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研究成果の概要（和文）：細胞分化は幹細胞が刻々と性質を変化させ厳密に制御されたタイミングで誘導される
が、その分子機構の多くは不明である。神経幹細胞ではHes1とその標的遺伝子Neurog2が発現振動し幹細胞の未
分化性を維持しているが、本研究ではライブイメージングと光遺伝学を用いて、Neurog2の発現振動によって下
流遺伝子Tbr2が幹細胞において蓄積することを見出した。さらにTbr2はHes1の発現を抑制し、幹細胞の性質を
徐々に変化させ細胞分化を引き起こした。以上のことからHes1-Neurog2-Tbr2の発現動態によって、幹細胞にお
ける連続的な性質変化が制御され、細胞分化が引き起こされることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The timing of neuronal differentiation from neural stem cells is regulated 
strictly. However, the molecular mechanism controlling the cell fate determination remains largely 
unknown. The oscillatory expressions of Hes1 and Neurog2 in neural stem cells are important for 
maintaining neural stem cells. We found that Neurog2 oscillation induced the expression of 
downstream target gene Tbr2, and Tbr2 protein gradually accumulated in neural stem cells by 
live-cell imaging. Furthermore, the accumulation of Tbr2 in neural stem cells suppressed the 
expression of Hes1, leading to the transition of stem cell character and induced neuronal 
differentiation. These results suggested that Hes1-Neurog2-Tbr2 dynamics regulate the timing of 
neuronal differentiation.

研究分野： 発生生物学

キーワード： 神経幹細胞　細胞分化　遺伝子発現動態　ライブイメージング　光遺伝学　Notchシグナル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は細胞分化が引き起こされる過程においては、幹細胞の性質が徐々に変化していること、またその変化を
引き起こす分子機構を明らかにしたものである。この結果は、幹細胞に備わった分化能の分子基盤の理解に貢献
するとともに、「細胞のなかでどのように時間の経過が計られ、運命決定のタイミングを制御しているのか？」
という発生学の命題を解く手がかりとなる。今後、本研究に続く細胞分化の時間制御機構を司る詳細な分子機構
が、さまざまな組織における幹細胞で明らかになれば、基礎研究にとどまらず、細胞治療に用いるための細胞を
自由に人工誘導することも可能であり、応用研究、臨床への応用も期待できるものである。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 発生過程はあたかも時計が存在するか
のように正確に時を刻みながら自律的に
進行する。しかしながら、「どのような分子
機構で時間の経過が計られているのか？」
という発生学の命題に対する明確な答え
は未だ無い。哺乳動物の神経発生過程は、
まず神経幹細胞が増殖したのち、厳密にコ
ントロールされたタイミングで神経分化
を開始するが、そのタイミングを制御する
分子機構は不明な点が多く、神経幹細胞の
増殖や神経分化を制御する様々な因子が
報告されているが、それらの因子の発現開
始や終了のタイミングがどのように制御
されているのかということはよく分かっ
ていない。 
 
(2) 私たちは以前、Notch シグナルの下流
で神経幹細胞の維持に重要なHes1の発現
が神経幹細胞において 2-3 時間周期で振
動していること、Hes1 の標的遺伝子であ
るNeurogenin2 (Neurog2)やDelta1の発
現も振動していること、これらの発現振動
によって神経幹細胞同士で Notch シグナ
ルを刺激し合い、幹細胞の未分化性を維持
していることを明らかにした（図１）1。さ
らに細胞が分化するときにはHes1の発現
が低下し、Neurog2 や Delta1 が持続発現
しており、Neurog2が振動発現から持続発
現に切り替わることによって細胞分化が
誘導されていた（図１）1。つまり、遺伝子
発現動態の切り替わりの機序が分かれば、分化のタイミングを決定する仕組み、細胞分化の時間
制御機構を明らかにすることができる。しかしながら、どのような機序で遺伝子発現動態の切り
替わりが引き起こされているのか、その分子機構は不明であった。 
 
