のグリア細胞、
すなわちアストロサイトとオリゴデンドロ
サイトが、NSC から直接分化するのか、ある
いはそれらに共通なグリア前駆細胞という
過程を経て分化するのかも定かではない。こ
れは、真の幹細胞マーカーやグリア前駆細胞
のマーカーが発見されておらず、さらにグリ
ア前駆細胞の存在自体も証明されているわ
けではないからである。中枢神経系の発生に
おいては、まず神経新生が起こり、その後グ
リア新生期へ移行するが、これは NSC の時系
列特異的な分化能変化によって大きく規定
されていると考えられている。例えば、発生
初期の神経新生期のNSCはほとんどニューロ
ン の み に 分 化 し 、 Leukemia Inhibitory 
Factor (LIF)などのアトロサイト分化因子に
反応できず、発生の進行と伴にその反応性を
獲得することが知られている。しかしながら、
in vivoでも in vitro培養系においても NSC
と見分けのつかないグリア前駆細胞への分
化が進行し、それらが反応している可能性も
考えられる 
 

２．研究の目的 
哺乳類では、成体脳においても NSCs あるい
は前駆細胞が絶対数は少ないものの存在し、
脳の領域によっては神経新生を行っている
ことが明らかとなっている。そして、これら
前駆細胞を成長因子等の刺激により動因、つ
まり増幅および分化させ機能回復を促す治
療モデルの開発も行われている。しかしなが
ら、NSC の分化能は発生が進むにしたがって
制限されて行き、グリア細胞へ分化しやすく
なり、ニューロンへの分化能が低下すると伴
に、その数や増殖能も加齢とともに低下して
ゆく。しかしながら、これらの過程を制御し
ている機構については未だ謎が多い。そこで
本研究は、特に NSC がグリア細胞へ分化しや
すくなる機構の解明を目指し、特に NSC とグ
リア前駆細胞を区別する方法の開発を目的
として行った。 
 
３．研究の方法 
以前、我々が開発したマウス ES 細胞から

の NSC 分化誘導系を用い、NSC 発生における
時系列特異的グリア分化能獲得を制御する
遺伝子群のノックダウンや強制発現を行い、
グリア前駆細胞あるいはNSCのグリアへの分

化過程に特異的に発現している遺伝子の候
補を、DNA マイクロアレイによる in vitro に
おける比較解析と in situ hybridization に
よるマウス中枢神経系発生における発現パ
ターンの解析により同定し、該当遺伝子のゲ
ノ ム 座 へ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て
Kusabira-Orange(KO)と細胞系譜解析のため
のERT2-Cre-ERT2(組換え酵素であるCreがタ
モキシフェン依存的に核移行して働く融合
遺伝子)を挿入したノックインES細胞の作成
し、グリア分化時におけるその発現パターン
の解析を行った。 
 

４．研究成果 
以前、我々が開発したマウス ES 細胞から

の NSC 分化誘導系では、胚様体形成を介して
NSC を含む前駆細胞群を neurosphere 法とい
う細胞凝集塊を形成する浮遊培養系によっ
て選択的に培養増殖させることが可能であ
るが、その 1次 neurosphere はほとんどニュ
ーロンにのみ分化し、継代培養を繰り返すこ
とによってグリアへの分化が優位になって
いく 1,2)。我々は既に、この分化能変化には
オーファン型核内受容体の一種である
COUP-TFIおよびCOUP-TFIIの発現上昇が必須
であり、その下流でマイクロ RNA の一種であ
る miR-17/106 の発現抑制が必要であること
を示していた 2,3)。また、グリア分化優位に
なった neurosphere に miR-17/106 を強制発
現すると神経分化優位に戻り、逆に 1 次
neurosphereにmiR-17/106によって発現が抑
制される p38 MAP-Kinase を強制発現させる
とグリア分化能が現れる 3)。そこでまず、
miR-17 の強制発現、Coup-tfI/II のノックダ
ウンの有無、および p38 の強制発現によって
変化する遺伝子発現のDNAマイクロアレイに
よる比較解析を neuropshere 集団で行い、さ
らに公共の遺伝子発現データベースも活用
することによって、グリア前駆細胞、もしく
は神経幹細胞のグリアへの分化の指標とな
る可能性のあるマーカー遺伝子候補を 12 個
まで絞り込んだ。そしてそれらのマウス中枢
神経系発生における発現パターンを、in situ 
hybridization(ISH)によりより詳細に解析
した結果、マーカー遺伝子候補として、内向
き 整 流 性 K+ チ ャ ネ ル の 一 種 で あ る
Kcnj16(Potassium inwardly-rectifying 
channel, subfamily J, member 16)を同定し
た（図１）。そして、この遺伝子発現を模倣
するように KO と ERT2-Cre-ERT2 を発現する
マウス ES 細胞を、遺伝子ノックイン(KI)に
よって作成し（図２）、in vitro 分化系を用
いてKO発現細胞の細胞系譜を調べたところ、
神経系前駆細胞の一部と分化したグリア細
胞に特異的に発現していた。このことから、
このレポーター系が神経幹細胞がグリア前
駆細胞へ分化していく遷移状態を捉えるの
に有用であることが示唆された（図３）。 
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図２．Kcnj16-KI ES 細胞の作成ストラテ

ジー．ゲノム編集システムの１つである

CRISPR-Cas9 系を利用して、Kcnj16 遺伝子

のコーディング領域に２Ａペプチド配列

で KO と ERT2-Cre-ERT2 を連結させ、さら

に Puromycin 耐性遺伝子と単純ヘルペス

ウィルスのデルタチミジンキナーゼ遺伝

子の融合遺伝子の発現ユニット（PGK 

promoter-PacTK）を挿入し、最終的に

Piggybackトランスポゾンの遺伝子組換え

システムを用いて PGK promoter-PacTK

を取り除いた． 

図１．グリア分化を開始した胎生中期マウ

ス前脳(胎生期 14 日目：E14)と脊髄(E16)

における Kcnj16 の発現パターン．前脳の

ISH データは http://www.eurexpress.org

より取得． 

図３．Kcnj16-KI-ES 細胞由来神経系前駆

細胞およびグリア細胞におけるレポータ

ー遺伝子の発現．SOX2 陽性（緑）神経系

前駆細胞と GFAP 陽性アストロサイト(緑)

における KO(赤)の発現． 
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