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研究成果の概要（和文）：神経細胞は一生涯にわたって同一のゲノムDNA分子を利用しており、ゲノムDNAの恒常
性は神経細胞の機能維持に重要である。本研究では、神経細胞の活動依存的なゲノムDNA構造の変化、ゲノムDNA
修飾の変化を解析した。これにより、ゲノムDNAの構造維持にとって重要な分子群の探索を行った。本研究で得
られた分子機構は、神経細胞の生理的な機能維持に重要で、加齢および神経変性疾患における神経細胞の機能低
下に関係していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Neurons utilize the same genomic DNA molecules throughout their lifetime, 
and genomic DNA homeostasis is important for maintaining neuronal function. In this study, we 
analyzed activity-dependent changes in genomic DNA structure and genomic DNA modifications in 
neurons. We searched for molecules important for the maintenance of genomic DNA structure. The 
molecular mechanisms obtained in this study are important for the physiological maintenance of 
neuronal function and may be relevant to neuronal dysfunction in aging and neurodegenerative 
diseases.

研究分野： 神経科学

キーワード： アルツハイマー病　DNA傷害　神経細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、神経細胞が成熟して以降、どのように機能を維持しているのかを理解するうえで重要である。一般的
な加齢における神経細胞の機能維持において、どのような分子が関与しているかが明らかになるだけでなく、ア
ルツハイマー病をはじめとしたDNA傷害の蓄積が重要であると考えられる神経変性疾患の病態解明にも関係する
ものである。神経細胞におけるDNA構造の維持機構という学術的意義とともに、加齢や神経変性疾患という高齢
化社会における大きな社会的課題に対しても貢献することが期待される。

※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 
分化した神経細胞は非分裂細胞であり，ゲノム DNA は分化時から一生涯にわたり使い続けられ
るため，ゲノム DNA の恒常性を保つことは細胞機能維持における最も重要な課題の１つであ
る．一方で，神経細胞は活動依存性に，初期応答遺伝子の誘導を行う際に，DNA2 重鎖切断を利
用したゲノム DNA 構造の大きな変化を利用する性質がある．この性質は，初期応答遺伝子を迅
速かつ強力に誘導できる反面，ゲノム DNA の恒常性維持という観点からはリスクとなり，脳内
の神経細胞において加齢とともに体細胞変異が蓄積することもあきらかとなった． 
一方で，本研究費の申請者である間野はアルツハイマー病(Alzheimer’s disease; AD)の神経細
胞特異的メチル化解析を行い，AD 神経細胞においては DNA 修復遺伝子である BRCA1 に機能
異常が生じていることを報告した(Mano T, PNAS, 2017)．この研究において，AD で重要と考え
られてきたアミロイドβ(Aβ)は神経細胞に DNA 傷害を誘導し，BRCA1 はその修復を担ってい
るが，リン酸化タウにより BRCA1 の機能が障害され，DNA 修復機構が破綻，神経細胞の機能
障害に至ることを示した．実際，AD 脳では正常脳と比較して有意な DNA 断片化が蓄積してお
り，Aβ存在下において BRCA1 の機能を低下させると DNA 傷害の顕在化とともに神経細胞の
可塑性が傷害された． 
これらの研究から，分化後に分裂せず，一生涯にわたって同一のゲノム DNA 分子を利用し続け
る神経細胞が，ゲノム DNA の恒常性をいかに担保しているのか明らかにしたいと考えた． 
 
２．研究の目的 
本研究の第一の目的は，DNA 傷害に対応して神経細胞に最適化された DNA 修復機構基盤が生
理的に備わっているはずで，その分子メカニズムを明らかにすることを目的としている．また，
申請者は AD における DNA 傷害の蓄積を明らかにしており，得られた DNA 修復機構をもと
に，AD 発症に関与する分子基盤を明らかにすることを第二の目的としている． 
DNA 傷害およびその修復機構はがん領域を中心にこれまで研究をされてきたが，がん細胞と神
経細胞では，相同組換えによる修復で利用する細胞分裂という点で大きな相違があり，神経細胞
がいかにゲノム恒常性を維持しているかという知見はまだない．また，AD における知見から
DNA 傷害の蓄積，その過程において BRCA1 の機能不全が存在することが明らかとなり，DNA
傷害の神経変性における意義と，神経細胞における生理的な DNA 修復機構が重要であることを
裏付けるデータを得ている． 
従って，本研究では，神経細胞におけるゲノム DNA の維持機構を明らかにするとともに，それ
をもとに，神経変性における DNA 傷害の意義を明らかにすることを目的とした．  
 
３．研究の方法 
ヒト神経前駆細胞を成熟神経細胞に分化させ，神経細胞のマーカーを発現していることを確認
し，また NMDA 刺激による応答を確認した．DNA 傷害の解析やクロマチン構造の解析には，核の
みを得ることがその後の解析において必須であった．一方で，分化した神経細胞から細胞は豊富
な突起を有し，一般的な培養細胞と異なり細胞を均一に分散した核を得るためのバッファーを
検討した． 
DNA 傷害の定量については，上記で得られた神経細胞核を用いて，セルソーターを利用した DNA
傷害レベルの定量を行った．このような神経細胞における DNA 傷害・修復系の遺伝学的なスクリ
ーニングを行うため，CRISPR Library によるスクリーニングを行った．具体的には，CRISPR 
Library を導入した成熟神経細胞を NMDA で刺激を行い，上記の DNA 傷害マーカーを利用した
FACS で定量し，スクリーニングを行った．これにより，DNA 傷害・修復に関与する遺伝子のスク
リーニングを行った． 
アルツハイマー病におけるゲノム DNA 構造を解析するため，ATAC-seq および Hi-C による解析を
行なった． 
 
４．研究成果 
ヒト神経前駆細胞を成熟神経細胞に分化させ，各種マーカーの発現を評価した．十分な分化マー
カーの発現が確認でき，生存率も安定していた期間として，14 日間が適切な期間であった．細
胞核の分散にあたっては，適切な界面活性剤の選択と，十分な homogenization が必要であり，
条件の最適化を行なった．結果として，細胞核を適切なマーカーで染色し，それに従った FACS
を行うことが可能となり，DNA 傷害マーカーによって DNA 傷害の半定量を行うことができた．こ
の細胞系を用いて、NMDA 刺激による DNA 傷害について定量を行い，CRISPR Library を用いて関
与する遺伝子グループのスクリーンングを行なった． 
神経前駆細胞から分化させて作成した成熟神経細胞を NMDA で刺激処理し，その後の反応につい
て，ゲノム構造およびゲノム修飾の観点から解析を行った．NMDA の刺激を行うと，ゲノム DNA の
chromatin accessibility は数十分単位で大きく変化をするが，約 24時間をかけてほぼもとの
構造に戻ることがわかった．また，ゲノム修飾を観察すると，ゲノム構造に同期して修飾の変化



が起きることが確認された．さらに高次元な構造を明らかにするため，これらの細胞を用いて
Hi-C 解析を行なった．Hi-C 解析については，シーケンスデータを解析している． 
アルツハイマー病における DNA 傷害の影響を解析するため，アルツハイマー病にいても ATAC-
seq および Hi-C の解析を行なった．ATAC-seq では正常コントロールと比較して，神経細胞の機
能調整に関する領域に構造変化を認め，同領域においてヒストン修飾の変化を見出すことがで
きた．このような領域には，すでにアルツハイマー病との関連が全く異なったコンテクストから
報告されている遺伝子群も含まれているものの，新たな病態関連遺伝子群も含まれていた．現在、
これらの遺伝子についても病態における機能的意義を解析している． 
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