２．研究の目的 
(1) 以上の背景から、本研究では遺伝子発
現動態の切り替わりの分子機構を探るこ
とで、神経幹細胞の増殖期からニューロン
分化期への移行のタイミングの制御機構
を明らかにすることを目的とする。
Neurog2 の発現振動は Hes1 の発現振動
に依存し、Hes1 が振動発現から発現低下
する仕組みが分かれば、Neurog2の発現動
態の切り替わりの機序を明らかにするこ
とができる。神経発生過程の神経幹細胞に
おいて Hes1 の発現は時間の経過ととも
に徐々に低下するが、その分子機構はよく
分かっていない。 
プロニューラル遺伝子 Neurog2 は様々な
下流遺伝子を誘導することから、神経幹細
胞における Neurog2 のパルス状発現によ
り誘導された下流遺伝子の発現量が徐々
に蓄積し、ある閾値に達したことが引き金
となって Hes1 の 発現低下および
Neurog2の発現動態の切り替わり（振動→
持続）が引き起こされ、細胞分化が引き起
こされると考えられた。そこで本研究では
この仮説を検証するべく、Hes1 の発現抑
制を引き起こすNeurog2 標的遺伝子の同定を行う。さらに神経幹細胞からニューロンが分化す



る過程において、Hes1、Neurog2、およびその標的遺伝子の発現動態を明らかにし、これらの
因子の発現動態の多様性による細胞分化のタイミング制御機構を明らかにする（図２）。以上の
ことから、神経幹細胞から神経分化が引き起こされる過程において、幹細胞の性質を刻々と変化
させて神経分化を誘導する分子基盤、分化のタイミングを制御する分子機構を明らかにするこ
とを目指す。 
 
(2) また、Neurog2 は転写因子として様々な下流遺伝子の発現を制御していること、さらに細胞
分化の前後で異なる発現動態を示していることから、発現動態の違いによって異なる発現動態
を示し、異なる機能を発言している可能性が考えられた（図１）。そこでNeurog2 の異なる発現
動態によって誘導される下流遺伝子の違いとそれによって導かれる下流イベントの違いを明ら
かにすることによって、遺伝子発現動態の多様性の生物学的意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) Hes1-Neurog2-Tbr2 発現動態による細胞運命決定の時間制御機構の解明 
Neurog2 の標的遺伝子 Tbr2 は神経幹細胞からニューロンが分化する過程で生み出される中間
段階の細胞（intermediate progenitor cells, IPCs）の分化制御因子である。私たちのこれまで
の発現解析や機能解析から、Tbr2 の発現が神経幹細胞において徐々に蓄積すること、さらに
Tbr2 は Hes1 の発現を抑制することが分かった。したがって、Neurog2 の振動発現によって誘
導され、蓄積するTbr2 が Hes1 の発現を抑制し、Neurog2 の発現動態の切り替わりと細胞分化
を誘導することが考えられた（図２）。このことは、Hes1-Neuorg2-Tbr2 経路が神経幹細胞の増
殖期からニューロン分化期への移行のタイミングを決めるタイマーとして機能する可能性を示
唆した。そこで、本研究では Neurog2 の発現振動によって制御される下流遺伝子 Tbr2 の発現
動態と引き起こされる下流イベント（遺伝子発現動態の切り替わりや細胞分化）を明らかにする。 
hGAVPOは青色光に反応し二量体を形成すると特定の遺伝子配列に結合し、下流に繋がれた 
遺伝子の発現を誘導する。光の照射を止めれば二量体の解離が起こり、遺伝子発現は停止する
（図３）。光照射のパターンを変えることで振動発現から持続発現など様々な遺伝子発現動態を
作り出すことができる 2,3。そこで本研究では hGAVPO システムを用いて Neurog2 の振動発現
を作り出し、下流遺伝子 Tbr2 の発現動態を明らかにする。Tbr2 の発現動態は光誘導系と相性
の良いルシフェラーゼを用いた発光イメージングを用いる。さらに光誘導によりTbr2 を発現誘
導しHes1の発現動態の変化を
追跡する。Neurog2の振動発現
と Tbr2 の発現量との関係、さ
らに Tbr2 の発現量と Hes1 の
発現動態との関係を定量的に
解析することによって、細胞分
化を誘導する分子機構を解明
し、細胞分化のタイミングを制
御する仕組みを明らかにする。 
 
