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研究成果の概要（和文）：複雑脳を形成するフェレットでは、神経幹細胞は細胞分裂により頻繁にshort RGを生
み出す。このsRGは我々が同定した神経幹細胞のひとつであり、Notchの活性がaRGの姉妹細胞でも高いことを示
している。このsRGは脳室内で２回ほど自己複製したのち、proneural遺伝子のAscl1を発現することにより、
Hes１の活性を低下させ、中間前駆細胞の連続した対称分裂モードに入ることがタイムラプス解析により判明し
た。自己複製能は、その後Ascl1発現中間前駆細胞の状態にシフトしながらも、ある程度維持し、神経細胞数を
増幅させる大きな要因となることが判明した。

研究成果の概要（英文）：During ferret cortical development, neural stem cell called apical radial 
glia (aRG) frequently generate sibling cells, which express Hes1 and bear a short basal process. 
These cell, termed short radial glia (sRG)l undergo a couple of apical cell divisions with nuclear 
interkinetic migration just like aRG. Interestingly, the appearance of sRG is stochastic in the 
lineages.  These cells differentiate intermediate progenitor cells expressing Ascl1, and continue 
several rounds of divisions to produce neurons. While we examine these cell division patterns by 
time-lapse imaging of slice culture, the consecutive cell cycle number is limited.  To overcome this
 limit, we started in vivo cell lineage analysis using "barclock", which is genome-inserted barcode 
that accumulates mutation in the presense of genome-editor, hybrid of dCas9 with Cytosine deaminase.

研究分野： 発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳の発生は神経管の形成に始まり、まず幹細胞となる神経上皮細胞の増殖、ついで非対称分裂による分化細胞の
形成へと進む。哺乳類の進化過程で、脳のサイズや複雑さは著しく増加するが、それは神経上皮細胞の増殖の亢
進だけではなく、神経発生期にも増殖脳、言い換えると未分化性が保たれる。この傾向は霊長類でよく知られて
いるが、我々のフェレットをモデルにした解析から食肉類のにも共通に存在することが明らかとなった。さらに
幅広い系統の分析が必要であるが、これが哺乳類の脳の拡張と複雑化の一般的なメカニズムであることが示唆さ
れる重要な発見であり、脳の複雑化に発生、構造的な共通性の探索という新しい学問の展開の出発点になる。

