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研究成果の概要（和文）：大人の神経幹細胞は脳内の海馬や側脳室周辺領域にわずかに存在し、ほとんどが増殖
や分化を停止した休眠状態にある。休眠状態では細胞内のタンパク恒常性を制御する特別な機構が想定された。
我々は、増殖神経幹細胞が休眠状態に入る際に、細胞内の分解を担う細胞小器官であるリソソームが増加して、
増殖に関わる膜タンパク質シグナル受容体をより速やかに分解すること、また、リソソーム機能を阻害すると神
経幹細胞は休眠状態を脱するが、逆にリソソーム活性を人工的に上昇させると増殖をやめて休眠状態に入ること
を見いだした。この成果により、成体脳神経幹細胞において、リソソーム活性が休眠状態の重要な制御因子であ
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Quiescence is important for sustaining neural stem cells (NSCs) in the adult
 brain over the lifespan. Lysosomes are digestive organelles that degrade membrane receptors after 
they undergo endolysosomal membrane trafficking. Enlarged lysosomes are present in quiescent NSCs 
(qNSCs) in the subventricular zone of the mouse brain, but it remains largely unknown how lysosomal 
function is involved in the quiescence. Here we show that qNSCs exhibit higher lysosomal activity 
and degrade activated EGF receptor by endolysosomal degradation more rapidly than proliferating 
NSCs. Chemical inhibition of lysosomal degradation in qNSCs prevents degradation of signaling 
receptors resulting in exit from quiescence. Furthermore, conditional knockout of TFEB, a lysosomal 
master regulator, delays NSCs quiescence in vitro and increases NSC proliferation in the dentate 
gyrus of mice. Taken together, our results demonstrate that enhanced lysosomal degradation is an 
important regulator of qNSC maintenance. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本課題では、細胞内の不要物の分解を制御しているリソソームの神経幹細胞における新たな機能を見いだし
た。大人の脳内には神経幹細胞が一生涯に渡って維持されていることから、その機能操作による脳疾患への治療
法が着目されている。神経幹細胞におけるリソソーム機能を人為的に操作することができれば、将来、神経幹細
胞の状態を脳内で制御する手法の開発が期待できる。退行性の脳疾患等へのあらたな治療法へつながる成果であ
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 大人の神経幹細胞は脳内の海馬や側脳室周辺領域にわずかに存在するが、そのほとんどが増
殖や分化を停止した休眠状態にある。「休眠状態」は、一生涯という長い間、幹細胞を良い状態
で体の中にストックしておくために必須のメカニズムである。休眠神経幹細胞は、適切なシグナ
ルを受け取り活性化されて再び増殖を始めた状態である「活性化状態」になると、分化して成熟
ニューロンを作り出すことができる。既に様々なシグナル伝達経路が神経幹細胞の休眠・活性化
を制御することが報告されていた。しかし、休眠・活性化による細胞内のタンパク質恒常性の変
化についてはほとんど明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 我々は、神経幹細胞内のタンパク質恒常性に着目し、休眠状態で細胞内のタンパク質の分解を
制御している新たなメカニズムを想定して解析を行った。細胞内のタンパク質分解は主にユビ
キチン・プロテアソーム経路とリソソーム経路によって行われる。遺伝子発現解析より休眠状態
の神経幹細胞では膜受容体が豊富に発現していることが報告されており、特別に制御されたタ
ンパク質分解システムが存在するのではないかと考えられた。既に胚性幹(ES)細胞では、細胞分
化でプロテアソーム活性が変化して細胞内のタンパク質恒常性を制御することが報告されてい
たが、神経幹細胞における制御については全く明らかになっていなかった。 
 
３．研究の方法 
（1）増殖神経幹細胞と休眠神経幹細胞でのプロテアソーム活性を比較した。プロテアソームは
三種類のペプチダーゼ活性（トリプシン様、キモトリプシン様、カスペース様）があり、三
種類の基質ペプチドを用いて測定を行った。プロテアソームに特異的な阻害剤や、リソソー
ム酵素であるカテプシンに特異的な阻害剤を用いて検証を行った。 

（2）培養神経幹細胞を用いて休眠状態への誘導過程を詳細に調べた。免疫染色やリソソーム基
質を用いて細胞内のリソソーム活性を測定した。また、成体脳組織を用いた免疫染色を行っ
て検証した。 

（3）休眠状態の神経幹細胞にリソソーム機能を特異的に阻害する薬剤を処理して変化を解析し
た。また、膜受容体の分解速度を比較した。脳組織スライスへの薬剤処理も行った。 

