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研究成果の概要（和文）：本研究では、発生初期において神経幹細胞が自己増殖を繰り返す増殖期から、ニュー
ロンを産生するニューロン分化期に移行するメカニズムの解明を目指した。その結果、ポリコーム群タンパク質
による適切な遺伝子発現の抑制が適切なニューロン分化に重要なことなど、神経幹細胞の運命制御に重要なエピ
ジェネティクス基盤を明らかにすることができた。また、胎児脳から神経幹細胞からニューロンまで分化段階ご
とに細胞を適切に回収する手法を確立し、この分野の発展に貢献することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the mechanism for the transition of 
neural stem cells transition from the transition phase, during which they self-renew, to the 
neurogenic phase, during which they produce neurons. As a result, we were able to elucidate the 
epigenetic basis for the regulation of neural stem cell fate, including the importance of 
suppression of target gene expression by Polycomb group proteins for neuronal differentiation. In 
addition, we were able to contribute to the development of this field by establishing a method for 
the appropriate isolation of cells from the embryonic brain at each stage of differentiation to 
neural stem cells to neurons.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
発生初期の神経幹細胞の運命制御の異常は、様々な神経発達障害の原因となることが示唆されている。そのた
め、本研究で確立した神経細胞の適切な分取方法は、神経発生を理解するためのみならず、ヒトの神経疾患を理
解するために重要である。さらに、いくつかの神経発達障害ではニューロンの興奮と抑制のバランスの異常が原
因であると考えられている。ポリコーム群タンパク質は興奮性ニューロンと抑制性ニューロンの産み分けに必須
の役割を果たすことを見出しており、神経発達障害での興奮と抑制のバランス異常の原因を調べる上でも重要な
知見である。

※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 
 脳の高次機能をつかさどる大脳新皮質の幹細胞である神経幹細胞は、発生早期においては盛
んに増殖を繰り返すことで神経幹細胞の数を増やし（増殖期）、発生中期にはニューロンを産生
する（ニューロン分化期）。この神経幹細胞の運命転換のタイミングは厳密に制御される必要が
あり、例えば増殖期からニューロン分化期への移行が遅くなると、神経幹細胞の数が過剰になっ
て脳は異常に大きくなる可能性がある。実際に種間での脳の大きさの違いの原因の 1 つが神経
幹細胞の増殖期の長さだと考えられており、マウス
では 2-3 日で終わってしまうのに対してヒトでは 2-
3 週間も続くことがわかっている。また、この増殖
期の長さの制御は認知機能とも関連があると考えら
れており、増殖期の異常と自閉症などの精神疾患の
関連を示唆する研究もある。しかし、現在までに神
経幹細胞の増殖期からニューロン分化期への移行メ
カニズムはほとんど明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、神経幹細胞の増殖期からニューロン分化期への運命転換を制御する因子を同定

し、神経幹細胞の形質の変化を包括的に理解することを目指した（図 1）。 
 
３．研究の方法 
 
 哺乳類神経幹細胞のモデル動物としてマウスを用いた。野生型および遺伝子改変マウスの胎
児の脳から神経幹細胞やニューロンを分取し、細胞培養や生化学実験を行い、また固定して免疫
組織染色を行うことで研究を遂行した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 胎児脳から神経幹細胞と各分化段階のニューロンを回収する手法の確立（Kishi and Gotoh, 

STAR protocol, 2021） 
 
 生体脳で起きる実際のニューロン分化過程を理解するためには、ニューロンを産生する神経
幹細胞から各分化段階のニューロンを適切に回収する必要がある。しかしながら、これまでにそ
のような手法は確立されていなかった。 
 そこで我々は、胎児脳を分散したのちに神経幹細胞の表面抗原マーカーCD133 と分化したニ
ューロンの表面抗原マーカーCD24 で染色し、FACS にて細胞を分取する手法を確立した（図
2AB）。これにより分取した細胞の遺伝子発現パターンを RT-qPCR にて確認したところ、CD133