※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 

 哺乳類の進化の過程で進行した大脳の飛躍的な複雑化・巨大化は、霊長類などの高

度な脳機能の獲得に必須であり、そのメカニズムの解明は人類の大きな課題である。この

複雑化・巨大化した脳は一般に複雑脳と呼ばれ、神経細胞の数と密度が飛躍的に増大し、

その結果、大脳皮質に脳回を形成する。哺乳類の代表的モデルであるげっ歯類のマウス

は平滑な脳を持ち、脳室に面した脳室帯に位置する大多数の神経幹細胞（apical radial 

glia; aRG）は定型的分裂パターンを繰り返して、ほぼ一定数の神経を生み出すことが知ら

れている（図２）。これに対し、複雑脳では、脳の発生途上で新たな神経幹細胞層(外脳室

帯: OSVZ)が形成され、その神経幹細胞（outer RG: oRG）から、中間的な前駆細胞の増

幅を経て、神経細胞が爆発的に作られることが脳の巨大化・複雑化の主要な原因である

とされる。しかし、複雑脳の大脳皮質の形成過程で、脳室帯や外脳室帯、それ以外の領

域にどのようなタイプの幹細胞や神経前駆細胞がいかにして生じてくるのか、また、どのよ

うな細胞系譜によって神経数を爆発的に増幅し、また、それは脳のしわの形成といかに関

連するのかという問題にいまだ答えはない。 

複雑脳に特徴的なメカニズムの研究には、外脳室帯が形成されず平滑脳を持つマウ

スは適切なモデル実験系とはなり得ず、他方、ヒトやサルの霊長類の胎児は入手が困難

なことから、マウスの神経発生の解析に威力を発揮してきた遺伝子操作やスライス培養の

ライブイメージング等のアプローチが可能なモデル動物が必要となる。食肉目のフェレット

は大型霊長類に較べれば単純ではあるが、発生途上から外脳室帯を形成し、脳回を持

つに至るため、胚操作が困難である欠点を克服すれば、複雑脳形成の良いモデルと考え

られる。我々は２０１１年より、フェレットの脳解析に向けて、in utero electroporationによる

胎児脳への遺伝子導入、脳スライスの長期ライブイメージング、CRISPR/CAS9 システムを

直接、脳の幹細胞に導入するゲノム遺伝子改変や蛍光マーカー遺伝子挿入法（de novo 

knockout & knockin, 論文３,4）等の解析技術の開発を行ってきた。その結果、今やフェレ

ット脳の発生をマウスとほぼ同じような解析が可能となっている。 当研究室では、マウス

変異体を用いた研究から、新しい oRG 幹細胞の形成に aRG の分裂軸の揺らぎが関与す

るという仮説を提唱し（第１の仮説）、また、マウスの腹側大脳基底核とフェッレト大脳皮質

（背側）形成過程の類似性から、脳の拡大化に中間前駆細胞（マウスでは１回しか分裂し

ない）の増殖の関与を示唆した（第２の仮説）。さらに最近、フェレットでは aRG から脳室帯

内に新たなタイプの幹細胞（新生幹細胞: short RG: sRG）が生じ、神経発生後期に至るま

で脳室帯の幹細胞の増殖が継続されることを発見した。従って、フェレットの aRG の細胞

系譜には３種類以上の幹細胞（Notch シグナルが活性化され、下流の Hes１転写因子が

発現）が頻繁に現れ、細胞系譜が動的に変化する。その結果、単一種の aRG が定型的

分裂パターンを繰り返すマウスとは対照的に、発生途上の細胞系譜は動的な不均一を示

し、多様性に富むことを見出した。このような脳発生では、個々の aRG のクローンサイズや

細胞系譜は大きなばらつきを持つことが想定される。にもかかわらず、最終的には全体と

してほぼ一定のサイズと形態を持つ大脳が形成されるのは、何らかの空間的な制御機構

が想定される（第３の仮説）。我々の予備的研究から、このような根本的な疑問が浮かび

上がっている。 

 



２．研究の目的 
 

本研究では、外脳室帯の形成に加え、神経産生期でも幹細胞の持続的に生成するこ

とが脳の拡大化の一因と考え、さらに複数種の幹細胞が生む動的な不均一性により、幹

細胞の細胞系譜やクローンサイズの大きなばらつきが生じるため（しかもそれが空間的に

制御され）、脳回の形成に代表される robust かつ柔軟な脳構築が達成されるという作業

仮説をフェレットを複雑脳発生のモデルとして検証することで、霊長類や肉食類（イヌネコ

等）の高度に複雑化した脳構築の形成原理を解き明かすことを目的とする。 

 
３．研究の方法 

本研究では、上記3つの作業仮説を分子レベルで検証するため、以下の６つの研究課題を進

める。 

(1) 幹細胞の多様性形成機構の解明   

① 外脳室帯幹細胞 oRG の形成; 

脳室帯から aRG の離脱に関して、我々の第 1 仮説と「分裂とは無関係な仕組みよる」という対

立仮説が存在する。この二つの仮説の比較検討する。 

② 脳室帯 sRG の形成； マウス aRG の姉妹細胞は中間前駆細胞として分化運命を辿

るがフェレットでは、分裂によって失われた radial fiber を伸長させながら、あたかも aRG のよう

に核のエレベ＾—ター運動を繰り返し、自己複製と中間前駆細胞の産生を続ける。ニューロン

産生後期には、radial fiber の伸長は途中でとまりながらも、細胞分裂を 2〜３回繰り返す。この

sRG 幹細胞の形成維持機構を解明する。 

(2) 中間前駆細胞の増幅機構（第 2 仮説の検証）  
神経細胞の増幅の主因と想定される中間前駆細胞の増幅（第 2 仮

説）の機構は不明である（transit amplifying cell に相当）。マウス大脳

皮質原基では非常に弱い発現しか示さない Ascl1（Mash1））転写因

子がフェッレットの８０％の中間前駆細胞で強く発現する（IMP）。

Ferret において、この Ascl1 の knockout 系譜を作成し、Ascl1 の発

現がこの増幅現象の鍵となるという仮説の検証を行うと同時に、Ascl1

の発現を利用して、中間前駆細胞の増幅によるニューロン数の増幅

程度を明らかにする。                                                                                                                                                   

(3)幹細胞クローンサイズの決定と単⼀幹細胞系譜の解析  

想定される幹細胞クローンサイズの大きなばらつきを実証し、複雑脳

の構築にいかに寄与しているかを明らかにする。単一 aRG の最終細

胞系譜を複数の方法で測定する。著しい多様性が予想される細胞系譜を多数収集し、機械

学習等のデータ解析を行うことで、一見クローンサイズも分裂パターンも異なる細胞系譜に隠

された規則性を見出す。また、幹細胞の細胞系譜やクローンサイズのばらつきの空間的分布

を検討する（第 3 仮説検証の一部）。 

(４)単⼀細胞遺伝⼦発現解析により、幹細胞や前駆細胞の分類同定とそれらを特徴づけ
る遺伝⼦の探索。これらの遺伝子の発現に対して de novo knockout や過剰発現により擾乱を

加え、細胞系譜に対する影響を分析することにより、各種神経幹細胞や前駆細胞の増殖と自

己複製能に関与する内因性/外因性因子、さらに細胞系譜解析に制約を与える環境因子を割

り出す（第 3 仮説の検証の一部）。 
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図 増殖パターンの相違 

