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研究成果の概要（和文）：本課題では，ヒト・非ヒト霊長類・マウスを分ける遺伝子発現制御機構に着目し，種
に固有の臓器表現型をもたらす細胞の機能エピゲノムの違いと，それを基礎とした細胞同士の時空間相互作用の
違いを，霊長類iPS細胞・脳オルガノイド・マウス個体の高度利用により定量的に解析した。神経幹細胞に着目
した成果として、多数の動物種種特異的なノンコーディングRNA（pancRNA）が遺伝子活性化に関わることを明ら
かにした。これらのうち、多くのヒト特異的pancRNA制御下遺伝子が細胞の増殖に関連し、マウス個体への賦与
した場合には、大脳の容積拡大に寄与できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the regulatory mechanisms that differentiate 
the gene expression patterns in primate and rodents, that possibly lead to the differential 
morphology and functions of organs depending on species through epigenetic mechanisms. Utilizing the
 neural stem cells, we identified a fraction of species specific promoter-associated non-coding RNAs
 (pancRNA) that can specifically upregulate the partner genes. Among them, most of the 
human-specific pancRNAs were related to the cell cycle progression, and the mimicking the human type
 expression in the fetal mouse neural stem cells by in utero electroporation frequently showed the 
enlargement of the neocortex.

研究分野： RNA生物学

キーワード： ノンコーディングRNA　エピゲノム　霊長類　脳　動物種差

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、種を超えて高い相同性を示す分子の振る舞いを指標に、多細胞系の形成と機能化のロジックを解く研究が
進められてきた。しかし、獣医学・畜産学領域ではさまざまな動物を取り扱うため、個体や臓器の高度な活用や
疾病治療に向けては、種にしたがったロジックの違いをよく理解するための動物生命科学を発展させる必要があ
る。本研究により、種に固有の臓器形成メカニズムを司るネットワークモジュール群が明らかになりつつあり、
今後は動物組織を適応・進化させる原動力を紐解くことで、疾病ゲノムから明らかにする従来型データ解析とは
全く異なる礎とし、また、新しい実験動物提供等の応用基盤創出に繋げることが期待できる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 近年の生命科学の発展により，発生過程や組織恒常性維持ひいては老化を制御する，生物間で
保存された現象に対する分子・遺伝子レベルの解明が大きく進展した。しかし，例えば，ブタの
結腸は円錐型であるのに対し，ウシは円盤型であり，また，ヒト・マウスの胎盤は盤状であるの
に対し，イヌ・ネコは帯状であり，ウマ・ブタは散在性を示すなど，表現型は種ごとに多岐にわ
たるが，その分子基盤解明は黎明期にあると言わざるをえない。ほ乳類において著しく発達した
機能を支える脳の場合も同様であり，ヒトでは脳溝・脳回がある一方，マウスではいわゆる平滑
脳という形態を示す。例えば，タンパク質をコードする遺伝子配列の類似性は，ヒトとマウスで
は 85%，ヒトとチンパンジーでは 99%など，極めて高い相同性を示すものの，細胞機能や組織・
臓器レベルの生体機能における種特異的な性質とは何であるのか，また，個体レベルにおける生
物種間との差異は何であるのか，を説明できていない。これらの問いに解答するための，種特異
的な制御機構の定性・定量化がもたらすインパクトは計り知れない。 
 遺伝子セットが進化的によく保存されているにも関わらず動物間で細胞・個体が様々な観点
から異なる挙動を示す原因として，転写・翻訳・タンパク質の修飾や分解速度の違い，ncRNA
の発現差などが考えられる。いずれのプロセスも転写がなければ成立せず，これまでの膨大な研
究結果も機能性分子の調節には転写制御が大事な役割を果たすことを示している。「動物らしさ」
を規定する遺伝子発現制御の基盤としては，種特異的エピゲノム修飾や，それを規定する遺伝子
制御領域のゲノム配列特異性の存在が想定できるが，ここで大事なことは，ゲノムの 98%をも
占める遺伝子外領域に目を向けることであると考えており，遺伝子転写の ON/OFF や程度を調
節する ncRNA，さらにはその修飾規定の根源を成す遺伝子発現制御領域配列（レトロトランス
ポゾン挿入部位や遺伝子自体の配置を含む）に着目することで，遺伝子の制御構造の特徴をよく
捉えることが可能となり，種特異性のルール描出に資すると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本課題では，霊長類・齧歯類を分ける遺伝子発現制御機構に着目し，種に固有の臓器表現型を
もたらす細胞の機能エピゲノムの違いと，それを基礎とした細胞同士の時空間相互作用の違い
を，霊長類 iPS 細胞・脳オルガノイド・マウス個体の高度利用により定量的に解析することとし
た。特に，種特異的ノンコーディング RNA（ncRNA）と種に従って配置の異なるゲノム領域に
着目し，それらの存在の有無が制御下遺伝子群にもたらすインパクトを包括的に定量化し，イン
パクトの大きいゲノムエレメントを複数選定する。さらに，ゲノム編集によるゲノムエレメント
交換実験に向けて，観察される細胞の振る舞いの改変度を多階層に渡って定式化することを目
標とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 イルミナ社の Hiseq2500と HiseqXにより，pancRNAと mRNA発現情報を取得した。pancRNAが
ヒトにありマウスにない遺伝子として，MEIS1，UCP2，NRSN2，CD63を選択し，ヒト神経幹細胞に
おけるノックダウン（KD）実験と in uteroエレクトロポレーションによるマウス脳への賦与実
験を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
1．UCP2 はヒトとマウスの神経幹細胞（NSCs）において発現量が大きく異なる 
 ヒトとマウスの NSCs において発現量が異なる遺伝子を調べるために，Florio et al. （2015）
らの RNA-seqデータを用いた。このデータセットは，マウス胎仔大脳において，DiI+，Prom1+，
Tubb3-GFP-の細胞を apical ragial glia（aRG），DiI+，Prom1-，Tubb3-GFP-の細胞を basal 
ragial glia（bRG），DiI+，Tubb3-GFP+，Prom1-をニューロンとして選別されている。ヒトの

