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研究成果の概要（和文）： 

 
 胎生期の神経幹細胞を Hes1 プロモーター:EGFP により可視化したトランスジェニックマウ
スを用いて、脳の異なる発生段階（幹細胞増殖期、深層ニューロン産生期、浅層ニューロン
産生期、グリア産生期）及び脳の異なる領域（胎生 11 日齢）の GFP 陽性幹細胞を FACS によ
り回収し、マイクロアレイを用いた Gene Expression Profiling を行い、各発生段階特異的
及び脳領域特異的な遺伝子発現を網羅的に探索し、各ステージにおいて著明な増減を示す遺
伝子や終脳前後部において異なる発現を示す遺伝子（転写因子）を多数同定した。 
 これら候補遺伝子の機能を解析をするため、In Utero Electroporation 法による強制発現
実験を行い、いくつかの遺伝子において神経幹細胞からのニューロン分化或いは遊走を抑制
する活性が確認された。また、これらの遺伝子の siRNA を用いたノックダウン実験を行い、
Tcf3 及び Klf15 のノックアウトにおいて、神経幹細胞からニューロンへの分化促進を認め、
これらの転写因子が各発生段階において神経幹細胞の維持に重要な機能を果たしていること
を明らかにした。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 

 To shed light on the temporal and regional differences of embryonic neural stem cells, 
we sorted the green fluorescent protein (GFP)-positive neural stem cells from the 
telencephalon of pHes1-d2EGFP transgenic mouse embryos at different developmental stages, 
and from different regions of the telencephalon of the transgenic mice at embryonic day 
11.5, and performed gene expression profiling. Among dozens of transcription factors 
differentially expressed by cells in the ventricular zone during the course of development, 
several of them exhibited the activity to inhibit neuronal differentiation when 
overexpressed. Furthermore, knock-down of Tcf3 or Klf15 led to accelerated neuronal 
differentiation, suggesting that these transcription factors play critical roles in the 
maintenance of neural stem cells at early and late embryonic stages, respectively. 
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１．研究開始当初の背景 
 

 脳の発生過程においては、神経幹細胞から
厳密に制御されたタイミングでまず皮質深
層のニューロンが産生され、続いて皮質浅層
のニューロン、最後にグリアが産生される。
この神経幹細胞の性質変化のタイミングは
細胞系譜の決定とともに、細胞数の決定（増
殖）に重要で、脳の形態形成に決定的な影響
を与える。また、哺乳動物の大脳新皮質は各
機能領域に分けられ、皮質の各層も特異的な
機能を持つことにより複雑な高次脳機能が
営まれている。 
 このように神経幹細胞は時間的・空間的に
刻々と性質を変えて様々な細胞を産み出し、
これが細胞の多様性、機能の多様性の源とな
り、脳の複雑な形態形成を制御している。細
胞移植実験により、発生初期の幹細胞は皮質
深層及び浅層のニューロンを産み出すポテ
ンシャルがあるが、発生後期の幹細胞は徐々
にポテンシャルを失い、浅層のニューロンし
か産生できなくなると報告されている。この
失われたポテンシャルを回復させ、多分化能
を再獲得（脱分化）できれば、より幅広い細
胞系譜への分化能を有した幹細胞が得られ、
任意のニューロン・グリア産生が可能となり、
再生移植医療において非常に重要な発展に
繋がる。 
 こうした神経幹細胞の性質の継時的変化
には、転写因子や細胞外因子に対する受容体
の発現変化などが想定されており、分子レベ
ルで一部明らかになっているが、これまで神
経幹細胞のマーキング及び分離回収が困難
であったため、網羅的に解析することが困難
であった。 
 

 

２．研究の目的 
 
 脳の発生過程においては、神経幹細胞から
厳密に制御されたタイミングでまず皮質深
層のニューロンが産生され、続いて皮質浅層
のニューロン、最後にグリアが産生される。
この神経幹細胞の性質変化のタイミングは、
細胞系譜や細胞数を規定する上で重要で、脳
の形態形成に決定的な影響を与える。 
 また、哺乳動物の大脳新皮質は各機能領域
に分けられ、皮質の各層も特異的な機能を持
つことにより複雑な高次脳機能が営まれて
いる。 
 このように神経幹細胞は時間的・空間的に
刻々と性質を変えて様々な細胞を産み出し、

