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研究成果の概要（和文）：脳が発生・発達する過程において、「神経幹細胞」というタネのよう

な細胞が分裂して数を増やし（増殖）、神経機能を営むのに特殊化した細胞に変化する（分化）

することが必要である。本研究では神経幹細胞の増殖と分化において重要な働きをする分子で

ある Pax6 の下で働く分子群を同定し、その機能について解析した。また、神経幹細胞を維持す

る機構として、細胞周期を制御する Cyclin D2 という因子の細胞内局在が重要であることを明

らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：We investigated molecular mechanisms of proliferation and 

differentiation of neural stem cells especially focusing on Pax6 transcription factor, 

a key regulator of brain development, and its downstream molecules. We also revealed that 

subcellular localization of Cyclin D2, a cell cycle regulator, is crucial to keep the 

neural stem cells proliferative. 
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物の神経発生は、外胚葉が肥厚して

神経板が形成されることに始まり、やがて神

経板が陥入し神経管が形成される。神経管の

上皮層すなわち神経上皮は盛んに細胞分裂

を行うとともに、神経細胞やグリア細胞を産

み出す。すなわち、神経上皮細胞は胎生期に

おいて神経幹細胞として機能する。その細胞

周期は非常にダイナミックなプロセスであ

り、基底膜側と脳室側を結ぶ細長い細胞質を

細胞核がエレベーターのように往復し、先端

側すなわち神経管の内側に到達したときに

分裂期に入り、そこで二つの姉妹細胞に分裂

する。神経上皮細胞の核はこのエレベーター

運動を繰り返しながら、幹細胞としての性質

を保持すると同時に、より分化した神経前駆

細胞や神経細胞を生じる。生後においても、

側脳室前方上衣下層や海馬歯状回の顆粒細

胞下層には神経幹細胞が存在し、神経新生

（neurogenesis）が生じていることが明らか

になってきた。発生過程における神経新生に

関して、神経上皮細胞で特異的に発現する転

写因子が多数知られており（例えばPax, Sox, 

POU, Mash, Ngn など）、本計画研究代表者は
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とくに脳のパターニングに重要であり、神経

上皮で発現する転写因子 Pax6 の機能につい

て解析してきた（総説 Osumi, 2001 およびそ

の引用論文参照）。しかしながら、神経発生

における転写因子同士の相互関係や直接の

標的因子については未だ未知の部分が大き

い。さらに、細胞周期と細胞分化の調和を保

つ分子機構に関してはほとんど手が付けら

れていないのが現状である。このような背景

をもとに、本研究ではイメージングやマイク

ロアレイなどの最新の方法論も取りこむこ

とにより分子細胞生物学的な解析を行い、哺

乳類脳の発生発達過程における神経幹細胞

の増殖と分化を制御する分子メカニズムを

統合的に理解することを目指した。 
 
２．研究の目的 
 脊椎動物の中枢神経系の原基である神経

管は、神経上皮から構成されている。この神

経上皮を形成している神経上皮細胞は盛ん

に分裂を行うとともに、神経細胞やグリア細

胞を産み出す。すなわち、神経上皮細胞は胎

生期において神経幹細胞として機能する。こ

の神経上皮細胞の核は細胞周期依存的な運

動すなわち、エレベーター運動を繰り返しな

がら、幹細胞としての性質を保持すると同時

に、より分化した神経前駆細胞や神経細胞を

生じる。しかしながら、このような細胞周期

と細胞分化の調和を保つ分子機構に関して

はほとんど手が付けられていなかった。そこ

で本研究では、イメージングやマイクロアレ

イなどの最新の方法論も取りこむことによ

る分子細胞生物学的な解析を行い、哺乳類脳

の発生発達過程における神経幹細胞の増殖

と分化を制御する分子メカニズムを統合的

に理解することを目指した。 
 
３．研究の方法 
    (1)(1)(1)(1)神経上皮細胞の挙動のイメージング解析神経上皮細胞の挙動のイメージング解析神経上皮細胞の挙動のイメージング解析神経上皮細胞の挙動のイメージング解析    