高発現細胞、CD133 低発現細胞、CD133 陰性細胞の順に、神経幹細胞マーカーの Pax6、ニュー



ロン中間分化細胞マーカーの Eomes や NeuroD1、そしてニューロン分化マーカーの Tubb3 や Tbr1
が発現していく推移を観察することができた（図 2C）。 
 また、ニューロン分化における分子メカニズムを明らかにするためには、研究対象の遺伝子を
過剰発現あるいはノックダウンした上で、神経幹細胞や各分化段階のニューロンを回収して解
析することが必要である。我々は、子宮内電気穿孔法（in utero electroporation）にて GFP を遺伝
子導入した胎児脳から、CD133・GFP 共陽性細胞を回収することで、神経幹細胞特異的に遺伝子
導入の効果を調べることに成功している。 
 
(2) 興奮性ニューロンと抑制性ニューロンが適切に産生されるためのエピジェネティクス基盤

の解明（Eto et al., Nat. Commun., 2020） 
 
大脳の背側に位置する大脳皮質と腹側に位置する大脳基底核は、認知機能や運動調節などを

連携しながら制御する重要な部位である。脳が発生する際には、背腹軸に沿ってそれぞれの部位
に存在する神経幹細胞が異なる種類のニューロンやグリア細胞を生むことで部位特有の機能の
獲得に貢献する。例えばニューロンには大きく分類して興奮性ニューロンと抑制性ニューロン
が存在するが、大脳においてこれらは発生期に背側と腹側の神経幹細胞からそれぞれ産み出さ
れる。この脳の背腹軸という位置の情報に従った神経幹細胞の形成においては、大脳の最も背側
の領域（背側正中線）から分泌されるモルフォゲンの BMP と Wnt が神経幹細胞を「背側化」し、
一方最も腹側の領域から分泌される Shh が「腹側化」に貢献することがわかっていた。しかし、
どのようにして特定の場所の神経幹細胞からのみ BMP、Wnt、Shh が発現するのかは不明であっ
た。 
 
我々は、様々な組織の発生や幹細胞の制御に重要なエピゲノムであるポリコーム群タンパク

質に注目して解析を進めた。まず、PcG の必須構成因子である Ring1 タンパク質を神経系で欠損
したマウスを作成して、胎生早期大脳における背側・腹側神経幹細胞の分化を解析した。すると
興味深いことに、Ring1 KO マウスでは腹側領域に存在する神経幹細胞において、背側の神経幹
細胞の運命決定に関わる因子（Pax6）を発現するようになった一方、腹側の神経幹細胞の運命決
定に関わる因子（Nkx2.1 や Gsx2）の発現が減少することがわかった（図 3C）。このとき、大脳
腹側領域では興奮性ニューロンのマスター制御因子である Neurog1 の発現が増加し、抑制性ニ
ューロンのマスター制御因子である Ascl1 の発現が低下していた。つまり、腹側神経幹細胞の分

化運命が背側化したことが示唆された。これらの結果から、PcG は腹側に位置する神経幹細胞が



腹側の性質を獲得するのに重要な役割を果たすことがわかった。 
では、PcG はいかなるメカニズムを介して神経幹細胞の運命を制御しているのだろうか？PcG

はヒストン H3 のリジン 27 にトリメチル化（H3K27me3）などによって遺伝子発現を抑制するこ
とが知られている。そこで PcG による遺伝子発現への影響を調べるために、Ring1 欠損細胞を用
いて網羅的遺伝子発現解析を実施したところ、興味深いことに腹側神経幹細胞において BMP や
Wnt の遺伝子の発現が増加していることがわかった。重要なことに、H3K27me3 や Ring1B のゲ
ノム上の局在を調べたところ、背側正中線以外の領域で BMP や Wnt の遺伝子座に集積している
ことがわかった（図 3AB）。さらに BMP や Wnt が腹側神経幹細胞で異常に活性化すると、腹側
モルフォゲン Shh の発現が抑制されてしまうことも明らかになった。これらの結果から、PcG は
BMP や Wnt の背側正中線以外の領域での発現を抑制することで、腹側神経幹細胞の適切な分化
を促していることがわかった。 
 
 本研究は、大脳皮質と大脳基底核という非常に重要な脳部位を決定する初めのステップを分
子的に明らかにした点で大きな意義がある。また背側と腹側の大脳神経幹細胞からそれぞれ生
み出される興奮性と抑制性ニューロンの正しいバランスは脳機能に重要であり、本研究はその
バランスが崩れて発症する精神発達障害の理解につながることが期待される。 
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