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研究成果の概要（和文）：大脳皮質の神経前駆細胞でRbファミリー（Rb, p107, p130）を欠損させると神経分化を進め
ながら増殖し、神経分化を開始した幼若神経細胞でRbファミリーを欠損させると細胞死を起こすことを明らかにした。
また、Rbファミリーを欠損した細胞が、神経分化を進めながら増殖するためには、DNA修復経路の活性化が必須である
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found that the acute inactivation of Rb family (Rb, p107, p130) in cortical pro
genitors leads differentiating neurons to undergo cell division, while that in differentiating neurons lea
ds them to undergo cell death. We also found that the uncoupled neuronal differentiation and proliferation
 of Rb family-deficient cortical cells required the activation of DNA repair pathway. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

総合領域

キーワード： Rb　大脳皮質発生

脳神経科学・神経科学一般



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 近年、神経変性疾患全般に適用できる発症
メカニズムの基本概念も確立されつつある。
その１つに、神経細胞が細胞周期を G0 期か
ら S期へ進めることが細胞死の第一段階にな
るという概念が挙げられる（Herrup et al. Nat 
Rev Neurosci 8, 368-378, 2007）。しかし、生体
内の多くの細胞は S期進行後に細胞死を起こ
さない場合が多いのにも関わらず、なぜ、神
経変性疾患の原因となる神経細胞が S期進行
後に細胞死を起こすのだろうか。この問題は、
神経科学領域にとどまらず、生物学全般にお
いて解決すべき重要課題である。例えば、腫
瘍生物学領域では、なぜ、悪性腫瘍を形成す
る特定の細胞タイプが S期進行後に増殖する
のかという問題が、重要な研究課題となって
いる（Ajioka and Dyer, Cell Cycle 7, 735-740, 
2008）。本研究課題は、細胞周期進行シグナ
ルに対する応答能の違いに着目することで、
この表裏の関係となっている２つの問題を
統合的に理解し、病態を分子レベルで理解す
ることを大きな目標として掲げた。 
 
２．研究の目的 
 
 神経変性疾患の原因となる神経細胞は、強
制的に細胞周期を進めると細胞死を起こし、
癌の起源細胞となる細胞は過増殖する。アル
ツハイマー病で脱落する大脳皮質神経細胞
は、強制的な細胞周期進行シグナルにより細
胞死を起こすが、脳室上衣腫を形成する大脳
前駆細胞は過増殖する。本研究では、大脳皮
質神経細胞の分化過程で、「増殖する性質」
から「細胞死を起こす性質」へと時空間的に
変化するメカニズムを解明する。具体的には、
癌抑制遺伝子 Rb とそのファミリー遺伝子
（p107, p130）に着目をし、神経前駆細胞で
Rb ファミリーを欠損させると幼若神経細胞
が増殖し、幼若神経細胞で Rb ファミリーを
欠損させると増殖しないという仮説を立て
て検証した。 
 
３．研究の方法 
 
 Rb ファミリー遺伝子を神経前駆細胞と誕
生直後の幼若神経細胞で急性的に欠損させ
るために Rb-TKO-Zマウス（Z/EG; RbLox/Lox; 
p107-/-; p130Lox/Lox）を利用し、エレクトロ
ポレーション法により神経前駆細胞に Cre発
現プラスミドを遺伝子導入する方法を選択
した。すべての細胞タイプで Creを発現する
CAG プロモーターと、神経細胞で特異的に
Creを発現する MAP2プロモーターを利用す
ることで、前駆細胞と神経細胞で Rb ファミ
リーを急性不活化した。急性不活化の方法は
in uteroエレクトロポレーション法（図１）と
in vitroエレクトロポレーション法（図２）の
両方で検討した。 
 なお、固定 1時間前に EdUを投与し、S期

