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研究成果の概要（和文）： 
小脳原基の神経幹細胞においては、Math1 および Ptf1a という二種類の bHLH 型転写因
子が空間アイデンティティを決定し、それぞれ興奮性および抑制性神経細胞を生み出す性
質を付与していることがわかった。また、後脳の他の領域でもこの二つの転写因子が空間
アイデンティティの決定に関与していることが示された。さらに、小脳脳室帯の神経幹細
胞は、発生と共にプルキンエ細胞を生み出すものから Pax2 陽性抑制性介在神経細胞を生
み出すものへと時間アイデンティティを変化させるということ、その過程に Olig2および
Gsh1という二つの転写因子が関与するということを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We	
 clarified	
 that	
 two	
 bHLH	
 transcription	
 factors	
 (TFs),	
 Math1	
 and	
 Ptf1a,	
 are	
 involved	
 
in	
 specifying	
 the	
 spatial	
 identities	
 of	
 neural	
 stem	
 cells	
 in	
 the	
 cerebellar	
 primordium.	
 
We	
 also	
 found	
 similar	
 roles	
 for	
 these	
 TFs	
 in	
 the	
 hindbrain.	
 Neural	
 stem	
 cells	
 in	
 the	
 
Ptf1a-expressing	
 ventricular	
 zone	
 change	
 their	
 temporal	
 identity;	
 while	
 they	
 produce	
 
Purkinje	
 cells	
 at	
 early	
 stages,	
 they	
 become	
 to	
 generate	
 Pax2	
 positive	
 interneurons	
 
at	
 late	
 stages.	
 We	
 clarified	
 that	
 two	
 TFs,	
 Olig2	
 and	
 Gsh1,	
 are	
 involved	
 in	
 regulating	
 
temporal	
 identity	
 of	
 neural	
 stem	
 cells	
 in	
 the	
 cerebellar	
 ventricular	
 zone.	
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研究分野： 神経科学 
科研費の分科・細目：神経科学	
 神経解剖学・神経病理学 
キーワード：神経発生・分化・異常 
 
１．研究開始当初の背景 
中枢神経系には、数千種類もの多様な神経細
胞が存在している。それぞれ形質の異なる神
経細胞が個々の機能を行使することによっ
て初めて高次な脳機能が発現されるわけで
あるから、「限られた遺伝情報からいかに

して多種多様な神経細胞を分別して生み
出すのか」という問いは、神経科学において
非常に重要かつ根源的な問題である。	
 

	
 私は、小脳皮質を完全に欠失する新規マウ

ス突然変異体 cerebelless を単離し、その原
因遺伝子 Ptf1a を同定し、そのコードする
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bHLH 型転写因子 Ptf1a が小脳脳室帯で発
現し抑制性 GABA 作動性神経細胞の誕生を
司っていることを明らかにした(Neuron, 
2005)。また、その後別のグループから、小
脳菱脳唇では別の bHLH 型転写因子である
Math1(Atoh1 とも呼ばれる）が発現し、全
ての種類の興奮性グルタミン酸作動性神経

細胞の発生を司っていることが明らかにさ

れた(Neuron, 48, 1-7)。以上を元にして、私は
小脳発生における新たなモデル「bHLH 型
転写因子による小脳神経上皮の領域化モ

デル」を提唱した（図１、Hoshino, 2006, The 
Cerebellum）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１	
 小脳原基での神経幹細胞領域と転写因

子 Math, Ptf1a 
 
これは、「小脳における２カ所の神経上皮領

域、つまり脳室帯と菱脳唇の神経幹細胞が、

それぞれ異なる bHLH 型転写因子である

Ptf1aとMath1によってその場所に固有の形
質を与えられ、その結果としてそれぞれ

GABA およびグルタミン酸作動性神経細胞
を生み出す」というモデルである。もっとも、

小脳の GABA およびグルタミン酸作動性神
経細胞には、図１のようにそれぞれ複数種類

あるため、このモデルだけでは、小脳におけ

る様々な種類の神経細胞を生み分ける仕組

みは完全には説明できない。しかし、各種神

経細胞が生み出される発生時期はそれぞれ

に異なることが知られているため、神経幹細

胞には発生時期特異的な形質も存在するの

ではないかと考えられた。 
	
 以上から我々は、生み出される神経細胞の
種類は、神経幹細胞が位置する脳内の「場所
（空間）」と「発生時期（時間）」によって規
定される「固有の形質」、すなわち「神経幹
細胞アイデンティティ」によって規定される
のであろうと考えた。この仮説は我々を含む