神経上皮細胞は細胞周期に伴い非常にダイナ

ミックな動態を示す。すなわち、基底膜側と脳室

側を結ぶ細長い細胞質を細胞核がエレベーターの

ように往復し、先端側すなわち神経管の内側に到

達したときに分裂期に入り、そこで２つの娘細胞

に分裂する。神経上皮細胞の核はこのエレベータ

ー運動を繰り返しながら、幹細胞としての性質を

保持すると同時に、より分化した神経前駆細胞や

神経細胞を生じる。そこで野生型およびエレベー

ター運動に異常が生じる変異体の脳原基のスライ

ス培養系において、細胞分裂と分化の様相をタイ

ムラプス観察した。 
 
(2)神経幹細胞の増殖と分化を統合する分子機構神経幹細胞の増殖と分化を統合する分子機構神経幹細胞の増殖と分化を統合する分子機構神経幹細胞の増殖と分化を統合する分子機構

の網羅的解析の網羅的解析の網羅的解析の網羅的解析    

発生過程における神経新生に関して、神経上皮

細胞で特異的に発現する転写因子が多数知られて

いる（例えばPax, Sox, POU, Mash, Ngn など）。

しかしながら、これら転写因子間の相互関係や、

転写因子の下流で神経上皮細胞の増殖や分化を制

御する因子に関する知見は、未だ断片的なものに

留まっている。そこで、野生型脳とPax6遺伝子変

異動物脳で発現する遺伝子のプロファイルをマイ

クロアレイ法を用いて比較し、定量RT-PCRおよび

in situ ハイブリダイゼーション法により発現様

式を確認した。また脳の表現型に関するデータと

照合することにより、神経幹細胞の増殖と分化を

統合する分子機構を網羅的に解析した。また、得

られた知見をもとに、電気穿孔法による遺伝子導

入を行い、RNA干渉法（siRNA法）による機能阻害

や過剰発現による機能亢進法を用いて、細胞周期、

核移動、細胞分化の制御をコーディネートする候

補因子の機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)(1)(1)(1)Pax6Pax6Pax6Pax6 変異ラット終脳の核運動と中心体の変異ラット終脳の核運動と中心体の変異ラット終脳の核運動と中心体の変異ラット終脳の核運動と中心体の

挙動挙動挙動挙動    

 本研究を開始する以前に、転写制御因子

Pax6 遺伝子の変異ラット終脳における神経

上皮細胞のイメージング解析を行い、Pax6 は

S-G2期における中心体位置を正確に定めること

により、細胞周期依存的な核運動であるエレ

ベーター運動を制御している可能性を指摘

した(Tamai et al. 2007)。さらに Pax6 変異

胚の神経幹細胞において中心体を中心とした微小

管形成能の低下が認められた。そこで、神経発生

におけるエレベーター運動の制御機構をさらに

明らかにするために、Pax6変異胚における、終脳

の脳室面側タンパク質の局在変化に注目した。こ

れまでに中心体構成因子の一つであるninein は、

Pax6変異胚の神経上皮細胞において、その発

現が減少していることを明らかにした（図

1A）。 
この ninein は中心体と微小管を繋ぐ役割

を果たしていることから、Pax6変異ラット終

脳において認められるエレベーター運動の

異常は、このような ninein の中心体局在低

下によって説明できるのではないかと考え、

RNAi による ninein 機能低下実験によって解

析を行なった。その結果、ninein 発現低下領

域において、それぞれ S 期、M 期のマーカー

である BrdU、 PH3 陽性細胞の分布に異常が

認められた（図 1B）。さらにスライス培養系

におけるタイムラプスイメージング解析に

より、ninein が発現低下した神経上皮細胞は、

非脳室面における分裂などのエレベーター

運動の異常が認められた（図 1C）。 
以上のことから、Pax6 の下流で中心体タン

パク質 ninein がエレベーター運動の制御に

関与していると考えられる。 



(2(2(2(2))))細胞周期調節因子の細胞内局在と神経上細胞周期調節因子の細胞内局在と神経上細胞周期調節因子の細胞内局在と神経上細胞周期調節因子の細胞内局在と神経上

