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研究成果の概要（和文）：本研究は、神経幹細胞の維持や神経分化におけるヒストンアセチル化の役割を解明す
ることを目的とし、脳で高発現するTip60ヒストンアセチル化酵素を神経幹細胞／前駆細胞で欠損するマウスを
作製した。Tip60欠損マウスは、生後すぐに致死となった。Tip60欠損マウスは小頭症を示し、神経幹細胞の自己
複製能や神経分化能の低下に起因すると考えられた。遺伝子発現解析では、Tip60欠損脳は、神経発生に関与す
る遺伝子群の発現が著しく低下していた。Tip60ヒストンアセチル化酵素によるヒストンアセチル化は、一連の
遺伝子群の発現を制御することによって、神経幹細胞の維持や機能に重要な役割を担っていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic mechanism via chromatin regulation is crucial for many aspects of
 biological processes including maintenance of stem cells. Histone acetylation is a major epigenetic
 modification for these processes. Tip60 is one of the histone acetyltransferases (HATs) and is 
expressed in brain at relatively high levels. To investigate the role of histone acetylation via 
Tip60 in brain, we have produced the neural stem/progenitor cell specific Tip60 deficient mice. 
Although Tip60 deficient mice were born in accordance with Mendelian ratio, they died soon after 
delivery. The Tip60 deficient mice were microcephaly, and this was caused reduced self-renewal 
ability of their neural stem/progenitor cells and reduced neurogenesis. Analysis of gene expression 
in Tip60 deficient brain showed reduced expression in a subset of genes relating to neurogenesis. 
These results suggest that gene regulation controlled by Tip60 has a pivotal role in maintenance and
 function of neural stem/progenitor cells.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 神経幹細胞　エピジェネティクス　ヒストンアセチル化　神経発生　神経分化　マウスモデル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経系の構築にはエピジェネティックな調節機構が関与し、その破綻が神経幹細胞の維持や神経発生、高次脳機
能に大きな影響を与えると考えられる。近年、精神神経疾患の病態・発症機序の点においてもエピジェネティッ
ク因子が注目されている。本研究よりTip60を介したヒストンアセチル化制御は神経幹細胞の維持や神経発生に
必須であることが明らかとなり、神経変性疾患や精神神経疾患への関与や病態解明への発展が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
エピジェネティックな調節機構を介したクロマチン制御は種々の細胞機能に重要である。現在

クロマチン制御に関与する多くの因子が同定され、その役割も明らかになってきている。細胞内

の DNA はクロマチン構造を形成し保護されていることから、DNA の転写、複製、修復にはクロマ

チン構造変換が必須である。脳は、適切な数の神経幹細胞を維持しながら、神経幹細胞から神経

細胞とグリア細胞を必要なときに必要な場所で必要な数だけ産生することで構築される。例え

ば哺乳類の大脳では、神経幹細胞から産生された様々な神経前駆細胞や神経細胞が適切な位置

に移動することによって、層構造が形成される。脳の構築においてもエピジェネティック因子が

関与することが知られており、これらのエピジェネティック因子は、外的内的な刺激に応答し、

クロマチンのヒストン修飾を介して転写因子群の転写活性を調節する。このような協同的な転

写調節機構は、神経幹細胞の細胞系譜を決定し、生み出された神経細胞やグリア細胞の分化や細

胞移動を制御することで、機能的な脳の構築に寄与している。近年、小頭症などの神経発生異常

や、自閉症などの精神•神経疾患の発症に関与するエピジェネティック因子がいくつか同定され

ており、神経発生のみならず、精神神経疾患の病態・発症機序の点においてもエピジェネティッ

ク因子が注目されている。しかしながら、エピジェネティックな転写調節制御を基盤とした神経

幹細胞の維持や分化の分子機構は、未だ十分に理解されていない。本研究では脳で高発現する

Tip60 ヒストンアセチル化酵素に着目し、神経発生におけるエピジェネティック制御機構の解明

を目指した。 

 
２．研究の目的 
神経系の構築にはエピジェネティックな調節機構が関与し、その破綻が神経幹細胞の維持や神

経発生、高次脳機能に大きな影響を与えると考えられている。しかしながら、エピジェネティッ

ク因子により、これらの事象がどのように制御されるのかについての詳細な分子機構は、未だ不

明である。我々は、ヒストンアセチル化酵素 Tip60 の神経幹細胞特異的欠損マウスを作製し、大

脳皮質形成に異常が生じることを明らかにした。そこで本研究では、大脳皮質形成における

Tip60 の役割を解明する。Tip60 欠損マウスにおける神経発生異常がどのような分子細胞機序に

より生じるのかを、組織化学、初代培養系、さらに標的遺伝子の網羅的解析により明らかにする。

本研究により、Tip60 を介した神経発生制御の解明を通じて、神経幹細胞の維持と分化における

エピジェネティック因子を介したクロマチン制御機構の新規分子基盤が明らかとなり、神経変

性疾患の病態解明や神経幹細胞を利用した細胞治療応用への発展が期待される。 

 
３．研究の方法 
（１）神経幹細胞特異的 Tip60 欠損マウスの作製 

酵素活性に必須であるアセチルCoA結合部位をコードするマウスTip60遺伝子の第10および11

エキソンを loxP ではさんだ Tip60 マウスラインとネスチンプロモーターにより神経幹細胞特異

的に Cre 組換え酵素を発現するマウスを掛け合わせ、神経幹細胞特異的 Tip60 欠損マウスを作

製した。 

（２）脳の組織学的解析 

妊娠マウスより胎児を取り出し、還流固定の後、脳を分離した。20％ショ糖液で置換した後、OCT 

compound で凍結包埋した。14-m の冠状連続凍結切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン染色

