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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウスの胎児脳から成体脳の様々なステージにおける神経幹細胞の遺伝
子発現プロファイルを行い、成体脳の神経新生のメカニズム解明を目指した。神経幹細胞を蛍光タンパク質で標
識した遺伝子改変マウスを用いて、FACSにより様々なステージの神経幹細胞を回収し、大規模なRNAシークエン
スを行った。パスウェイ解析やGO解析を行い、神経新生関連遺伝子のスクリーニングを実施した。これらの遺伝
子の機能解析を行うために、アデノ随伴ウイルスやレンチウイルスベクターを作製し、培養神経幹細胞あるいは
初代神経培養細胞を用いて機能解析を実施した。さらに、機能解析のために新規光遺伝学ツールの開発にも取り
組んだ。

研究成果の概要（英文）：To understand the precise mechanism of brain development and adult 
neurogenesis, it's important to unveil the temporal gene expression changes in neural stem cells 
(NSCs) during brain maturation and aging. I focused on the temporal gene expression changes during 
brain development and aging of NSCs. To specifically label NSCs in the mouse brain by fluorescence 
proteins, I generated GFAP-GFP; Nestin-mCherry double transgenic mouse. I isolated NSCs from the 
embryonic (E14), postnatal (P0) and adult brain (2-3 months old mice) with fluorescence-activated 
cell sorting (FACS). I determined gene expression profiles of the isolated NSCs by the RNA-sequence 
analysis. The temporal gene expression changes of NSCs were compared among embryonic, postnatal and 
adult stages. I highlighted up-regulated or down-regulated genes by 2-fold or more between the 
compared stages. I am trying to identify novel important genes response for the coordinated 
regulation of NSCs and neurogenesis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで胎児脳または成体脳における神経幹細胞の遺伝子発現について報告した研究はいくつかあるが、本研究
のように胎生期から成体老齢期において、大規模に神経幹細胞の遺伝子発現変動を観察した報告は少なかった。
成体脳における神経新生は記憶・学習などの高次脳機能に関与していると考えられ、出生期から成体期にかけ
て、適切に神経幹細胞の性質が制御される必要がある。本研究では、大規模な遺伝子発現プロファイル解析か
ら、神経新生に関与する遺伝子を探索し、生後脳・成体脳における神経新生のメカニズムを解明することによっ
て、アルツハイマー病などの神経疾患の機能改善に貢献することが期待される。

