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研究成果の概要（和文）：神経幹細胞分化を司るニューロエピジェネティクス制御の全容解明とその分子制御メ
カニズムの解明のため、1)神経分化過程でのクロマチン構成分子およびその制御因子の網羅的な発現パターン解
析、2)神経超長鎖遺伝子のmRNAの転写を許容するクロマチンダイナミックの制御メカニズムの解析、3)同定した
クロマチン制御因子および構成因子の神経発生・分化における機能解析、神経エピゲノムと遺伝子発現に及ぼす
影響の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：To explore how gene expression is controlled by epigenetic regulation in 
neuronal development, we conducted following experiments; 1) transcriptome studies focusing 
neuroepigenetic regulatory factors during neural differentiation, 2) analyze molecular mechanism of 
chromatin regulation which couples with extra-long gene regulation, 3) analyze the function of 
neuroepigenetic regulatory factors in neuronal development.

研究分野：分子神経発生学

キーワード： Sfpq　RNA結合タンパク質　クロマチン・リモデリングファクター　ヒストン修飾　DNA修飾　RNA修飾　
超長鎖遺伝子発現制御　免疫沈降・質量分析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経幹細胞から神経分化過程でかなりダイナミックなニューロエピジェネティクス制御機構が存在することが明
らかとなり、これが予め神経発生過程にプログラムされたものなのか、発生の過程につれて受動的に変化するも
のなのか明らかにできると考えている。一連の研究で、謎だったニューロエピジェネティクス制御機構の存在が
明らかになり、神経発生制御機構の解明貢献する知見が得られたと共に、この制御機構をさらに解明することで
iPS細胞等を用いた再生医療の研究や、この制御機構に異常により発症する神経変性疾患・精神疾患の解明につ
かながると思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
染色体のエピゲノムおよびクロマチンの構造は、個体発生（受精）直後に一定のパターンが形
成されてからはその後あまり変化しないと従来は考えられていた。ところが、神経発生・分化過
程や神経活動により遺伝子発現パターンが大きく変動することから、遺伝子発現の制御に関わ
るこれらの構造が大きく変動することが想定される。網羅的なエンハンサートラップ解析 
(Nord et al, Cell, 2013)、ATAC-Sequence (assay for transposase-accessible chromatin 
sequencing) による open-chromatin領域の網羅的な同定 (Su et al., Nat Neurosci, 2017; de la 
Torre-Ubieta, L. et al., Cell, 2018)、3C（chromosome conformation capture）法を応用した Hi-
C によるクロマチン３次元構造変化の同定、メチル化 DNA と修飾ヒストン抗体による網羅的
なエピゲノム構造の同定などにより、エピゲノムおよびよびクロマチンの構造や制御がダイナ
ミックに変化しているいことが近年の研究で捉えられるようになって来ている(Gallegos et al, 
Trends in Neurosciences, 2018)。しかし、神経発生過程で神経幹細胞から神経細胞へ分化する
時に、どのようなメカニズムで神経幹細胞のゲノム全体のクロマチン構造の変化が起こってい
るのか、さらに転写制御状態の変化が２次的にクロマチン構造を変化させているのか、または発
生プログラムによるクロマチン構造の変化により２次的に遺伝子発現のしやすさが変化するの
か、最終的に神経エピゲノム制御は神経発生の何を制御しているのか、という大きな疑問にはま
だ答えが出ていない。 
 
