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研究成果の概要（和文）：転写やクロマチン構造制御に加えてDNA修復機構は神経細胞分化において重要な要因
であるが、どのような分子動態が機能に結びついているのかに関しては不明な点が多い。本研究では、マウス及
びヒト神経細胞においてDNA修復酵素を１分子蛍光イメージングで可視化し、分化過程での核内動態を明らかに
することを目指した。その結果、培養したマウス大脳皮質神経細胞の核内でDNA修復酵素の一つであるDNAポリメ
ラーゼβの動態を調べることに成功した。

研究成果の概要（英文）：DNA repair is an important mechanism in neuronal differentiation, in 
addition to transcription and chromatin regulation. Here, we examined DNA repair dynamics during 
neuronal differentiation using single-molecule imaging technique. We revealed the dynamics of DNA 
polymerase β, one of DNA repair enzymes, in the nucleus of cortical neurons.

研究分野： 神経科学

キーワード： 神経細胞　DNA損傷　エピジェネティクス　転写　１分子イメージング
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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 
 神経細胞は、神経前駆細胞からの最終分裂

後に適切な領域へ移動し神経回路を形成す

る。この分化過程は遺伝的に時系列が固定化

されている一方、経験や学習といった神経活

動に応答し可塑的に変化する側面を持ち、多

様な神経細胞に基づいた脳機能構築に寄与

していると考えられる。いずれも遺伝子発現

を伴うが、その制御メカニズムは不明な点が

多い。国内外においてクロマチン構造制御が

注目されているが、その一方で国外において

は次世代シーケンサーによる１個の神経細

胞での全ゲノム解析が進められ、遺伝子コピ

ー数変化とそれがモザイク状に個々の神経

細胞で異なっていることが示されている

(McConnell MJ, 2013)。これはつまり、神経

細胞のゲノムが塩基配列のレベルで多様で

ある可能性を示唆している。加えて、自閉症

に代表される神経発達障害は、家族性遺伝と

共に孤発的な突然変異が局所神経回路に異

常を引き起こして発症すると考えられてい

る。このようにゲノムの可塑性や維持の重要

性が明らかになりつつあるが、神経細胞分化

において何時何処どのように DNA 修復が必

要とされているのかに関しては不明な点が

多く、分子基盤の確立が急務である。これま

で申請者らは、ノックアウトマウスの解析か

ら神経細胞分化における DNA 修復酵素

DNA ポリメラーゼの必要性を明らかにし

てきた(Sugo N,2000; Sugo N,2004; Sugo 

N,2007)。また、数多くの他の DNA 修復酵

素の同様な解析でも、その重要性が示唆され

ている(総説 McKinnon PJ, 2013)。このよう

な経緯から、転写因子やクロマチン構造制御

因子に加えて DNA 修復酵素が神経細胞分化

において重要な因子であり、その反応素過程

を調べることが分化メカニズムを解明する

上で鍵になると考えている。この課題に取組

むため方法論として、これまで初代培養大脳

皮質神経細胞の転写因子を１分子蛍光イメ

ージングで捉え、その動態を定量的に計測す

ることに成功している。 

 

２．研究の目的 
DNA 修復酵素は、神経細胞分化において重

要な因子であると考えられるが、生理的意義

は不明な点が多い。本研究では、これまで進

めてきた遺伝学的手法に加えて、マウス及び

ヒト神経細胞分化において遺伝子座とDNA修

復酵素の相互作用を１分子蛍光イメージン

グで可視化して核内空間配置と動態をとら

えることで、新たな観点からその役割を明ら

かにすることを目指した。 

 
３．研究の方法 
（１）神経細胞分化における DNA ポリメラ

ーゼの機能の理解を深めるため、DNA ポリ

メラーゼ欠損マウスの表現型解析を進めた。

さらに、ヒト神経細胞における DNA 修復酵

素の役割を明らかにするため、ヒト iPS 細胞

を用いて DNA ポリメラーゼ欠損細胞株を

作製した。そして、神経前駆細胞さらに神経

細胞へと分化誘導を行って表現型を調べた。  

 

（２）神経細胞における DNA 修復酵素の 1

分子動態を明らかにするため、幾つかのDNA

修復酵素とタグタンパク質（HaloTag）との

融合タンパク質を発現するベクターの作製

を行った。この発現ベクターをマウス大脳皮

質神経細胞の初代分散培養に導入した。その

後、タグに特異的に結合する蛍光色素で標識

し、斜光レーザー顕微鏡による観察を行った。 

 

（３) DNA 損傷は染色体上に非特異的に生

じるのか、もしくは特定の遺伝子座に起こり

やすいのかをPCR法によって解析を行った。 
 
４．研究成果 

（１）ヒト神経細胞で DNA 修復酵素の役割

を明らかにするため、ヒト iPS 細胞を用いて

DNA 修復酵素の一つである DNA ポリメラ

ーゼβの遺伝子破壊を試みた。遺伝子ターゲ



ティング法と CRISPR/Cas9 法とを組み合わ

せた方法によって、DNA ポリメラーゼβを

欠損した複数のヒト iPS細胞株をすることに

成功した。この DNA ポリメラーゼβ欠損ヒ

ト iPS細胞株を分化誘導して作製した神経前

駆細胞は、DNA ポリメラーゼβ欠損マウス

由来の神経前駆細胞と同様に、野生型に比べ

て DNA 塩基損傷に対して高い感受性を示し

た。その一方、DNA２本鎖切断損傷に対する

感受性は野生型と同様であることがわかっ

た。以上のことから、DNA ポリメラーゼβ

はヒト神経前駆細胞においても DNA 修復経

路の一つである塩基除去修復の経路に必要

であることが示された。本研究成果の一部を

国内学会にて発表を行った。本研究の基盤と

なる CRISPR/Cas9 による遺伝子破壊法に関

する研究を学会で発表すると共に、研究論文

を発表した。さらに、マウス神経前駆細胞に

おいてエピジェネティクス制御として知ら

れる DNA 脱メチル化機構に DNA ポリメラ

ーゼβが必要であることを明らかにした。本

研究成果を国内外の学会で発表すると共に、

研究論文として発表した。 

 

（２）幾つかの DNA 修復酵素と HaloTag タ

グタンパク質の融合タンパク質を発現する

ベクターを作製し、マウス大脳皮質神経細胞

の初代分散培養に遺伝子導入した。発現した

酵素を蛍光標識し、斜光レーザー顕微鏡によ

り観察したところ、核内に動的な DNA ポリ

メラーゼβの輝点を検出することに成功し

た。加えて、変異原物質による DNA 損傷や

神経活動に対する応答性を調べた。また、本

研究の基盤となる神経活動依存的な転写因

子の核内１分子動態計測の成果を学会発表

すると共に研究論文を発表した。 

 

（３）DNA ポリメラーゼβ欠損マウス神経

細胞のトランスクリプトーム解析を進め、野

生型とは異なる発現を示す遺伝子群を同定

した。それに基づき、特定遺伝子座の発現量

と DNA 損傷との関係を明らかにするために、

qRT-PCR法による遺伝子発現解析とPCR法

を基盤とした DNA 損傷の定量解析を進めて

いる。 

 

 研究期間を通じて、神経細胞において１分

子レベルで DNA 修復酵素の動態を観察する

ことに成功すると共に、DNA ポリメラーゼ

β欠損マウス及びヒト iPS細胞の遺伝的な解

析を行い、神経細胞分化の新たな原理・法則

性の発見に繋がる成果を得ることができた。 
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