これが細胞の多様性、機能の多様性の源とな
り、脳の複雑な形態形成を制御している。 
 神経幹細胞は発生過程において徐々にポ
テンシャルを失うことが知られているが、こ
の失われていくポテンシャルを回復させ多
分化能を再獲得（脱分化）できれば、より幅
広い細胞系譜への分化能を有した幹細胞が
得られ、任意のニューロン・グリア産生が可
能となり、再生移植医療において非常に重要
な発展に繋がる。 
 本研究では、胎生期の神経幹細胞を可視化
したトランスジェニックマウスを用いて神
経幹細胞を選択的に回収し、マイクロアレイ
を用いた Gene Expression Profiling を行う
ことにより、脳の発生過程における神経幹細
胞の性質（ポテンシャル）の変化を明らかに
し、その変化を制御する分子の特定を行う。
また、失われたポテンシャルの再獲得によっ
て、より多能性を有したナイーブな幹細胞へ
の脱分化を誘導する手法の開発を目的とす
る。更に、層特異性及び領域特異性の形成に
関わる分子メカニズムを解明し、神経幹細胞
から任意の（層特異的・領域特異的）ニュー
ロン・グリアの産生を試みる。 
 こうした研究から得られた知見を基に、神
経幹細胞における遺伝子発現を操作するこ
とによって、幹細胞の多能性維持・再獲得と
特異的細胞への分化誘導を任意にコントロ
ールすることにより、実際的な神経再生医療
への応用に繋げる研究を進める。 
 

 

３．研究の方法 
 

 胎生期の神経幹細胞を Hes1 プロモータ
ー:EGFPにより可視化したトランスジェニッ
クマウスの終脳から GFP 陽性幹細胞を FACS
により回収し、マイクロアレイを用いたGene 
Expression Profiling により、各発生段階
及び脳の領域特異的な遺伝子発現の網羅的
解析を行う。これにより脳の発生過程におけ
る神経幹細胞の性質変化の実態を明らかに
し、対称分裂から非対称分裂への移行やニュ
ーロン・グリア分化に関わる遺伝子の特定を
進める。 
 それらの遺伝子の強制発現やノックダウ
ン等により発現を操作することで、発生初期
段階の神経幹細胞の持つ多分化能の再獲得
（脱分化）を試みる。また、各種遺伝子を組
み合わせて発現操作することにより、皮質深
層ニューロン産生時期、浅層ニューロン産生
時期、グリア産生時期に相当する神経幹細胞



を創出し、任意の<層特異的>ニューロン・グ
リア産生を目指す。 
 更に領域特異性を規定する遺伝子を明ら
かにし、その発現を操作することで、任意の
<領域特異的>ニューロン・グリア産生を目指
す。 
 再生医療への応用に向け、In Utero 
Electroporation 等による遺伝子発現操作
（強制発現・ノックダウン等）、細胞移植実
験、遺伝子改変マウスの作製等により、in 
vivo での解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
 胎生期の神経幹細胞を Hes1 プロモータ
ー:EGFP により可視化したトランスジェニ
ックマウスを用いて、脳の異なる発生段階
（幹細胞増殖期、深層ニューロン産生期、
浅層ニューロン産生期、グリア産生期）及
び脳の異なる領域（胎生 11 日齢）の GFP 陽
性幹細胞を FACS により回収し、マイクロア
レイを用いた Gene Expression Profiling
を行い、各発生段階特異的及び脳領域特異
的な遺伝子発現を網羅的に探索し、各ステ
ージにおいて著明な増減を示す遺伝子や終
脳前後部において異なる発現を示す遺伝子
（転写因子）を多数同定した。 
 これらの遺伝子（転写因子）の発現パタ
ーンを in situ hybridization により解
析し、実際に神経幹細胞が存在する脳室
周囲帯に発現を認める遺伝子を絞り込ん
だ。 
 こうして得られた候補遺伝子の機能を解
析するため、In Utero Electroporation 法
による強制発現実験を行い、いくつかの遺
伝子において神経幹細胞からのニューロン
分化或いは遊走を抑制する活性が確認され
た。また、これらの遺伝子の siRNA を用い
たノックダウン実験を行い、Tcf3及びKlf15
のノックアウトにおいて、神経幹細胞から
ニューロンへの分化促進を認め、これらの
転写因子が各発生段階において神経幹細胞
の維持に重要な機能を果たしていることを
明らかにした。 
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