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研究成果の概要（和文）：　神経幹細胞の性質変化を司るエピジェネティクス解明を目的として、Gcm1/2およびRnf20
遺伝子の機能を解析した。Gcm1/2発現によって神経前駆細胞がGFAP強陽性になること、それにはGFAP遺伝子のプロモー
ターDNAのメチル化率の減少が重要であることが分かった。一方、ヒストンH2BのE3ユビキチンリガーゼであるRnf20の
ノックダウンによって、神経幹細胞の未分化性が亢進するとともに細胞周期が延長し、分化のタイミングが遅れること
が判明した。ChIP-seq法による網羅的エピゲノム解析により、Rnf20が発現修飾して神経幹細胞の未分化性維持や細胞
周期の制御に関わる遺伝子群を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have investigated the function of Gcm1 and 2, which catalyze the active 
demethylation of DNA, and Rnf20, a histone H2B ubiquitylation factor, in the maintenance and 
differentiation of neural precursor cells. We found that Gcm genes upregulate the expression of GFAP, 
through the demethylation of its promoter DNA. We also revealed that Rnf20 is expressed in most but not 
all neural precursor cells and is indispensable for the cell cycle progression and differentiation. The 
knockdown of Rnf20 in neural precursor cells lengthened their cell cycle through the action of p57kip2 
and Cdk2. Furthermore, we demonstrate that Rnf20 controls differentiation of neural precursor cells 
through the promotion of Fezf1 and Fezf2 expression, which suppress the Notch signaling pathway. Our data 
suggest that Rnf20 could be a bifunctional gene that regulates both the differentiation status and cell 
cycle length of neural precursor cells.

研究分野： 神経科学、幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 発達期の哺乳類の脳において、大量の神経
細胞・グリア細胞を産み出す装置としての神
経幹細胞の重要性は言うまでもない。発生初
期（マウスでは胎生 8.5 日）に神経幹細胞自
身が形成され、対称分裂によって指数関数的
に増殖した後、胎生中期には神経細胞を産生
する。胎生後期にはオリゴデンドロサイト系
譜細胞が産み出され、次いで胎生後期から生
後にかけて、アストロサイトが産出される。
生後に神経幹細胞は約 10％程度まで数を減
らすが、成体脳においても脳室下層や海馬歯
状回において維持され、嗅球や海馬歯状回顆
粒細胞層といった限局した脳領域に新生神
経細胞を供給する(Hitoshi et al., Genes Dev 
18: 1806-1811, 2004)。このように、神経幹細
胞は脳の発達段階に応じてその性質を変化
させるが、その分子メカニズムには不明な点
が多い。胎生期の脳における、神経幹細胞の
増殖期から神経細胞産生期、神経細胞産生期
からグリア細胞産生期への移行は、転写因子
群のシーケンシャルな発現誘導や成長因子
などの作用のみでは説明するのが困難で、エ
ピジェネティクス制御の重要性が指摘され
ている。遺伝子の周辺、特にプロモーター領
域にしばしば存在する CpG アイランドのシ
トシンのメチル化は転写の抑制に働き、プロ
モーター領域のヒストンの修飾は修飾のタ
イプによって様々な転写調節を行なってい
る。神経発生におけるエピジェネティクス制
御として、神経細胞産生からグリア細胞産生
への移行期に関わる DNA の脱メチル化
(Namihira et al., Dev Cell 16: 245-255, 2009)や
ヒストンのメチル化 (Hirabayashi et al., 
Neuron 63: 600-613, 2009)などが報告されて
いるが、未だ未解明の点が多く残されていた。 

 
	 研究代表者は、神経幹細胞の形成・維持・
分化のメカニズムを研究してきて、Notch シ
グナルの活性化が神経幹細胞の未分化性の
維持に不可欠であることを報告した(Hitoshi 
et al., Genes Dev 16: 846-858, 2002)。さらに、
Notch シグナル活性をよく反映する標的遺伝
子 Hes5 の発現が、エピジェネティクス制御
を受けていることを見出した（図１）。胎生
初期（マウスで胎生 7.5 日）の神経上皮細胞
において、Hes5 発現がプロモーター領域の
DNA メチル化によって抑制されていること、
胎生 7.5−8.5 日にこのメチル化が消失すると
ともに Hes5 の発現誘導が起き、神経幹細胞

が形成されることを見出した。同時に、Hes5
遺伝子プロモーター領域の DNA 脱メチル化
に、Glial cells missing (Gcm)遺伝子が関わって
いることを報告した (Hitoshi et al., Nat 
Neurosci 14: 957-964, 2011)。一方、Hes5の発
現調節に関わるヒストン修飾を司るものと
して、Ring finger protein 20 (Rnf20)を同定した。
Rnf20 はヒストン H2B の E3 ユビキチンリガ
ーゼとして知られ、H2Bのモノユビキチン化
を介してヒストン H3 のメチル化を制御し、
転写調節を行なっている。これまで、酵母や
培養細胞を用いた実験で、Rnf20 が細胞増殖
に関わるとの報告はあるが(例えば Shema et 
al., Genes Dev 22: 2664-2676, 2008)、神経幹細
胞や神経発生における機能は全く解明され
ていない。研究代表者は、予備的な結果とし
て Rnf20が神経幹細胞の分化と移動を制御し
ていることを示唆するデータを得た。神経発
生において重要な機能を担うエピジェネテ
ィクス制御を統合的に理解するため、DNAの
メチル化/脱メチル化とヒストン修飾の両者
をテーマとする、本研究を提案するに至った。 
 