により病理変性評価をするとともに、各種マーカータンパク質に対する免疫染色を行い、細胞系



譜の追跡を行った。また、胎児脳における増殖細胞の解析は、ブロモデオキシウリジン(BrdU)の

取り込みを指標とした免疫染色法を用いた。妊娠マウスに 100 g/g 体重で BrdU を腹腔内に投

与し、2時間後に胎児脳を調整し、凍結切片を作製した。脳に取り込まれた BrdU は、抗 BrdU 抗

体を用いた蛍光免疫染色法で検出し、BrdU 陽性細胞の数を計測した。 

（３）ニューロスフェア法 

胎生期 14.5 日の神経幹細胞特異的 Tip60 欠損マウス胎児脳より神経幹細胞を分離し、線維芽細

胞増殖因子(FGF2)および上皮細胞増殖因子(EGF)を含む培地で培養し、神経幹/前駆細胞を増幅

した。増幅された神経幹/前駆細胞をトリプシン処理により単細胞化し、1穴当たり 1000 個の細

胞を 96穴プレートに継代した。10日間の培養後、新たに形成されたスフェアの大きさと数を顕

微鏡下で計測し、自己複製能を測定した。ニューロスフェア法で増幅された細胞を分化促進培地

で培養し、分化した細胞系譜をマーカータンパク質に対する免疫染色により分化能を評価した。 

（４）Tip60 欠損胎児脳における遺伝子発現の検討  

Tip60 欠損による遺伝子発現の影響を検討するために網羅的 RNA-seq 解析を行い、Tip60 の標的

遺伝子候補の検索を行った。胎齢14.5日のTip60欠損胎児終脳およびコントロール終脳よりRNA

を調整し、網羅的 RNA-seq 解析を行なった。 

 

４．研究成果 

 神経幹細胞特異的Tip60欠損マウスは、

メンデルの法則に従って生まれてきた

が、誕生直後に致死となった。出産直前の

胎齢18.5日の胎児では生存が確認できた

ことから、神経幹細胞特異的 Tip60 欠損

マウスの死因は、自発呼吸ができないな

どの可能性が考えられた。神経幹細胞特

異的 Tip60 欠損マウスの頭部はコントロ

ールマウスの頭部と比べ平で、小頭症を

示した。誕生直後の神経幹細胞特異的

Tip60 欠損マウス脳の組織病理学的解析

では、大脳皮質の菲薄化が認められ、脳室

の肥大化も顕著だった（図 1）。 

 神経幹細胞特異的 Tip60 欠損胎児脳へ 

の BrdU の取り込みは胎齢 14.5 日で既に減少しており、胎齢が進むに連れて顕著になった。脳内

の増殖細胞は胎齢 14.5 日以降、顕著に減少していることが明らかとなった。また、細胞周期 M

期のマーカーであるリン酸化ヒストン H3(Ser10)の蛍光免疫染色により、特に脳室下帯で M期の

細胞が蓄積していることが分かった。神経前駆細胞の細胞周期の異常が示唆された。これらの結

果は、Tip60 が神経幹細胞/前駆細胞の維持や分化に関与することを強く示唆していた。種々の

分化マーカータンパク質に対する蛍光免疫染色では、神経幹細胞特異的 Tip60 欠損胎児脳の神

経分化が著しく低下していることが分かった。面白いことに、正常な胎齢 18.5 日脳ではほとん

ど検出できない GFAP 陽性のアストロサイトが、神経幹細胞特異的 Tip60 欠損胎児脳では蓄積し

ていることが分かった。神経発生過程において Tip60 は、神経分化を促進するとともに、アスト

ロサイトへの分化を抑制することが考えられた。以上の結果は、神経幹細胞特異的 Tip60 欠損マ

ウスが小頭症を呈することを反映していると考えられる。 

図 1. 神経幹細胞特異的 Tip60 欠損新生児の頭部は

平で、大脳皮質も菲薄化している。 



 ニューロスフェア法を用いて in vivo の結果をさらに検証した。神経幹細胞特異的 Tip60 欠

損胎児脳由来の神経幹細胞／前駆細胞の増殖能は、コントロールに比べ著しく低下していた。ま

た、神経分化が著しく低下しているいっぽう、アストロサイトへの分化が促進していた。ニュー

ロスフェア法を用いた in vitro の解析結果は、胎児脳を用いた in vivo の結果を強く支持して

いた。 

Tip60 ヒストンアセチル化酵素は転写制御に関わることから、神経発生過程における Tip60 の

標的遺伝子候補を探索するために、脳の異常が確認され始まる胎齢14.5日終脳より分離したRNA

を用いて、網羅的 RNA-seq 解析を行なった。Scrt1 をはじめ神経分化や神経成熟に関連する重要

な遺伝子群の発現低下が認められた。本解析では、アストロサイトへの分化に関連する遺伝子群

に有意な差は認められなかったが、アストロサイトへの分化はより後半のステージで活性化さ

れることから、アストロサイトを標的とした解析には胎齢後期の脳を用いる必要があると考え

られる。 

以上の結果は、Tip60 ヒストンアセチル化酵素が神経幹細胞/前駆細胞の適切な維持や神経発生

に必須であることを示しており、神経発生過程におけるヒストンアセチル化を介したエピジェ

ネティック制御ネットワークの重要性が示唆された。 
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