※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 

中枢神経系において、神経細胞は胎生期から出生後しばらくの時期にのみ、神経幹細胞から生

み出されると考えられてきた。しかし、最近の研究によって、側脳室周囲の脳室下帯や海馬の歯

状回といった特定の領域では神経幹細胞が存在し、神経新生が継続的に続いていることが明ら

かとなってきた。さらに、神経幹細胞は胎生期、生後発達期、成体期において、自己複製能や多

分化能などの性質が時々刻々と変化することが知られている。胎生期の神経幹細胞は、増殖が活

発で様々な種類の神経細胞を生み出すことができる (Yamada et al., JNS, 2014)。それに対し

て、成体脳の神経幹細胞は大部分が休眠状態であり、限られた種類の神経細胞しか生み出さない。

このように、胎生期から成体期にかけて、神経幹細胞の性質が大きく変化することが知られてい

るが、どのようにして神経幹細胞の性質が制御されているのかは、未だ不明な点が多い。 

そこで、神経幹細胞を特異的に蛍光タンパク質で標識するトランスジェニックマウスを作製

し、FACS により脳内の神経幹細胞を採取する方法を検討した。このマウスを用いて、様々なス

テージのマウス脳から神経幹細胞から採取し、大規模な RNA シークエンスを実施してきた。それ

ぞれのステージにおける遺伝子発現パターンを比較し、特に解析がほとんどされていない生後・

成体期において、発現量が著しく変化する遺伝子に着目した。real-time RT-PCR, in situ 

hybridization、あるいは免疫染色によって、上記で得られた候補遺伝子の発現量や発現場所を

調べ、神経新生に関与する新規の遺伝子の探索を実施してきた。 

また、bHLH 型の転写因子である Ascl1、Hes1、Olig2 は、それぞれニューロン、アストロサイ

ト、オリゴデンドロサイトへの分化における運命決定を制御しており、神経幹細胞に共発現して

いる。申請者の所属するグループでは、胎児脳から取り出した神経幹細胞を用いて、単一の細胞

レベルにおけるタイムラプスイメージングにより、これらの因子の発現が振動していることを

明らかにした。さらに、光遺伝学を用いた手法により、Ascl1 の発現パターンを光照射により操

作することに成功した。Ascl1 の持続的な発現は神経細胞への分化を誘導したのに対し、Ascl1

の振動発現は神経幹細胞の増殖を促進した。これらの結果から、神経幹細胞の多分化能とは複数

の分化運命決定因子の発現が振動している状態であり、細胞分化とは単一の分化運命決定因子

が持続的に発現している状態であることが明らかになった(Imayoshi et al., Science, 2013)。 

 

 

２．研究の目的 

成体脳における神経新生は記憶・学習などの高次脳機能に重要であると考えられる。実際に、

成体において神経新生を阻害したマウスでは、記憶の長期保持能が野生型マウスよりも著しく

低下したことから、神経新生が高次脳機能に関与していることが明らかになってきた。このよう

な生後発達期から成体期における神経新生が適切に継続されるためには、神経幹細胞の性質が

厳密に制御されている必要がある。 

 本研究では、胎生期、生後発達期、成体期における神経幹細胞の遺伝子発現プロファイル解析

を行い、特に成体脳において神経新生に関与する新規遺伝子の探索を行う。さらに、このような

解析を通して、成体脳の神経新生のメカニズムを明らかにし、アルツハイマー病などの神経疾患

の脳機能改善への応用に貢献できればと考えている。 

 

 

３．研究の方法 

(1）胎児脳から成体脳の様々なステージにおける、神経幹細胞の遺伝子発現プロファイル 



神経幹細胞を特異的に蛍光タンパク質で標識するトランスジェニックマウスを作製し、FACS に

より脳内の神経幹細胞を採取する。さらに、胎児脳から成体脳の様々なステージの神経幹細胞か

ら RNA を採取し、大規模な RNA シークエンスを実施する。本課題では、それぞれのステージにお

ける遺伝子発現パターンを比較し、特に解析がほとんどされていない生後・成体期において、発

現量が著しく変化する遺伝子に着目する。real-time RT-PCR, in situ hybridization、あるい

は免疫染色によって、上記で得られた候補遺伝子の発現量や発現場所を調べる。神経新生に関与

する新規の遺伝子を探索する。 

 

(2）神経新生関連遺伝子の機能解析 

(1）で得られた、神経新生関連遺伝子を培養神経幹細胞等に強制発現あるいは発現抑制した時に

見られる表現型の解析を行う。これらの遺伝子の発現制御には、申請者が新規に開発した光遺伝

学的手法を適用する。さらに、子宮内エレクトロポレーション法やウイルスインジェクションと

組み合わせて、脳における機能解析を行う。 

 

(3）神経幹細胞が休眠状態から活性状態に変化する様子を継時的に観察する 

成体の神経幹細胞の大部分は休眠状態にある。休眠状態の神経幹細胞の一部が活性型になり神

経新生が引き起こされる。これまで成体脳の神経幹細胞が、休眠状態から活性状態へと変化する

様子やメカニズムについてはほとんど調べられていない。そこで、神経幹細胞を培養し、(1)で

得られた神経新生関連遺伝子を強制発現あるいは発現抑制して、経時的な変化をタイムラプス

顕微鏡で観察する。さらに、新規に開発した光操作技術によって遺伝子発現を制御する実験系の

確立を行う。レンチウィルスを用いて、光操作系を遺伝子導入することによって、さまざまな遺

伝子の発現をコントロールし、その時に見られる細胞の変化をタイムラプス顕微鏡によって観

察する。 

 

 

