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研究成果の概要（和文）：神経幹細胞が適切な時期に、適正量の多様な神経を生み出すことによって、機能的に
正常な脳神経系が構築される。しかし、いかにして正しい種類の神経が、必要な量だけ生み出されるのかは未解
明であった。神経幹細胞では、Temporal Factors(TFs)という転写因子群が特定の順序で発現し多様な神経を作
り分けているが、TFsの下流でどのような遺伝子が制御され細胞運命が決まるのかは不明であった。我々は、TFs
の一つであるSlpによってDan、Danrと呼ばれる遺伝子が制御されていることを見出した。また、神経の産生量の
調節にJAK-STATシグナルが中心的な役割を担うことを突き止めた。

研究成果の概要（英文）：Neural stem cells produce a sufficient amount of a wide variety of neurons 
at the right time to establish functionally correct neural circuits. However, the molecular 
mechanisms that regulate the production of correct types of neurons in the required amount have not 
yet been elucidated. In neural stem cells, a group of transcription factors called Temporal Factors 
(TFs) are expressed in a specific order to produce various types of neurons, but it is unclear what 
genes downstream of TFs are regulated to determine the cell fate. We found that Slp, a member of the
 TFs, regulates proteins called Dan and Danr. We also found that JAK-STAT signaling plays a central 
role in regulating neural production.

研究分野：分子発生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で行ったTFsのゲノムワイドなDNA結合パターン解析によって、TFsのひとつであるSlpの下流で機能してい
る遺伝子の候補としてDanとDanrを同定した。これまで、TFsの下流で機能する遺伝子は同定されておらず、
Dan、Danrの 同定によって、神経幹細胞が多種多様な神経を生み出す分子機構の解明への糸口が得られた。ま
た、JAK-STAT経路が神経の産生量の調節に極めて重要な役割を果たすことを突き止めた。ハエと哺乳類の脳神経
系は構造的・発生学的な特徴を共有するため、哺乳類でも類似したメカニズムで機能している可能性が高く、動
物界に共通した神経発生メカニズムの解明に貢献するものと考えられる。

※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 

正確な神経回路は、発生初期において生じる多種多様な神経の産生、成熟、移動、神経同

士の結合、といった一連の過程によって形成される。なかでも、神経の産生は、最初に起こる

最も基本的な要素である。神経産生に不具合が生じ、神経の過剰産生や産生不足が見られ

る自閉スペクトラム症やダウン症などでは、顕著な脳機能障害が起こっている。このように、正

しく機能する神経回路の構築には、多様な神経が必要な数だけ生み出されることが極めて重

要である。しかし、無数の神経から構成される哺乳類の脳において、個々の神経がどこで・ど

のように作り分けられ、どのようにして分化していくのか、を一貫して解析することは困難であり、

神経産生の制御メカニズムは未解明のままである。 
 
 ハエ視覚中枢は、層・カラム構造などのよ

うな哺乳類の大脳と共通した構造を持って

おり、約 100 種・4 万個の神経細胞から構

成され解析可能な程度の複雑性を持つた

め脳神経系の解析モデルとして注目され

ている[Hasegawa et al., 2011]。さらにハ

エでは、分子遺伝学的技術が発展してお

り、他のモデル系では非常に困難な解析

を効率良く行うことができる。我々はこれま

で に 、 ハ エ 視 覚 中 枢 で は、Temporal 
Factor と呼ばれる一連の転写因子群が

決められた順序で一過的に発現するこ

とによって、１つの神経幹細胞が数十種

類に及ぶ多様なタイプの神経細胞を生み出していることを報告した[Suzuki et al., 
2013; 2014; 2016a、図 1]。同じ Temporal Factor を発現している間、神経幹細胞は同じタ

イプの神経を生み出し続ける。このため、多様な神経を適切な数だけ生み出すには、

Temporal Factors の発現を正確に切り替える必要がある。このような発現の切り替えには、

Temporal Factors 同士の相互作用による制御が知られているが、Hth-Ey 間[図 1]などでは

相互作用が見られず、別の制御機構の存在が指摘されていた。しかし、Temporal Factors
自身以外に、Temporal Factors の発現に関与する分子は同定されておらず、別の制御機構

の手がかりは全くなかった。 
 
２．研究の目的 

哺乳類の大脳皮質では、脳室帯と基底核原

基と呼ばれる２つの独立した神経供給源が存

在し、それぞれ興奮性神経、抑制性神経という

異なるタイプの神経を生み出している。我々

は、ハエ視覚中枢においても、独立した領域で

ある表層の幹細胞集団(OPC)と後方のグリア前

駆細胞（GPC）の２つが、それぞれ異なるタイプ

の神経を生み出すことを見出している[Bertet 
et a., 2014; Suzuki et al., 2016a、図 2]。 

OPC と GPC は、転写因子 Ey, Slp, D など、

ほぼ同じ遺伝子セットを Temporal Factors として用いているにも関わらず、異なる特定化因

子によって全く異なるタイプの神経を生み出す[Suzuki et al., 2016a]。予備実験では、GPC

図1. Temporal Factorsによる運命決定 

図 2. マウス脳とハエ脳の比較  



において、BMP、JAK-STAT シグナルの操作した結果、特定のタイプの神経が増減した。こ

の際、神経幹細胞の数は変化しないため、これらのシグナルは Temporal Factors の発現期

間の変更を介して特定化因子を制御することが考えられた。 
本研究では、以上の点に注目し、①OPC と GPC において、DNAアデニンメチル基転移酵

素(Dam)を利用した新規手法 DamID を適用し[Southal et al., 2013; Tang et al., 2022]、
Temporal Factors の標的遺伝子を同定・機能解析することにより、Temporal Factors と特