胎児から単離した脳においても aRG と bRG は，上記マーカーで標識し，さらに G0 期に存在す

るニューロンと，S-G2-M 期の神経前駆細胞などを DNA染色により蛍光標識で選別されている。 
 発現量が大きく異なる遺伝子上位 250 個のうち，Gene Ontology の Human Phenotypeカテ
ゴリーに含まれ，代謝に関わっている遺伝子は計 18 遺伝子あった。ヒトとマウスを比較したと

きに，ヒト NSCs で発現量が多い遺伝子が 11，マウス NSCs で発現量が多い遺伝子が 7 であっ



 

 

た。この代謝関連遺伝子の中で，抗酸化応答に働くとされる UCP2 に着目した。UCP2 の発現

量はヒトの神経幹細胞（aRG）で 396.7±12.75（TPM）（n=4）であり，マウスの神経幹細胞（aRG）
では 10.62±1.21（TPM）（n=4）であった。つまり，ヒトではマウスの約 40倍の発現量を示し

たことから，ヒト幹細胞において UCP2 が重要な機能を果たす可能性が想定できた。また，ヒ

トにおいて分化運命の決定前後で UCP2 の発現量が変化するかも調べた。その結果，ヒトのニ

ューロンでの発現量は，236.2（TPM）（n=2）であり，これは神経幹細胞の発現量の 57.7％であ

った。このことから，ヒトにおいて UCP2 は幹細胞においてより多く発現していることも分か

った。一方，マウスでの UCP2 のニューロンでの発現量は 28.61±1.25（TPM）（n=4）であり，

これは神経幹細胞の約 3 倍の増加であった。ヒトとマウスで幹細胞期とニューロンでの発現様

式が異なっていたことから，ヒトとマウスでそれぞれ異なる制御メカニズムが存在すると考え

られた。 
 
2．UCP2 の KD は神経幹細胞において細胞増殖を減少させる 
 ヒト iPS 細胞由来のヒト神経幹細胞である AF22 を用い，UCP2 が神経幹細胞の振る舞いに

与える影響について検証した。そのために，shRNA による UCP2 の KD を行い，EdU の取り

込み実験によって細胞増殖率を評価した。shRNA による UCP2 の発現変化は qRT-PCR によっ

て評価した。その結果，UCP2-sh1 で 95.4±0.250％発現量が低下し，UCP2-sh2 では 79.9±
4.70％発現量が低下した。つまり，UCP2_sh1 では細胞増殖が約 44％減少し，UCP2_sh2 では