４．研究成果 

(1）胎児脳から成体脳の様々なステージにおける、神経幹細胞の遺伝子発現プロファイル 

神経幹細胞において蛍光タンパク質を発現するマウス(GFAP-GFP; Nestin-mCherry-nls 

ダブルトランスジェニックマウス)の作製を行なった。FACS を用いて、GFP かつ mCherry 陽性細

胞の神経幹細胞を回収した。この手法を用いて、胎生期や成体若齢期（2-3 ヶ月齢）、成体老齢

期（12 ヶ月齢以上）といった様々なステージの神経幹細胞を回収して、RNA シークエンスを行っ

た。それぞれのステージの遺伝子発現を比較して、2倍以上の発現変動のある遺伝子を抽出した。

さらに、その中から、発現量の高いものを数百個選択し、GO 解析やパスウェイ解析を行い、神

経新生に関与し得る遺伝子の絞り込みを行った。 

 bHLH 型転写因子 Ascl1 は胎児脳や成体脳において、神経細胞分化に重要な因子であることが

知られている。そこで、Ascl1 に結合し得る遺伝子や、パスウェイ解析を行い、Ascl1 の下流に

存在する遺伝子に着目した解析も行なった。さらに、アルツハイマーモデルマウスを用いて、同

様に神経幹細胞の RNA シークエンスを行い、遺伝子発現プロファイル解析を実施した。 

 

(2）神経新生関連遺伝子の機能解析 

(1)で選別した遺伝子の機能解析を行なうために、アデノ随伴ウイルス、レトロウイルス、レン

チウイルスベクターの作製を行なった。ウイルスを初代神経培養細胞や培養神経幹細胞に感染



させて目的の遺伝子の過剰発現を行い、神経分化への影響を観察した。さらに、脳内での機能解

析も行なうために、脳へウイルスインジェクションを行い、表現型を観察した。 

  これまで、bHLH 型転写因子 Ascl1 が示すダイナミックな発現変動が細胞増殖や神経分化の正

確さやタイミングを制御する上で、重要な役割を担っていることが示唆されてきた。しかしなが

ら、Ascl1 の発現変動が、どのようにして細胞増殖や神経分化の正確さやタイミングを制御して

いるのかは未だ不明である。このような個々の遺伝子が示すダイナミックな発現変動の機能的

意義が明らかになれば、神経幹細胞を対象とした再生医療の発展が期待される。しかし、これま

でに報告されている既存の遺伝子発現操作技術では、分化運命決定因子が示す数時間周期の発

現変動の機能的意義を検証することは不可能であった。そこで、新規の光作動性システムの開発

にも取り組んだ。酵母などで報告されている光作動性モジュールと、哺乳類の遺伝子発現制御に

使用される Tet システムを組み合わせて、哺乳類細胞において最適化するため、数多くの機能的

スクリーニングを実施した。その結果、

TetR(1-206)のC末端の配列とリンカー配列を

含めた部分の立体構造が哺乳類細胞における

最適化には重要であることが見出し、世界に

先駆けて Tet システムの光操作技術の開発に

成功した（図 1）(Yamada et al., Cell 

Reports, 2018、特許出願済。また、2018 年 10

月 10 日付京都新聞において紹介された)。こ

の新規光作動性転写因子は、培養細胞レベル

だけではなく、マウス脳の神経幹細胞やニュ

ーロンでも機能することが確認できている。

今後は、この光操作法の優れた時間分解能と

いう強みを積極的に活用して、神経幹細胞の

分化制御メカニズムの解明に取り組んでいきたい。 

 

3）神経幹細胞が休眠状態から活性状態に変化する様子を継時的に観察する 

胎児脳由来の培養神経幹細胞に BMP を添加して休眠状態にした後、FGF や EGF を含む培地に置き

換え、休眠状態から分裂状態へと変化する様子を、タイムラプス顕微鏡を用いて観察した。培養

神経幹細胞に添加する BMP 濃度の検討を行ない、さらに、タイムラプス観察中に細胞へのダメー

ジを抑えながら、培地交換できるように工夫した。遺伝子発現プロファイル解析で抽出した神経

新生関連遺伝子を強制発現あるいは発現抑制した時に、細胞がどのような挙動を示すか、タイム

ラプス顕微鏡を用いて観察した。 

 

図1:新規光操作技術を用いた神経幹細胞の光操作 
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