定化因子を結びつける遺伝子を特定する、②また、GPC において、BMP、JAK-STAT シグ
ナルを伝達する受容体の発現解析、これらのシグナルを同時に操作した場合の神経数の変

化を調べ、それぞれのシグナルの作用点を特定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

本研究では、OPC と GPC で共通する Temporal Factor に注目し、それぞれの転写因子

が制御している遺伝子を探索し、それぞれの Temporal Factor の下流で機能する遺伝子を

同定する、というストラテジーを採用した。 
 新規のアプローチとして DamID法を用いた。DamID法では、5’-GATC-3’配列を認識する

DNAアデニンメチルトランスフェラーゼ（Dam）を目的の DNA 結合タンパク質に融合させ、特

定の細胞でこの融合タンパクの発現を誘導する。すると、Dam は目的のタンパク質が結合し

た領域の近傍にある 5’-GATC-3’配列を認識しメチル基を転移させるので、目的のタンパク質

が結合した領域付近はメチル基によってマークされる。DNA のゲノムワイドなメチル化パター

ンを解析することにより、DNA 結合タンパク質の結合領域を特定できる [Southall et al., 
2013: Tang et al., 2022]。OPC、GPC のそれぞれについて、同じ Temporal Factor の DNA
結合パターンをゲノムワイドに解析し、両者で DNA 結合パターンに違いが見られる領域に注

目し、それぞれの領域で特異的な Temporal Facrtor の標的遺伝子を探索した。 
 また、GPC は、Eya 神経など 7 種の神経を生み出す。予備実験において、Eya 神経の数は、

JAK-STAT シグナルの活性化により増加し、抑制により減少した。また、BMP シグナルを抑制す

ると、Eya 神経は減少した。まず、それぞれのシグナル伝達経路における受容体、それぞれのシ

グナル伝達に重要な遺伝子の発現パターンを解析した。さらに、それぞれの遺伝子を発現抑制す

ることによって、予備実験で得られた結果を検証した。 
 

４．研究成果 

＜OPC、GPC における Slp の標的遺伝子＞ 
我々が樹立した Slp-Dam 系統を用いて、OPC、GPC における Slp の標的遺伝子を探索し

た。これまでの研究から、それぞれの TF 間には相互関係が見られることがわかっており、

Slp は次に神経幹細胞で発現する D の発現を誘導することがわかっている。このため、D の

遺伝子座に注目したところ、Slp が高頻度に結合していることがわかった。このことから、

Slp は直接的に D の調節領域に結合し、その発現を制御していることが示唆された。次に

OPC において Slp が強く結合する領域を探索したところ、distal antenna (dan)とよばれる

遺伝子の調節領域に高度に結合していることがわかった。別の研究課題で行ったトランス

クリプトーム解析でも、Dan は OPC の発現遺伝子リストに入っていた。さらに、実際に発

現解析を行ったところ、Slp 発現時期の神経幹細胞での発現が確認された。 GPC では、こ

のような結合パターンは見られなかったため、Dan は OPC において特異的な Slp の標的で

ある可能性が考えられた。さらに、dan に非常によく似た遺伝子である distal antenna 
related (danr)も神経幹細胞で発現しており、Dan と類似した発現パターンを示すことが見

出された。Dan の機能解析を行うため RNAi 系統を用いて、Dan の発現抑制実験を行った

が、目立った変化は見られなかった。この原因として、Dan と Danr が冗長的に機能してい

る可能性が考えられたことから、これらの遺伝子の機能を調べるためには、dan と danr の
二重変異体の作出が必要不可欠であると考えられる。 



 
＜JAK-STAT シグナルによる GPC 由来神経の量的調節＞ 
予備実験では、GPC 特異的に遺伝子発現操作が可能な wg-gal4 系統を用いて JAK-STAT

シグナルを活性化せるリガンドとして知られる Upd1 を過剰発現させており、Eya 神経の

爆発的な増加が見られた。Upd1 は分泌性のペプチドであるため、この実験からだけでは、

実際に GPC の神経幹細胞において JAK-STAT が活性化しているのかは判断できない。そ

こで、まず初めに、JAK-STAT シグナルの活性化マーカーである STAT-GFP を用いて、

JAK-STAT シグナルが活性化している細胞を可視化したところ、GPC では GFP の発現が

確認されなかったが、Eya 神経において GFP の発現が見られた。続いて、Upd1 の受容体

の発現パターンの解析を行った。Upd1 の受容体は、ハエでは Domeless と呼ばれるタンパ

ク質のみが知られていたため、Domeless-GFP 融合タンパク質を発現する系統を用いて発

現解析を行った。その結果、GPC 領域において Domeless-GFP の発現が確認された。 
 
次に、Domeless が機能しない場合

に、upd1 過剰発現とは逆、即ち Eya
神経の現象が見られることを確認す

るため、RNAi による domeless の発

現抑制実験を行った。その結果、図３

に示すように、対照実験と比較して、

Eya神経の数が顕著に減少した。なお、

domeless の RNAi 実験には、それぞ

れ別々の配列を標的とする複数の

RNAi 系統を用いており、off target 効
果による可能性は低いと判断した。さ

らに、JAK-STAT シグナルの抑制分子

である SOCS36E を GPC 領域で発現

させた場合においても、domeless の発

現抑制と同様の結果が得られた。 
 
以上のことから、Eya 神経の産生量の調節には、JAK-STAT シグナルが必要十分である

ことが示唆された。今後は、JAK-STAT シグナルがどのようにして Eya 神経の量的な調節

に関与しているのかを明らかにするため、その作用点の特定に注力する必要がある。また、

すでに報告している BMP シグナルとの関係性について検討することにより、神経産生量を

調節する分子機構の全貌解明への道が開かれると考えられる。 
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