約 55％減少したことになる（n=6: 図 1）。統計処理の結果，UCP2 を KD することで細胞増殖

が有意に減少したと結論付けた。以上のことから，UCP2 の発現は神経幹細胞の細胞増殖の亢進

に関わっていると考えられた。 

図1．UCP2KDによる細胞増殖率の変化 
a) AF22における抗体免疫染色の結果。核をHoechstで染色。GFP
はshベクターを含むウイルスが感染した細胞。EdUが増殖して
いる細胞。（スケールバー：200 µm） 
b) 細胞増殖率のグラフ。Controlは13.6±0.43％，UCP2_sh1は
7.52±5.31％，UCP2_sh2は6.07±0.88％であった。n=6，
*P<0.05，**P<0.01，テューキーの多群検定。エラーバーは標準
誤差を示す。 

 
3．網羅的遺伝子発現データは UCP2 の細胞増殖能と細胞生存機能を支持する 
 UCP2 を KD した場合の遺伝子発現変化を見るために RNA-seq 解析を行った。q値が 0.05以
下を示す発現変動遺伝子群について GO 解析を行った（n=4） 。図 2 に示したように，UCP2
を KD することで発現量が上昇した遺伝子は，ROS 応答，TORC1 シグナルの負の制御，細胞

増殖制御，コレステロール逆輸送・流出やアミノ酸応答などに関連していた。実際に発現量が上

昇した遺伝子をみてみると，ストレス応答に関わる Sestrin（SESN）遺伝子ファミリー，細胞

死に関係する Fas cell surface death receptor（FAS）などがあった。また，UCP2 の KD によ

って発現量が減少した遺伝子には，細胞周期の進行，DNA複製に関わるものが多く挙げられた。

実際に発現量が減少した遺伝子をみてみると，chromatin licensing and DNA replication factor 



 

 

1（CDT1），cell division and cycle associated 5（CDCA5），DNA primase subunit 1（PRIM1），
cyclin dependent kinase inhibitor 3（CDKN3）などがあった。これらのことから，UCP2 の KD
によって細胞内シグナルに変化を介して細胞増殖が抑えられ，細胞死が亢進したと考えられた。 

図2．RNA-seqデータのGOターム解析 

UCP2の KDによって発現量が増加した遺伝子の GOterm 
解析結果。横軸は p値の-log10をとった値 

 
4．UCP2 の発現はグルタミン代謝酵素の発現に影響を与える 
 UCP2 は代謝シフトを促す因子であると考えられている。がん細胞において UCP2 の下流に

は，解糖系の律速酵素である PFKFB2 の活性化経路が存在する。また，グルコース酸化の変化

は，例えばグルタミンの代謝にも連関して影響を与える可能性が考えられる。しかし，RNA-seq
解析では，解糖系の代謝酵素の変化は上位に挙がってこなかった。そこで，神経幹細胞において

UCP2 が解糖系酵素の発現に影響を与える可能性を検討するため，UCP2 を KD した AF22 に

おける解糖系関連酵素の発現量を調べた。解糖系に関わる酵素として HK1，PFKFB2，LDHA，

グルタミン代謝に関わる酵素として GLS，GLUD1 を調べた。この実験では，KD 効率が高い

UCP2_sh1 を用いてサンプルを作製した。その結果，コントロールでの発現量を 100％としたと

ころ，HK1 では 103±12.5%，PFKFB2 では 120±16.9%，LDHA では 71.1±8.68％，GLS で

は 64.9±12.2％，GLUD1 は 88.1±9.36％となった（n=3）。標準誤差が大きいが，LDHA と GLS
は UCP2KD によって発現量が減少するという結果が得られた。この結果は，UCP2 を KD した

AF22 の RNA-seq 解析データとも一致した。 
 
5．ヒト特異的 pancRNA を有する CD63 のマウス大脳への強制発現は容積増大をもたらす 
 図 1 に示したようなヒト iPS 細胞由来の神経幹細胞株AF22 を用いた EdU の取り込み実験と

active Caspase3 抗体染色は，UCP2 以外にも複数並行して進めており，MEIS1， NRSN2，
CD63についても，KDすると細胞増殖の有意な抑制と細胞死の増加傾向が認められた。反対に，

子宮内エレクトロポレーションによるマウス胎仔脳への過剰発現から神経幹・前駆細胞の増加

傾向が認められた。 
 例えば，エクソソーム膜で機能することが知られるヒト特異的 pancRNA駆動型遺伝子 CD63
について，マウス大脳発生中の神経幹細胞においてヒト型発現に改変すると，大脳新皮質の層構