いくつかのグループにより、少なくとも終脳
（Ross et al., 2003, Neuron 39, 13-25 ）や小脳
（後述、Hoshino et al., 2005, Neuron; Hoshino, 
2006, The Cerebellum）では傍証が挙げられつ
つあるが、その分子的実体については良く
（特に時間に関してはほとんど）わかってい
ない。	
 
 
２．研究の目的 
	
 本研究の目的は、小脳をモデル系として、
神経幹細胞のもつ固有の形質すなわち「神経
幹細胞アイデンティティ」が発生途上の個
体内でいかにして「時間的・空間的」に制御
されているのかを、現象論からその分子機構
にまで深めて明らかにすることによって、神
経細胞の多様性獲得の分子機構を個体レ
ベルで理解しようとするものである。具体的
には、神経幹細胞の空間および時間アイデン
ティティを支配する分子の同定とその機能
解析を行うことによって、上記目標の達成を
目指す。	
 
	
 
３．研究の方法 
	
 上記の問題意識を持ちながら、以下につ

いて明らかにすることで、本研究の目的を

達成する。 
(1)	
 上述のように、小脳においては Ptf1a
とMath1の二種類のbHLH型転写因子が空
間アイデンティティの分子実体である可能

性が示唆されているので、子宮内エレクト

ロポレーション法や相互遺伝子ノックイン

マウスを用いて検証する。 
(2)	
  Ptf1aやMathは後脳領域でも発現し
ているので、小脳での空間アイデンティテ

ィ仮説が、他の脳領域においても適用でき

る一般性を持つかどうかを検証する。 
(3)	
 小脳の脳室帯と菱脳唇では場所は異な
るものの、共通の時間アイデンティティが

あるのではないかという状況証拠がある。

そのため、Ptf1a および Math1 を異所性に
発現させた場合でも、それぞれの時間アイ

デンティティに応じた神経細胞を生み出す

のかどうかについて、検証する。 
(4)	
 時期特異的に発現する遺伝子群の同定
と解析、空間アイデンティティ規定分子への
結合蛋白質群の同定と発生時期特異性を検
証し、過剰発現あるいはノックアウトマウス
の解析を通して、時間アイデンティティ規定
分子の機能解析を行う。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)小脳神経幹細胞の空間アイデンテ
ィティ形成におけるPtf1aと Math1の
役割の検証  
Ptf1aローカスにMath1 cDNAを、Math1
ローカスに Ptf1a cDNA をそれぞれノック



 

 

	
 

インするマウスを作成した。これらのノック
インマウスを用いることで、両転写因子を本
来とは異なる神経上皮幹細胞領域で異所性
に発現させることができるようになった。ま
た、子宮内エレクトロポレーション法を用い
る事で、それぞれの転写因子をやはり異所性
に発現させる実験も行った。その結果、小脳
脳室帯の神経幹細胞では Ptf1a の代わりに
Math1 を発現させると、そこから本来生ま
れる抑制性 GABA 作動性神経細胞は生み出
されずに、興奮性グルタミン酸作動性の小脳
核神経細胞および顆粒細胞が生み出される
ということが明らかになった。また、逆に、
菱脳唇の神経幹細胞で異所性に Ptf1a を発
現させるノックインマウスでは、そこから本
来生まれないはずの GABA 作動性神経細胞
であるプルキンエ細胞やゴルジ細胞などが
生み出されるということが明らかになった。
このことは、Ptf1a や Math1 というわずか
一種類の bHLH 型転写因子が発現するだけ
で、それぞれ脳室帯および菱脳唇の神経幹細
胞としての十分な形質が与えられる、という
ことを意味している。これまでのノックアウ
ト動物を用いた loss-of-function実験から、
これらの転写因子がそれぞれの神経幹細胞
の性質の維持に必要だということはわかっ
ていたが、今回の実験から両転写因子の発現
が十分条件となりうると示されたことから、
Ptf1a および Math1 が、それぞれの神経幹
細胞の空間アイデンティティの決定因子で
ある、ということが強く示唆された。また、
今回のノックインマウスおよび子宮内エレ
クトロポレーションによる異所性発現実験
によって、Ptf1aおよびMath1の発現には、
相互に発現抑制機構があるということが明
らかになった。これは、お互いにオーバーラ
ップしない神経上皮幹細胞のドメイン構造
を作り出すための重要なメカニズムである
と考えられる。 
	