の細胞を区別した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
in utero エレクトロポレーション法を用いた
解 析 か ら 、 CAG-Rb-TKO 細 胞 と
MAP2-Rb-TKO 細胞のどちらも細胞遊走の異
常が認められ、Rb ファミリーが幼若神経細
胞の遊走に必須であることが示唆された（図
３）。また、CAG-Rb-TKO細胞で Tuj1陽性細
胞が対照群と同程度存在し、また、Tuj1, Ki67
共陽性細胞の割合が顕著に増加していたこ
とから、Rbファミリーは神経前駆細胞の細胞
周期離脱に必須であるが、細胞分化の開始を
阻害しないことが示唆された（図３）。同様
に、MAP2-Rb-TKO細胞でも Tuj1, Ki67共陽
性細胞の割合が顕著に増加していたことか
ら、Rbファミリーは分化を開始した神経細胞
の細胞周期再侵入阻止に必須であることが
示唆された（図３）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 さらに細胞周期から離脱せずに分化を開
始した CAG-Rb-TKO 細胞が分化を進めるか
どうかを検討するために、皮質層マーカーを
用いて検討した。その解析の結果、異所的に
配置された CAG-Rb-TKO 細胞は表層マーカ
ーである Satb2陽性で、深層マーカーの Ctip1
や Tbr1 陰性の傾向があったことから、
CAG-Rb-TKO 細胞は細胞周期から離脱せず
に分化を進めることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、これらの細胞が実際に細胞周期を進
めているのかどうかを検討するために、in 
vitro エレクトロポレーション法を用いて検
討した。その解析の結果、急性不活化 4日後
に は 、 CAG-Rb-TKO 幼 若 神 経 細 胞 と
MAP2-Rb-TKO 幼若神経細胞のどちらも細胞
周期を S期へと進めることが示唆された。な
お、 Rbファミリーを欠損した前駆細胞自身
の細胞周期は対照とほぼ同じであった。しか
しながら、CAG-Rb-TKO 幼若神経細胞、
MAP2-Rb-TKO 幼若神経細胞の両方とも細胞

周期を S 期へと進めるにも関わらず、
CAG-Rb-TKO 幼若神経細胞のみ分裂期のマ
ーカーリン酸化ヒストン陽性細胞の割合が
増加した。別の方法で、CAG-Rb-TKO細胞の
みが分裂するかどうかを検討するために、
我々の独自の解析による遺伝子発現アレイ
データベースを用いて詳細な Gene Ontology
解析を行ったところ、CAG-Rb-TKO 細胞と
MAP2-Rb-TKO 細胞の両方で発現上昇する遺
伝子群は S 期に関連する遺伝子が多く、
CAG-Rb-TKO 細胞でのみ発現上昇する遺伝
子群は分裂期に関連する遺伝子が多いこと
が明らかとなった。これらの結果から、
CAG-Rb-TKO 幼若神経細胞は分裂し、
MAP2-Rb-TKO 幼若神経細胞は細胞周期を S
期まで進めるものの、分裂しないことが示唆
された。 
 
 この CAG-Rb-TKO 細胞が分裂期に至る分
子メカニズムを明らかにするために、Gene 
Ontology 解析を詳細に進めたところ、DNA 
修復に関与する遺伝子群が CAG-Rb-TKO 細
胞で特異的に発現上昇していることが明ら
かとなった。そこで実際に、CAG-Rb-TKO細
胞において DNA 修復経路が活性化している
かどうかを DNA 二重鎖切断マーカーである
γH2-AXの免疫組織染色で検討した。その解
析の結果、CAG-Rb-TKO幼若神経細胞でのみ
γH2-AX 陽性細胞が顕著に認められたこと
から、Gene Ontology解析の結果と矛盾なく、
CAG-Rb-TKO細胞で DNA修復経路が活性化
していることが示唆された。この DNA 修復
経路の活性化が CAG-TKO細胞の分裂に必須
かどうかを検討するために、DNA修復経路の
中心的役割を担う ATR/ATM の阻害剤を添加
して検討した。その結果、ATR/ATM の阻害
剤の添加により、CAG-Rb-TKO 細胞の EdU
陽性細胞の割合は減少せず、リン酸化ヒスト
ン陽性細胞の割合が減少し、CAG-Rb-TKO細
胞の増殖には DNA 修復経路の活性化が必須
であることが示唆された。 
 
 以上の結果から、１）神経前駆細胞で Rb
ファミリーを欠損させると幼若神経細胞が
増殖し、幼若神経細胞で Rb ファミリーを欠
損させると増殖しないことが判明し、２）
CAG-Rb-TKO 細胞の分裂メカニズムの一端
が明らかとなり、３）MAP2-Rb-TKO 細胞が
分裂期に至らないメカニズムの一端が明ら
かとなった。 
 
 本研究成果は、神経細胞が非分裂細胞であ
る仕組みの一端を明らかにしたことで、国際
的な評価を得た。 
 
 今後は疾患モデルにおける細胞周期の役
割解明へと展開することで、神経変性疾患発
症と脳腫瘍発症の統合的理解をめざす。 
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