造のうち，深層ニューロン（Ctip2+）の数は変化させずに，浅層ニューロン（Satb2+）の数が

増大し，さらに，マウスではみられないはずのしわの原基のような構造が，改変当時神経幹細胞

だったニューロンにより構築された（図 3）。したがって，pancRNA獲得に伴うこれらの遺伝子



 

 

の発現量種差は，大脳神経幹細胞増殖変化を介して表現型の違いに寄与してきたことが強く示

唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3．マウス胎仔大脳におけるヒト型発現模倣の効果 
マウスCD63を胎生 13日齢の大脳神経幹細胞に強制発現する
と，大脳の浅層ニューロンの数が増大する。（スケールバー：

200 µm） 
 
 図 1 に示したように，UCP2 を KD することで細胞増殖が抑えられた。UCP2 の発現は細胞

内 ATP レベルを介した AMP-activated protein kinase（AMPK）経路の変化によって細胞周期

を回しうることが知られている。実際にがんにおいて，UCP2 の発現が AMPK経路の活性を制

御し，細胞増殖を促進するという結果が示されている。しかし，発生の過程においても UCP2 が

細胞の増殖に機能するのかは不明であった。今回，図 2 の GO 解析の結果から， UCP2 の KD
によって，例えば ROS の活性を抑える SESN 遺伝子ファミリーの発現などが上昇していたこ

とは，正常な発生においても UCP2依存性の AMPK経路制御が機能していることを示唆してい

る。この SESN は DNA損傷応答を引き起こす p53 の下流に存在し，AMPK シグナルを正に制

御することで，mTORC1 シグナルを抑制し，細胞増殖を抑えてしまう。実際，GO 解析から

regulation of response to reactive oxygen species と negative regulation of TORC1 signaling 
に関する遺伝子がエンリッチしていたことから，UCP2 が存在しない場合には，AMPK 経路か

らのｍTORC1 シグナル抑制と ROS 産生が共役して起こり，ヒト神経幹細胞の増殖が負に制御

されてしまうのである。したがって，UCP2 はヒト神経幹細胞において解糖系を優位にすること

でその増殖活性を維持することに機能していると考えられる。 
 図 2 から，UCP2 を KD するとコレステロールの取り込みに関わる遺伝子の発現が上昇し，

神経幹細胞における UCP2 は脂肪酸代謝にも関係することが示唆された。神経幹細胞やがん細

胞などの増殖が盛んな細胞では，グルコースだけではなく脂肪酸やグルタミンの代謝も盛んに

行うことで，エネルギー産生や細胞内ホメオスタシス（酸化還元バランス）を維持している。

UCP2 は飢餓時などにおいて，グルコース利用から脂肪酸の代謝を促進する働きがあり，UCP2
が脂肪酸のミトコンドリアへの取り込みを修飾する可能性も考えられる。これらのことから，

UCP2 の機能を考えるにあたっては，解糖系と酸化的リン酸化のバランスに加えて脂質代謝ま

で広範にわたった代謝リプログラミングを考慮に入れた上で議論していかねばならないだろう。

現在そのメカニズムを詳細化するために，脂質代謝の場合，SCARB1 遺伝子に着目している。

この遺伝子は，コレステロールの取り込みを仲介するタンパク質であり，UCP2 を KD したと

きに発現量が減少した。現在，UCP2 を KD した効果が SCARB1 遺伝子の強制発現にレスキュ

ーできるかを評価すること計画しており，その他下流遺伝子の意義についても調べることによ

り，代謝リプログラミングの分子実態が明らかになると考えている。 
 図 3 に示したように，ヒトにありマウスにない pancRNA をもつ遺伝子の発現をマウス

においてヒト型に変換すると，神経幹細胞の増殖促進を介して，脳の体積が増大することを

明らかにしつつある。現在機能解析に供与している遺伝子は，膜タンパク質，ミトコンドリ

アタンパク質，転写因子，細胞骨格関連分子と多岐に渡っており，マウスとヒトの脳機能を

分ける要因は想像以上に多数の遺伝子の発現調節にあることが考えられる。また，種特異的

ノンコーディング RNA の獲得は細胞の数だけではなく質（より多様な細胞サブタイプの創

出）にも影響を及ぼしている可能性も考えられる。今後はシングルセルレベルの解析を通し

て，脳の高次化を担う分子群の実態を明らかにしていくことで，マウスに簡便にヒト形質を

賦与することが可能となり，創薬技術の飛躍的発展に資するものと考えている。 
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