２．研究の目的 
	 gcm 遺伝子は、Drosophila においてグリア
と神経細胞間の運命決定を担う遺伝子とし
て同定されたもので、哺乳類では２個のホモ
ログ(Gcm1, Gcm2)が知られている。Gcm1 ノ
ックアウトマウスは胎盤機能不全によって
胎生 9.5 日までに致死になるため、グリア細
胞発生における役割は充分に解析されてい
ない。本研究では、神経幹細胞の神経細胞産
生期からグリア細胞産生期への移行におけ
る Gcm1/2 の役割を、エピジェネティクス制
御の観点から見直す。まず、GFAP を始めと
するグリア細胞に特異的に発現する遺伝子
群のプロモーター領域の DNA メチル化を解
析し、DNA メチル化/脱メチル化による発現
制御の有無を調べる。前述のように、GFAP
遺伝子の発現はプロモーター領域の DNA 脱
メチル化に依存することが知られている。次
いで、ノックアウトマウスの胎仔脳などを用
いて、発生期の脳において Gcm1/2 が関わる
DNA脱メチル化を網羅的に探索する。 
	 一方、Rnf20 遺伝子についても過剰発現と
機能喪失の遺伝子改変マウスを作製し、神経
発生における Rnf20遺伝子の機能の解析を行
う。Rnf20の働きによるヒストン H2Bのモノ
ユビキチン化、これに引き続くヒストン H3
のメチル化と、転写活性とを対応させ、神経
発生における Rnf20遺伝子によるエピジェネ
ティクス制御を明らかにする。当初は、神経
幹細胞の維持に関わる Hes5 遺伝子や、
Neurogenin1/2 などの神経細胞分化に関わる
遺伝子で解析を始め、その後モノユビキチン
化ヒストン H2Bを指標に網羅的解析を行う。
さらに、Gcm1/2 による DNA 脱メチル化と
Rnf20 によるヒストン修飾とが同時に働いて
いる場を特定し、その相互作用を明らかにす
ることにより、胎生期脳における神経幹細胞



が、発生時期に応じて性質を変化させていく
分子メカニズムを、エピジェネティクス制御
の統合的観点から明らかにすることを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 神経幹細胞からグリア細胞が分化する過
程における、Gcm1/2遺伝子による DNA脱メ
チル化の役割を解析する。アストロサイトの
マーカーである GFAP遺伝子のプロモーター
領域には、leukemia inhibitory factor (LIF)シグ
ナルを受け取る STAT3 結合領域があり、結
合領域内とその周囲に存在する CpG がメチ
ル化を受けることが知られている。胎仔期の
大脳皮質の神経前駆細胞では、これら CpGは
高度にメチル化されており、LIF シグナルが
入っても GFAPの発現は抑制されている。子
宮内電気穿孔法によって Gcm1/2 を強制発現
（同時に GFP発現ベクターも共発現させる）
させ、GFP標識された細胞を FACSによって
回収し、GFAP 遺伝子プロモーター領域のメ
チル化率を計測した。同様に、アストロサイ
ト系譜細胞に特異的に発現する S100β や
GLAST などの遺伝子や、オリゴデンドロサ
イト系譜細胞に特異的に発現する PDGFRα, 
CNPase などの遺伝子についても、その発現
調節に DNAメチル化/脱メチル化が関与して
いるかどうか調べた。 
 
(2) 神経幹細胞の自己複製能をコントロール
する Hes5 遺伝子の、発現調節に関わるエピ
ジェネティクス因子として同定したのが、
Rnf20遺伝子である。実際、Hes5遺伝子プロ
モーター領域を用いたプロモーターアッセ
イにて、Rnf20 の発現が Notch シグナルに対
して抑制的に働くことを示唆する結果を得
ている。Rnf20は、ヒストン H2Bのモノユビ
キチン化を司る E3 ユビキチンリガーゼと考
えられているが、その標的遺伝子は明らかに
なっていない。 
	 Rnf20 の神経幹細胞における機能を明らか
にするため、Rnf20 遺伝子の発現ベクターや
ノックダウンベクターを作製した。(1)同様に、
子宮内電気穿孔法によってこれらのベクタ
ーを胎仔神経前駆細胞に導入し、表現型を観
察した。また、胎仔脳より神経幹細胞を単
離・培養し、発現抑制系や過剰発現系を用い
た実験を行うことで、神経幹細胞の増殖・維
持・分化における役割を詳細に解析した。 
	 さらに、生体内での Rnf20遺伝子の機能を
より詳細に調べるために、機能喪失や過剰発
現の遺伝子改変マウスが必要であると考え、
ノックアウトマウスや神経幹細胞に Rnf20を
発現するトランスジェニックマウスの作製
を行うとともに、表現型の解析を行った。 
	 