（4）リソソーム関連遺伝子の発現を正にかつ統括的に制御するマスター転写因子である TFEB
の解析を行った。培養神経幹細胞における TFEBノックアウト、並びに、培養神経幹細胞・
脳組織内幹細胞へのレンチウイルスを用いた遺伝子導入、薬剤依存的に TFEB の発現を誘
導できる tet-system等を活用して解析を行った。また、成体の神経幹細胞特異的かつ時期特
異的にノックアウトを誘導することができるコンディショナルノックアウトマウスを用い
て TFEBのノックアウトを誘導し、解析を行った。 

 
４．研究成果 
（1）増殖神経幹細胞と休眠神経幹細胞でのプロテアソーム活性の測定の結果から、トリプシン
様活性が休眠状態で顕著に上昇しており、この上昇は予想に反してプロテアソームではな
く、リソソーム酵素であるカテプシンの活性に依存していることがわかった。つまり、休眠
状態でリソソームの活性が著しく上昇しているということがわかった。プロテアソーム活
性は、休眠状態で低下していることもわかった。 

（2）BMPを用いた休眠誘導により、細胞増殖因子や細胞増殖に関わるシグナル膜受容体タンパ
ク質が減少する一方で、リソソーム構成因子や、リソソーム機能を上昇させる転写因子
TFEBの発現が上昇している事が分かった。また免疫染色により、培養神経幹細胞や組織内
の神経幹細胞において、休眠状態でリソソームの強い染色シグナルと活性の上昇が検出さ
れた。 

（3）薬剤によりリソソーム活性を阻害すると、細胞増殖に関わるシグナル膜受容体が蓄積し、
その後、細胞増殖が誘発されることがわかった。細胞増殖に関わる膜受容体の EGFレセプ
ターは、活性化されるとエンドサイトーシス経路でリソソームにより分解されることが知
られている。神経幹細胞での活性化型 EGFレセプターの分解速度を調べると、休眠状態で
より速やかに分解されていることがわかった。これらの結果から、休眠状態で神経幹細胞
は、リソソーム活性を上昇させ、活性化された膜受容体を速やかに分解して外部シグナルを
弱めることにより、積極的に休眠状態を維持しているということが分かった。 

（4）休眠状態では、リソソーム関連遺伝子の発現を制御するマスター因子である転写因子 TFEB
が活性化されていたため、この TFEBに着目し、TFEBのノックアウトによるリソソーム機
能の低下と、TFEB活性型の過剰発現によるリソソーム機能上昇を誘導してその影響を調べ
た。培養神経幹細胞、および脳内の神経幹細胞にのみ時期特異的にノックアウトできるマウ
スを用いて解析を行った。過剰発現にはレンチウイルスベクターを用いた発現誘導を行っ
た。その結果、TFEBのノックアウトによりリソソーム機能を低下させると、培養神経幹細
胞は休眠状態に入りにくく、また、成体マウスの脳内では、海馬歯状回に増殖神経幹細胞が
増加することを見いだした。逆に活性型 TFEB の過剰発現によりリソソーム機能を上昇さ
せると、増殖神経幹細胞が休眠状態へ誘導されることを培養神経幹細胞と、成体マウス脳内
の海馬歯状回の神経幹細胞で見いだした。 



これらの結果から、成体脳の神経幹細胞でリソソーム機能が上昇すると休眠状態となり、リ
ソソーム機能が低下すると増殖が起こること、すなわちリソソーム機能変化が神経幹細胞の
増殖・休眠を制御しているという新たなメカニズムを明らかすることが出来た（下図）。 
この成果は Nature communications紙に掲載された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
               研究成果のモデル図 
 
＜用語解説＞ 
神経幹細胞：大人の体の中にも存在する組織幹細胞の一つであり、自己複製能と神経系の細胞
（ニューロン（神経細胞）、グリア細胞）を作り出す多分化能を持つ未分化な細胞。 

タンパク質恒常性：細胞内のタンパク質組成をある一定の状態に維持しようとする機構。 
ユビキチン・プロテアソーム経路：選択的にユビキチンを付加されたタンパク質がプロテアソー
ムによって分解される経路。 

リソソーム経路：エンドサイト-シスやオートファジーによって運ばれた物質をリソソーム内の
酵素群によって分解する経路。 

膜受容体：細胞膜に存在して細胞外からのシグナル等を受け取って細胞内に伝えるタンパク質。 
カテプシン：リソソームに局在するプロテアーゼ群。 
転写因子 TFEB：リソソーム関連因子の発現を上昇させる転写因子。リン酸化によって不活性化
される。 

EGFレセプター：上皮成長因子(EGF)と結合して活性化される膜レセプター。 
TFEB活性型：リン酸化によって不活性化される部分を無くして常に活性を持つ状態にした変異
体。 

レンチウイルスベクター：非分裂細胞にも効率よく遺伝子導入をおこなうことができるウイル
スベクター。 
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