(2) 遺伝子発現動態の多様性の生物学的意義の解明 
転写因子として様々な下流遺伝子の発現を誘導するNeurog2 の発現動態は、細胞分化の過程で
変化することから、Neurog2 の異なる発現動態に反応して誘導される下流遺伝子にも違いがあ
ることが示唆された（図１）。そこで、本研究では光操作を用いてNeurog2 の様々な発現動態を
作り出した場合に誘導されてくる下流遺伝子とそれによって導かれる細胞動態の変化を明らか
にすることで、遺伝子発現動態の多様性がもつ生物学的機能を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) Tbr2 は RBPj と相互作用すること
によって、Notch シグナルの不活性化
を引き起こし、Hes1の発現低下を誘導
する（図４） 
隣接細胞間において Delta-Noch の相
互作用が起こると、Notch シグナルが
活性化され膜貫通型タンパクである
Notch の細胞内ドメイン(NICD)が切
り離される。その後NICDは核内へと
輸送され、RBPj と複合体を形成し標的
遺伝子 Hes1 のプロモーター上に結合
してHes1 の発現を誘導する。そこで、
Tbr2によるHes1発現抑制の分子機構
を明らかにするために、Notch シグナルの構成因子である RBPj と Tbr2 の相互作用を調べた。
共免疫沈降によって Tbr2 と RBPj の相互作用を調べると、Tbr2 は RBPj と相互作用していた。
さらに、Tbr2 存在下における NICD-RBPj の相互作用を調べると、Tbr2 によって NICD-RBPj



の複合体形成が阻害されることが明らかとなった。さらに神経幹細胞においてTbr2 タンパクが
Hes1プロモーター上に結合しているかどうかChIPおよびChIP-seq解析により調べると、Tbr2
タンパクは Hes1 プロモーター上に結合していた。以上のことから、Tbr2 は RBPj と相互作用
することにより、Hes1 プロモーター上におけるNICD-RBPj 複合体の形成を阻害し、Hes1 発現
抑制を引き起こすことが考えられた。 
 
(2) 神経幹細胞において Neurog2 の振動
発現に伴い、Tbr2 タンパクは徐々に蓄積
した（図５） 
発生過程の胎子脳において Neurog2 の発
現動態と Tbr2 タンパク発現動態の相関関
係を明らかにするために、Neurog2 レポー
タ ー （ Fluc-Neurog2 BAC transgenic 
reporter）マウスと Tbr2 レポーター
（Tbr2-Nluc BAC transgenic reporter）
マウスを作製し、二つのレポーターマウス
を掛け合わせて用意した胎子脳から神経
幹細胞の分散培養を行い、Fluc-Neurog2
レポーターと Tbr2-Nluc レポーターの発
現を神経幹細胞において同時に測定した
結果、Fluc-Neurog2 の振動発現に伴って、
Tbr2-Nluc は徐々に発現上昇を示した。さ
らに、不安定化ルシフェラーゼを用いた
Neurog2 のプロモーター活性レポーター
(pNeuorg2-Ub-Fluc)とCRISPR/Cas9を用
いて Tbr2 遺伝子の下流に mScarlet レポ
ーターをノックインした Tbr2 タンパクレ
ポーター（Tbr2-mScarlet knock-in (KI)）
を胎子脳の神経前駆細胞に導入し、終脳皮
質のスライスカルチャーを作製して、脳組
織における Neurog2 と Tbr2 タンパクの
発現を同時に可視化して調べたところ、分
散培養同様、Neurog2 のパルス状の発現に
伴ってTbr2 タンパクが蓄積していた。 
 
(3) 神経幹細胞において Neurog2 の振動
発現を誘導すると Tbr2 タンパクは徐々に
蓄積した（図５） 
次に、Neurog2 の振動発現とTbr2 タンパ
クの蓄積の因果関係を明らかにするため
に、hGAVPOを用いてNeurog2 の振動発現を作りだしTbr2 タンパク発現動態を調べた。Nluc-
Neurog2 の光誘導系と Tbr2-Fluc タンパクレポーターを神経前駆細胞に導入し、分散培養後、
3時間周期で光照射を行いNluc-Neurog2 の振動発現を誘導し、Nluc-Neurog2 の発現とTbr2-
Fluc の発現を単一細胞で可視化して調べたところ、Nluc-Neurog2 のパルス状の発現に伴い、
Tbr2-Fluc は徐々に蓄積していた。以上の結果から、神経幹細胞において Neurog2 の振動発現
によってTbr2 タンパクが徐々に蓄積することが明らかとなった。 
 