２．研究の目的 
申請者はこれまでに神経発生・分化を特異的に制御するメカニズムの探索の目的から、マウス
胎児脳での神経発生・分化過程での網羅的な遺伝子発現解析を行い発現変動遺伝子のデーター
ベースを構築していること、またこれまでの研究で、神経発生・分化に伴い長さが数 100 キロ
を超える神経遺伝子が高発現すること、RNA結合タンパク質 Sfpqが pre-mRNAと複合体を形
成し RNA-Polymerase IIを活性化することで超長鎖遺伝子発現を制御することを見出していた 
(Takeuchi et al., Cell Reports, 2018)。これらのデーターベースやこれまでの発見を元にして以
下のアプリーチをすることで、上記の謎の解明につながると考えた。 
（１）高次生命機能としてマウス胎児脳での神経分化系をモデルにして、申請者の構築したデ
ーターベースを用いクロマチン制御因子（リモデリングファクター）およびクロマチン構成分子、
エピゲノムの制御因子の網羅的な発現パターン解析を行い、神経分化過程の global なクロマチ
ンダイナミズムを規定する因子を同定し、これらの因子の loss or gain of function studiesから
その生理的な意義を探る。 
（２）胎生期に高発現する神経特異的な遺伝子の中に全長が 100-2000kb の超長鎖遺伝子があ
り、転写が活性化されている状態ではこの長い領域をカバーするクロマチンの構造が開くこと
が想定されるが、遺伝子の長さからこの開きが転写因子のみで調節されているとは考えにくい。
我々はこの長鎖遺伝子の転写伸長が mRNA-RNA 結合タンパク質複合体により制御されること
を見出していることから、mRNA-RNA 結合タンパク質複合体と相互作用する分子の免疫沈降
と質量分析(IP-MS解析)によりその中からクロマチン構成因子および制御因子、エピゲノムの制
御因子を網羅的に同定し、これらの因子の loss or gain of function studiesを行うことで、神経
発生に神経分化を制御する転写調節機構と神経エピゲノム制御のクロストーク、さらにその神
経発生における生理的な機能を解析する。 
 
３．研究の方法 
１）神経分化過程でのクロマチン構成分子およびその制御因子の網羅的な発現パターン解析
(武内)  
報告者は、マウス胎児脳を用いて神経初生・分化過程で発現変動する遺伝子の全リストを作成
している。Gene Ontology term のデーターベース(http://geneontology. 
org/)から、クロマチンの component およびクロマチンリモデリングファクターの全 gene list
を作成し、保有する遺伝子発現データーベースとマージすることで、神経発生・分化過程での
神経クロマチン制御因子（リモデリングファクター）およびクロマチン構成分子、エピゲノム
制御因子の全体像をまず発現レベルで知ることができる。発現変動が著明な分子につき、さら
に脳内発現プロファイルを調べることで、神経分化や脳形成という高次生命現象に specific な

クロチン制御やエピゲノム制御が存在するのかどうかを明らかにする。 
 

２）神経長鎖遺伝子の mRNA の転写を許容するクロマチンダイナミックの制御メカニズムの解
析(武内)   
報告者は、神経発生・分化過程で特異的に発現上昇する RNA 結合タンパク質 Sfpq の機能解析
を行い、この分子の欠損により数 100-2000kb 長の標的遺伝子の発現が特異的に低下することを
見出している(Takeuchi et al., Cell Reports, 2018)。Sfpq の分子構造から、Sfpq は転写と
共役して転写された pre-mRNA に結合しながら、CDK9 との相互作用から RNA ポリメラーゼを活
性し、さらに SWI/SNF complex と相互作用しながらクロマチン構造を開くことで長鎖遺伝子の



転写伸長を促進しているモデルを申請者は想定している。Sfpq が長鎖遺伝子の発現制御に必須
であるドメインの同定を現在進めており、同定されたドメイン部分を使用して免疫沈降と質量
分析(IP-MS 解析)を行い、神経長鎖遺伝子の発現制御に共役して起こる神経エピゲノム制御や
エピゲノム制御に関与する分子を網羅的に同定する。 
 
３）同定したクロマチン制御因子および構成因子、エピゲノム制御因子の神経発生・分化におけ
る生理機能の解析、遺伝子発現に及ぼす影響を解析(武内・飯田)  
１）で同定した神経発生過程で発現変動するクロマチン制御因子およびクロマチン構成分子、
エピゲノム制御因子、エピゲノム制御因子につき、細胞および胎児脳での loss of function or 
gain of function studiesを行い、神経分化異常が起こるかどうかにつきphenotypic assayと、
ノックダウンや強制発現により引き起こされるクロマチン構造変化とそれに伴う遺伝子発現制
御の変化を ChIP-seq および RNA-seq で解析する。この実験は、２）の実験で同定される、長鎖
遺伝子発現制御によりクロマチンを制御すると考えられる因子の機能解析と共に主に in vitro
での解析系で行う。さらにin vivoで子宮内胎児脳遺伝子導入実験（In Utero Electroporation）
により神経分化および脳の形成に対する影響を調べることで、神経発生における神経エピゲノ
ム制御の生理的な意義の解明に挑む。 
 