 今回の実験によって、1. Ptf1a および
Math1 が小脳の神経幹細胞アイデンティテ
ィの決定因子であるということ、2.相互発現
抑制機構による神経幹細胞ドメインの形成
メカニズム、が明らかになったので、現在投
稿中(Yamada et al.)である。	
 
	
 
(２)小脳での空間アイデンティティ仮説
が、他の脳領域においても適用できるか
どうかの検証  
後脳は前後軸に沿って８つのロンボメア
(r1~r８）からなる構造をなしており、
Math1およびPtf1aはそれを前後に貫くよ
うに発現し、それぞれ背腹軸に沿った異な
る神経上皮幹細胞ドメインを形成している
ことが明らかになった（図 2）。ちなみに、
r1の背側からは小脳が生み出される。 
	
 我々は尾側後脳(r6~８）では、Ptf1aド

メインから登上線維神経細胞が生み出され、
その発生には Ptf1a が必要であるというこ
とを明らかにした (Yamada et al., J. 
Neurosci.)。Math1 ドメインからは，苔状
線維神経細胞が生み出されるが、Ptf1a ノ
ックアウトマウスでは、Ptf1a ドメインか
ら生み出される神経細胞が苔状線維神経細
胞へと運命転換してしまう（同論文）。 
	
 また、中央部後脳(r2~5)では、Ptf1aを発
現する神経上皮幹細胞ドメインから蝸牛神
経核の全ての種類の抑制性（GABA, グリシ
ン作動性）神経細胞が、Math1 ドメインか
らは蝸牛神経核の全ての種類の興奮性（グル
タミン酸作動性）神経細胞が、それぞれ生み
出されるということ、そしてその発生を両者
の転写因子が司っているということを明ら
かにした（Fujimaya et al., Development 
2009)。 
 
図 2 後脳神経管における空間アイデンティティ形成	
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 以上の研究から、小脳原基(r1)だけでなく、
その他の神経上皮幹細胞領域（後脳の r2~r8)
においても、Ptf1a および Math1 という
bHLH型転写因子によって、神経幹細胞の空
間アイデンティティが決定されているとい
うことが示された。また、本研究によって、
後脳背側から生まれる多種多様な神経細胞
は、そのロンボメアによって規定される前後
軸の位置情報（恐らくは Hox遺伝子などであ
ろう）と、bHLH型転写因子によって規定さ
れる背腹軸の位置情報（Ptf1a、Math1)によ
って生み分けられるのであろう、というモデ
ルが提示された（図 2）。 
	
 
(3)  菱脳唇と脳室帯が共通の時間アイ
デンティティを持つことの検証	
  
Ptf1a ローカスに Math1 をノックインした
マウスを用いて、あるいは逆のノックインマ
ウスを用いて、異所性に Ptf1a, Math1を発
現させ、さらに BrdUラベルによって神経細
胞の生まれる発生段階を検討したところ、た
とえ異所性にそれぞれの bHLH 型転写因子

Math1 



 

 