皮細胞のニューロン分化に対する機能につ皮細胞のニューロン分化に対する機能につ皮細胞のニューロン分化に対する機能につ皮細胞のニューロン分化に対する機能につ

いての解析いての解析いての解析いての解析 

細胞の増殖と分化は細胞内において機能

する細胞周期調節因子サイクリンの核内に

おけるタンパク質量や活性の時間的および

空間的な制御のもとに成り立つと考えられ

る。G1/S 期移行に関与すると考えられている

CyclinD2（図 2）遺伝子に注目し、ニューロ

ン分化制御における局在機構の意義につい

て解析を行った。 
これまでに、EGFP に CyclinD2 mRNA 3’ UTR

配列を結合させた各種欠失コンストラクト

を作製し、CyclinD2 mRNA の細胞内輸送制御

機構を解析した。mRNA の輸送 cis 配列は

CyclinD 2mRNA (1-6274bp) の う ち

3965-4015bp 以内に存在し、これらは新規の

制御配列であることが明らかとなった。さら

に siRNA を用いた CyclinD2 mRNA のダウンレ

ギュレーション実験により、細胞内で局所的

に輸送された CyclinD2 mRNA は局所的に翻訳

されていることが強く示唆された。これらの

ことにより我々は、CyclinD2 mRNA およびタ

ンパク質が神経上皮細胞の基底膜側の細胞

突起の末端に局在することを突き止めてき

た。さらに、細胞をウイルスでまばらに標識

した後分裂直後の細胞において CyclinD2 タ

ンパク質の局在パターンを観察したところ、

CyclinD2 は基底膜側の細胞突起と一緒に非

対称に娘細胞に局在していることが観察さ

れた。さらに、CyclinD2 を過剰発現させ、娘

細胞間での Cyclin D2 タンパク質非対称性を

乱すと、神経上皮細胞はより未分化性を維持

し、逆に CyclinD2 の発現を抑え両方の娘細

胞が Cyclin D2 を発現していないと、よりニ

ューロンに分化することが新たに分かった

（図 3）。 

これらの結果を合わせて考察すると、

CyclinD2 は基底膜面側の細胞突起に局在す

ることによって細胞分裂の際娘細胞に非対

称に分配され、それが神経上皮細胞の分化と

増殖の運命を決定している可能性が示唆さ

れた。 



(3)(3)(3)(3)    神経幹細胞の増殖と分化を統合する分神経幹細胞の増殖と分化を統合する分神経幹細胞の増殖と分化を統合する分神経幹細胞の増殖と分化を統合する分

子機構の網羅的解析子機構の網羅的解析子機構の網羅的解析子機構の網羅的解析    

 胎齢 11.5 日のラット胚前脳を用いたマイ

クロアレイ解析により、Pax6 の下流因子とし

て 転 写 因 子 Dmrt4 (doublesex and mab 

related transcription factor 4)を見いだ

した。Dmrt4 は終脳背側領域に特異的な発現

を示し、Pax6 変異ホモ接合胚ではほとんど発

現が見られなかった（図 4）。Dmrt4 の発現領

域は Pax6 の標的分子である、bHLH 型転写因

子 Neurogenin2（Ngn2）の発現領域と重なっ

ていた。アフリカツメガエル胚の嗅上皮にお

いて、Ngn2の発現が Dmrt4 によって制御され

る報告はあるが、哺乳類脳において Dmrt4 の

機能は未だ明らかにされていない。本研究で

は、Dmrt4 の機能獲得および機能喪失実験に

より、Pax6 が Dmrt4 を介して Ngn2 の発現を

制御する新規遺伝子カスケードの存在につ

いて検証した。Dmrt4 を野生型ラット胚終脳

腹側領域に電気穿孔法により強制発現させ

ると、Ngn2 の発現が異所的に誘導され、さら

に Dmrt4 を rSey

2

/rSey

2

胚の終脳背側領域に

強制発現させると、Ngn2 の発現が救済された

（図 5）。しかしながら、Dmrt4 knockout（KO）

マウス胚での Ngn2 の発現様式は、野生型と

比べて変化は見られなかった。終脳には他の

Dmrt ファミリー遺伝子である Dmrt3 および

Dmrt5 が発現し、Dmrt4 KO マウス胚において

Dmrt3 および Dmrt5 の発現は維持されていた

（図 5）。これら結果から、Ngn2 の発現を誘

導する Dmrt4の機能を Dmrt3および Dmrt5が

代償する可能性が示唆された。 
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