４．研究成果 
神経幹細胞分化を司るニューロエジェネティクス制御の全容解明とその分子制御メカニズムの
解明のため、１）神経分化過程でのクロマチン構成分子およびその制御因子の網羅的な発現パタ
ーン解析、２）神経超長鎖遺伝子の mRNA の転写を許容するクロマチンダイナミックの制御メカ
ニズムの解析、３）同定したクロマチン制御因子および構成因子の神経発生・分化における機能
解析、神経エピゲノムと遺伝子発現に及ぼす影響の解析を行った。 
 
１）THE GENE ONTOLOGY RESOURCE (http://geneontology.org) から chromatin のキーワード 
に含まれるヒト遺伝子をマウスに ID変換し、1976 遺伝子（histone: 885 genes）を抽出した。
さらに Gene Ontology term のデーターベースおよぶ総説論文等から、これらをクロマチン構成
分子、クロマチンリモデリングファクター（全３７因子）、エピゲノム制御因子（全２５因子、
うちヒストン修飾関係１８）、RNA polymerase II の転写伸長制御関連因子（全７）、N6-
methyladenosine RNA 修飾関連因子（全３９、RNA 修飾４，RNA メチレーション４）、ribosomal 
RNA 生成関連因子（全 ８７）、RNA 結合因子（全１５４２），messenger RNA 結合因子（全１３９）
の主要な gene list の作成を行った（図１、リストの内容は confidential）。 

  図１ エピゲノム、クロマチン、RNA 制御関連の遺伝子リスト 
 
このリストに従い、報告者の構築したマウス胎児脳を用いて神経初生・分化過程で発現変動する
遺伝子データ―ベースと照会すると、 
神経幹細胞から分化した神経細胞特有の発現を示すもの（FC≥1.5）  が 268 遺伝子 
未分化の神経幹細胞特有の発現を示すもの.           （FC≤10.67）が 510 遺伝子 
が同定された。 
この中にクロマチンリモデリングファクターである SWI/SNF complex 構成因子、ヒストン
deacetylse が複数含まれており、さらに histone のサブタイプの発現が大きく変化しているも
のが確認された。以上から、神経幹細胞から神経分化過程でダイナミックなクロマチン制御機構
が存在することが確認できた。 



 
２）RNA結合タンパク質Sfpqに依存した神経超長鎖遺伝子の転写伸長制御機構の解明のために、
Sfpq と相互作用する分子の免疫沈降と質量分析による神経超長鎖遺伝子発現制御複合体の同定
を行った。具体的には、FLAG-tagで標識したSfpqを発現させた培養細胞から核抽出液を採取し、
FLAG 抗体で共免疫沈降を行うことで Sfpq が核内で形成する複合体を単離し、この複合体に含ま
れるタンパク質を質量分析により網羅的に同定した。その結果、Sfpq と相互作用する分子が 1908
個同定され、さらにコントロールとの比較から FC≥8, p<0.05 の基準をクリオーした分子が 572
個同定された。GO 解析の結果、この中に RNA 制御因子、クロマチン制御因子、エピゲノム制御
因子が多数含まれていた（図２、図３）。以上から、神経超長鎖遺伝子の発現調節にはクロマチ
ン制御・エピゲノム制御・RNA 制御・転写伸長制御がカップリングして同時に制御されており、
RNA 結合タンパク質である Sfpq がこの制御複合体の中心分子である可能性が示唆された。 
 
図２                   図３ 

 
３）１），２）のデーターをさらに統合して、神経発生で神経幹細胞から神経細胞へ分化する過
程で神経超長鎖遺伝子の発現に重要なニューロエピジェネティクス制御因子群の同定を行った。
さらにこれらの分子群の神経超長鎖遺伝子の発現調節における分子制御機構および神経細胞や
脳形成における生理機能を解析する系を構築し実際の解析に着手した。 
今後のさらなる解析で、神経発生を調節するエピゲノム制御の発生プログラム、そして遺伝子
発現に依存して変動するエピゲノム制御の分子機構の全容が明らかになると期待される。 
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