が発現されても、特定の時期に生み出される
神経細胞の種類は、正常発生のものと同じで
あることが明らかになった。例えば、Math1
→Ptf1aノックインマウスでは、脳室帯から
本来生まれない筈の小脳核神経細胞や顆粒
細胞が生まれるが、それぞれ生み出される時
期は、本来菱脳唇から生まれる時期と同一で
あった。また、逆に菱脳唇で Ptf1aを異所性
に発現させる実験でも同様な結果が得られ
た。以上から、たとえ菱脳唇と脳室帯という
異なる空間アイデンティティを持った神経
幹細胞であっても、共通の時間アイデンティ
ティを持っていることが示唆された。この共
通の時間アイデンティティは、共通の分子群
によってもたらされているのかもしれない
し、あるいは上記３でその可能性が示された、
エピジェネティックな遺伝情報の修飾によ
るのかもしれない。(Yamada et al., 論文投
稿中）。 
 
(4)時間アイデンティティの分子実体の
解明  
	
 異なる時期の神経幹細胞を異なる時期の
マウス小脳に移植する我々の実験により、小
脳原基には二種類の神経幹細胞プールがあ
ることがわかった。一つはプルキンエ細胞
(PJC)を生み出す幹細胞プールであり、もう
一つは Pax2 陽性抑制性介在神経細胞（以下
Pax2	
 IN と記載,	
 IN は interneuron の略,ゴ
ルジ、星状、バスケット細胞を含む）を生み
出す幹細胞プールである。後者からは、移植
の時期と場所によって、ゴルジ、星状、バス
ケット細胞が生み出される。これは過去にイ
タリアのグループが示唆していたのと同様
の結果(JNS	
 26,	
 22682-,	
 2006;	
 JNS	
 22,	
 7132-,	
 
2002))だが、その分子実体は不明であった。 
我々は、E12 での発生途上の小脳原基の
Ptf1a を発現する領域の中に、さらに Olig2
および Gsh1 という転写因子を発現するサブ
ドメインがあることを見いだした(図 3)。さ
らに、それぞれの遺伝子に GFP をノックイン
したマウスを用いて、遺伝学的短期的リニエ
ージ解析を行ったところ、Olig2 陽性神経幹
細胞からはプルキンエ細胞が、Gsh1 陽性神
経幹細胞からは Pax2 陽性介在神経細胞が選
択的に生み出されるということを明らかに
した（図 3）。	
 

	
 また中期的リニエージ解析により、Olig2

陽性の神経幹細胞が発生と共に次第に Gsh1

陽性の神経幹細胞へと形質を変えるという

こと、すなわち「プルキンエ細胞(PJC)産生

神経幹細胞」から「Pax2	
 IN 産生神経幹細胞」

への「時間アイデンティティの遷移」が起こ

っていることを明らかにした（図 3、図 4）。	
 

	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
また、Gsh1 を Ptf1a 領域全てで異所性に発現
す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
(Neph3-Gsh1)において、プルキンエ細胞の産
生が大きく減少し Pax2	
 IN の産生が増加する
こと、さらに子宮内エレクトロポレション法
で Olig2 を異所性に強制発現させると Pax2	
 
IN の産生が抑制されることを観察した。また、
Olig1/2 ダブルノックアウトマウスでは
（Olig2	
 単独 KO では Olig1 の発現上昇によ
りレスキューされたため）、プルキンエ細胞
が激減し、Pax2	
 IN が激増していた。以上か
ら、Olig2 および Gsh1 がそれぞれ「PJC 産生
幹細胞」および「Pax2	
 IN 産生幹細胞」の時
間アイデンティティを決定していることが
示唆された（図4、現在Neuron 誌に投稿中）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図 4	
 小脳脳室帯の神経幹細胞の時間アイデン

ティティの遷移と転写因子	
 

図 3  Ptf1a ドメイン内の Olig2, Gsh1
サブドメインの遷移  



 

 

	
 
かように、小脳をモデル系として、神経幹細
胞の空間アイデンティティおよび時間アイ
デンティティを司る転写因子の同定に成功
し、多種多様な神経細胞を生み分ける仕組み
の一端を明らかにすることができた。しかし、
上記(４）で示唆されたような、菱脳唇と脳
室帯の共通の時間アイデンティティを規定
するような分子は未だに特定するに至って
おらず、まだまだ残された課題も多い。今後
さらにこの研究を推進して行きたい。	
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