図 Ascl1 を発現する多数の中間前駆細胞 



(５)ヒト脳オルガノイドを⽤いたモデルの検証 フェレットで示される神経幹細胞の動的

不均一性と細胞系譜の多様性がヒト・霊長類にも当てはまるのか、ヒト大脳オルガノイドで検証

する。 

 

４．研究成果 

(１)幹細胞の多様性形成機構の解明 （第 1 仮説の検証） 
フェレットをモデルとする限り、oRG の形成は必ず RG の apcal 分裂にカップルして起き

ることを確認した。ヒトサンプルに関しては、海外との共同研究により、現在進行中である。 
(2) 中間前駆細胞の増幅機構（第 2 仮説の検証） 
Ferret において、この Ascl1の knockout 系譜を作成し、固定切片および live imaging により細

胞系譜を調べたところ、Ascl1 変異では、中間前駆細胞の増殖が著しく減少し、幹細胞のクロ

ーンサイズが小さくなった。従って、フェレットのような複雑脳の背側大脳皮質では、Ascl１を発

現する中間前駆細胞の増殖が飛躍的に増加することで、神経細胞の数を増やしていることが

証拠づけら、マウスの腹側大脳と同様な機構が働いているという我々の仮説が支持される。ヒト

に関しては同様に Ascl1の発現細胞が背側大脳皮質で多数の細胞で強く発現しているため、

同様なことが考えられる。現在、ヒト背側大脳皮質オルガノイドを用いた共同研究によって検証

しようとしている。   
(３) 幹細胞クローンサイズの決定と単⼀幹細胞系譜の解析 
フェレット脳 slice culture の time-lapse imaging により見出した神経幹細胞の分裂パター

ンの著しい不均一性は霊長類、食肉類のような複雑な脳の形成過程に特有と考えられる。本

研究は、gene editing を用いて(barclock 法)、幹細胞の in vivo における完全な細胞系譜を

多数決定し、この一見ランダムに見える細胞系譜から機械学習により隠された規則性を見

出すことを目標としているが、まず、実験操作が容易なマウスをモデルに方法論の確立を目

指した。 
① 2018 年度〜2020 年度に明らかになった実験型の問題点を解決するために、マウス脳の

幹細胞の primary culture で barclock 法で細胞系譜が imaging の結果と一致するかどうか検定す

ることにより、実験系の信頼度を評価した。Primary culture に関しては幹細胞由来の個々の子孫細

胞から、細胞回収装置 (SS2000, 横河電気) を用いて、RNA（細胞内容物）を回収し、変異配列か

ら系譜を推定した。この２つの系譜を比較し、実際の系譜と推定系譜が一致する事を目指した。当

初１細胞から回収した RNA より、Barclock 配列を効率的に増やしシークエンスすることが困難であ

ったが、その後、Barclock 配列のコンストラクションを工夫することで、上記 SS2000 で回収した１細

胞由来の RNA より該当配列の変異を確認できている。現在は、解像度がより高くすることを目的に、

mySEK シークエンスを利用しつつ、上記 Barclock 配列の検討と最適化を行い、barclock で確認で

きた部分細胞系譜は imaging による全細胞系譜の一部に一致することを確認している。今後、変異

頻度を高める、あるいは、多数の barcode-barclock cassette を１細胞に導入し、hiSEC を用いて、１

細胞あたり、deep に sequencing で行うことにより、barclock の複合による完全な細胞系譜を得られ

るようにする予定である。 



② Barclock 法の target 配列は base-editor のターゲットとなる barclock unit が 6 種類 4 セ

ット（それぞれのセットの中で 6 種の barclock 配列は異なる順序で並ぶ）あり、さらに SW barcode を

含んでいるので、変異の導入された配列は Illumina 法で読み切ることができないため、遺伝研と協

力して PacBio sequencing で配列決定を行なっているが、PCR と sequencing による error を base-

editor による変異と区別するため、cDNA(barclock cassette は EGFP の 3’UTR に挿入されている)

を作成する際に UMI が付加された barclock cassette に特異的な primer を使用することにした。 
③ vector 系の改良。Base editor と barclock の dose のばらつきをなくすため、これ

まで別々だった base editor と EGFP-barclock cassette を同じ pLiOn vector (base editor
は逆転挿入の外側)に配置した(上図参照)。 

○2 、○3 は非常に効果があり、安定な変異導入率が得られている。現在UMIを使った sample

の配列を解析中である。 
研究の方法の（4）「単⼀細胞遺伝⼦発現解析により、幹細胞や前駆細胞の分類同定とそれ
らを特徴づける遺伝⼦の探索」、および、（５）「ヒト脳オルガノイドを⽤いたモデルの
検証」に関しては解析途上である。 
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