４．研究成果	 
(1) マウス胎生 14.5日胚の大脳皮質に、子宮
内電気穿孔法によって Gcm1/2 を強制発現さ
せたところ、3日後には神経前駆細胞が GFAP

強陽性になることを見出した（図２)。 

	 
	 そこで、Gcm1/2を過剰発現した神経前駆細
胞を、GFP陽性を指標としてセルソーターで
回収し、DNA メチル化率を解析したところ、
GFAP遺伝子プロモーター内のCpGのメチル
化が低下していることが判明した。すなわち、
Gcm1/2がGCMモチーフを介してGFAP遺伝
子プロモーターに結合し、周囲の CpGを脱メ
チル化することにより、GFAP 遺伝子発現を
促進していることが示唆された。以前の我々
の研究から、Gcm1/2 は能動的脱メチル化に
関わると考え、能動的脱メチル化に関係する
と言われている他の因子との相互作用があ
るかどうか検討したが、現在までのデータで
はそのような相互作用は確認されていない。
Gcm1/2が、これまでに報告されている DNA
脱メチル化機構とは全く異なるメカニズム
で働いている可能性があり、今後の検討課題
である。 
	 
(2)	 マウス胎生 13.5日胚を用いて、子宮内電
気穿孔法によって大脳皮質神経前駆細胞に
遺伝子を導入し、Rnf20 の過剰発現・ノック
ダウン実験を行った。その結果、Rnf20 のノ
ックダウンによって神経幹細胞の分化が抑
制され、神経細胞への分化の過程で観察され
る放射状移動が減少することが判明した（図
３）。	 

	 また、Rnf20 のノックダウンによって異所
性の Hes5 遺伝子発現が確認された（図４）。
Hes5 は Notch シグナルの標的遺伝子であり、
通常は神経幹細胞が存在する ventricular zone
に発現が限局しているが、Rnf20 ノックダウ



ンによって Notchシグナル活性が亢進し、異
所性発現が観察されたと考えられる。Notch
シグナルは神経幹細胞の未分化性維持に重
要な働きをしており、Rnf20は Hes5の発現上
昇を介して神経幹細胞の未分化性維持に関
与していると考えられた。	 

	 神経幹細胞は、発生の時間軸に沿って細胞
周期を伸ばしていき、成体脳ではほとんど分
裂停止した状態(quiescent)になることが知ら
れている。すなわち、神経幹細胞の未分化性
維持は、細胞周期調節と密接な関係があると
考えられるが、それらがどのように協調的に
制御されているのかはわかっていなかった。
子宮内電気穿孔法による大脳皮質神経前駆
細胞への遺伝子導入の表現型解析により、
Rnf20 のノックダウンによって神経幹細胞の
細胞周期が延長することを発見した。その結
果、神経幹細胞から神経細胞への分化のタイ
ミングも遅くなることが明らかになった（図
５）。すなわち、Rnf20は神経幹細胞の未分化
性維持と細胞周期調節を協調的に制御する、
鍵となる因子であることが初めて解明され
た。	 

	 Rnf20 遺伝子のノックアウトマウスを作製
し、その表現型を解析したところ、ホモノッ
クアウトは胎生早期に致死となることが判
明した。従って神経発生の解析には不向きで
あることが分かったので、コンディッショナ
ルノックアウトマウスの作製・解析が必要で
あると考えられ、現在進めているところであ
る。神経幹細胞特異的 Rnf20過剰発現トラン
スジェニックマウスについては、マウスの作
製には成功したものの、Rnf20 の発現量は予
想よりも少なく、大きな表現型を見るには至
っていない。 

	 最後に、Rnf20 によるヒストン修飾につい
て解析を加えた。Rnf20はヒストン H2Bのモ
ノユビキチン化を司る E3 ユビキチンリガー
ゼと考えられており、マウスでは 120番目の
リジンがモノユビキチン化された H2Bub1の
量を増やすことが知られている。そこで、抗
H2Bub1 抗体を用いた ChIP-seq 法を用い、
H2Bub1 が集積しているゲノム部位を網羅的
に探索した。その結果、多くの遺伝子の周囲
に H2Bub1の分布が確認されたが、特に細胞
周期関連遺伝子やゲノムのリプログラミン
グに関わる遺伝子などに大きなピークが観
察された。すなわち、Rnf20 はこれらの遺伝
子のプロモーター/エンハンサーを含む部位
の H2B モノユビキチン化を調節することに
より、これら遺伝子の発現制御し、神経幹細
胞の未分化性維持や細胞周期調節をコント
ロールしていることが示唆された。今後さら
に、これら遺伝子の発現解析を進めることに
より、神経幹細胞の増殖・維持・分化のメカ
ニズムの理解が深まることが期待された。	 
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