(4) 神経幹細胞においてTbr2 の蓄積に伴って、Hes1 の発現が低下した（図６） 
神経幹細胞におけるTbr2タンパク発現動態とHes1発現動態との相関関係を明らかにするため
に、不安定化ルシフェラーゼを用いた Hes1 レポーター(pHes1-Ub-Fluc)と CRISPR/Cas9 を用
いて Tbr2 遺伝子の下流に mScarlet レポーターを挿入した Tbr2 タンパクレポーター(Tbr2-
mScarlet KI)を胎子脳の神経幹細胞に導入し、終脳皮質のスライスカルチャーを作製し、二つの
レポーターの発現を可視化によって調べた。その結果、神経幹細胞において Tbr2-mScarlet タ
ンパクレポーターが徐々に蓄積を起こすのに伴って、pHes1-Ub-Fluc レポーターの振動発現が
停止し、Hes1 の発現が低下していた。同様の結果は、神経幹細胞の分散培養でも観察された。
Tbr2 タンパクは幹細胞において、はじめは不安定な発現を示したが、特に幹細胞と分化細胞を
生み出す非対称分裂においては、分裂後、幹細胞として維持されるHes1 陽性の娘細胞において
は、Tbr2 の発現が低下するのに対して、Hes1 陰性の分化細胞となる娘細胞においては発現が
高いレベルで安定しており、Tbr2 と Hes1 の発現は負の相関を示した。 
 
(5) 神経幹細胞においてTbr2 の発現を誘導するとHes1 の発現低下が誘導される（図６） 



次に、神経幹細
胞においてTbr2
の蓄積によって
Hes1 の発現抑
制が誘導される
ことを確かめる
た め に 、
hGAVPOを用い
て Tbr2 を光誘
導し Hes1 の発
現動態を解析し
た。神経幹細胞
に Tbr2-Nluc の
光 誘 導 系 と
Hes1 レポータ
ー (pHes1-Ub-
Fluc)を導入し、
分散培養後、3時
間周期の光照射
を行い、Tbr2 お
よび Hes1 の発
現を単一細胞レ
ベルで可視化し
て調べた。Tbr2
タンパクは安定
であるため、3 時間周期の光照射によって持続的な発現が誘導された。Hes1 の発現は光照射前
には振動パターンを示していたが、光照射を開始しTbr2 が誘導されるとHes1 の振動発現が停
止した。以上のことから、神経幹細胞においても Tbr2 の発現が誘導され、Tbr2 タンパク質が
徐々に蓄積するとHes1 の発現低下が引き起こされることが明らかとなった。 
 
(6) Tbr2 欠損胚の終脳では Hes1 の発現
が上昇し、神経幹細胞を生み出す細胞分
裂が増え神経幹細胞の数が増えた（図７） 
発生過程の胎子終脳の神経幹細胞におい
て、Tbr2 が Hes1 発現抑制を誘導してい
るか明らかにするために、Tbr2 コンディ
ショナルノックアウト(Tbr2 cKO)胚の神
経幹細胞における Hes1 の発現を調べる
と、コントロール胚と比較して cKO胚で
は Hes1 の発現上昇が認められた。さら
に、脳室面で起こる神経幹細胞の増殖が
亢進され幹細胞の数が増えていた。以上
のことから、発生過程の終脳における神
経幹細胞においても Tbr2 の発現によっ
て Hes1 の発現抑制が引き起こされるこ
と、さらに神経幹細胞から細胞分化が誘
導されることが明らかとなった。 
 
以上の結果は、Developmental Cell 誌に筆頭および責任著者として発表した 4。 
 
(7) Neurog2 発現動態の多様性による下流遺伝子発現制御機構の解明 
Neurog2 は転写因子として様々な下流遺伝子の発現を誘導すること、さらに細胞分化の過程に
おいて多様な発現動態を示すことから、Neurog2 は自身の発現動態を変えることによって異な
る下流遺伝子の発現を誘導し、異なる下流イベントを誘導している可能性が示唆された。そこで、
Neurog2 が異なる発現動態を示す細胞分化前後の細胞における、Neurog2 によって制御される
遺伝子群を明らかにするために、Hes1 レポーターおよび Tbr2 レポーターを用いて異なる分化
ステージの細胞（神経幹細胞（Hes1+, Tbr2-）、分化細胞へ移行中の細胞 (Hes1+, Tbr2+)、お
よび分化細胞（Hes1-, Tbr2+, IPC））を FACS によって分取し、それぞれの細胞群において抗
Neurog2 抗体を用いてChIP-seq 解析を行った。データを取得し解析中である。 
 
<引用文献＞1. Shimojo et al., Neuron (2008). 2. Wang et al., Nat. Methods. (2012).  3. 
Imayoshi et al., Science (2013). 4. Shimojo et al., Dev. Cell (2024). 
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