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研究成果の概要（和文）：我々は、発生段階依存的な神経幹細胞の分化様式について、特にエピジェネティック制御の
観点から、分子メカニズムを解析している。ところで、胎生動物の脳内は一般的に低酸素状態にある。そこで、ヒスト
ン脱メチル化酵素群の中でも、その酵素活性が細胞内の酸素濃度によって制御されるJmjCファミリー遺伝子群に着目、
解析を行った。その結果、JmjCファミリー遺伝子群の中でも、ヒストンH3K27の脱メチル化酵素であるJMJD3が神経系へ
の分化に伴い発現上昇すること、また神経幹細胞のアストロサイト分化を生体を模した低酸素培養条件下で促進するこ
とを見出した。

研究成果の概要（英文）：During corticogenesis, neural stem cells sequentially generate neurons, 
astrocytes, and oligodendrocytes. The neural stem cell fate is known to be regulated by several 
epigenetic programs such as DNA methylations and histone modifications. We focused here on the 
JmjC-family genes, since oxygen levels in tissues including the embryonic brain are generally low 
compared with that in the atmosphere, and the demethylase activity of JmjC-family is regulated by the 
intercellular oxygen levels. We found that the expression of histone H3K27 specific demethylase JMJD3 is 
increased after neural induction of ES cells. Moreover, knockdown of Jmjd3 in neural stem cells, which 
were isolated from embryonic brain, reduces the generation of GFAP-positive astrocytes under hypoxic 
culture condition. We demonstrate here for the first time that JMJD3 regulate astrocyte differentiation 
in hypoxia, which mimic in vivo situation.

研究分野： 神経科学一般
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１．研究開始当初の背景 
胎生期の大脳新皮質に存在する神経幹細

胞は、グリア産生に先立ち、まずニューロン

へと分化する。神経幹細胞の運命は、サイト

カインや増殖因子等の細胞外シグナルとエ

ピジェネティクス制御等の細胞内プログラ

ムとの協調的な作用によって決定する。研究

代表者が所属する研究室では、神経幹細胞の

アストロサイト分化を制御するタイミング

が、アストロサイト特異的遺伝子プロモータ

ー領域における DNA のメチル化修飾の解離

と相関することを報告している（引用文献 1）。
また、通常はニューロンへと分化する胎生

11.5 日齢の神経幹細胞が、4 日間の低酸素環

境（酸素濃度 2％）下での培養により、アス

トロサイトへの分化能を獲得し、サイトカイ

ン（LIF：白血病抑制因子）に応答しアストロ

サイトへと分化することを見出した（引用文

献 2）。胎生 11.5 日齢の神経幹細胞を通常の

大気中（酸素濃度 21％）で 4 日間培養した際

には、LIF 刺激によってもアストロサイトへ

と分化する細胞の割合は少ない。これは、ア

ストロサイト特異的遺伝子プロモーター領

域における DNA メチル化量の差に起因して

いる。すなわち、母体内で発生過程に誘導さ

れるエピジェネティックな変化が、in vitro に

おいても低酸素濃度培養では適切に行われ

るが、大気酸素下では停滞することが示唆さ

れた。 
 
２．研究の目的 
胎生動物の脳内は一般的に低酸素状態に

ある。そこで、研究代表者は神経幹細胞の発

生段階依存的な性質変化に低酸素シグナル

が関与することを提唱し、その分子機構を解

明することを目指した。 
ヒストン脱メチル化酵素の一つである

JmjC ファミリー遺伝子群は、酵素反応に酸

素分子を基質として用いるため、その活性が

細胞内の酸素濃度によって制御される。そこ

でエピジェネティック制御の中でもヒスト

ン修飾に注目し、神経幹細胞分化における酸

素濃度の影響、およびその制御に関わる JmjC
ファミリー遺伝子の同定とその機能解析を

行うことを目的とした。これまでに、神経発

生においてヒストン脱メチル化酵素の機能

を生体における酸素濃度、およびその酵素活

性に着目して解析した報告は皆無であるた

め、非常に挑戦的かつ独創的なプロジェクト

であると考える。 
 
３．研究の方法 
まず（1）神経幹細胞が産生する細胞種と

培養時酸素濃度の影響を解析する。研究代表

者が所属する研究室では、ES 細胞から神経

系細胞への分化誘導法が確立できている。そ

こでまず、ES 細胞を用いて神経幹細胞分化

と培養時酸素濃度の関係を解析する。また、

（2）ES 細胞から神経系細胞への分化過程に

おける遺伝子発現動態に基づき、神経幹細胞

の分化制御に関わる JmjC ヒストン脱メチル

化酵素群を探索、実際にその候補遺伝子の発

現減弱を誘導することで機能解析を行う。最

後に、（3）ES 細胞だけでなく、目的時期の

神経幹細胞を胎仔終脳より単離し in vitro で

培養、培養時酸素濃度と産生する細胞種を解

析、産生細胞で特異的に発現する標的遺伝子

の発現制御機構をヒストン修飾の観点から

解析することで、大脳新皮質神経幹細胞の分

化制御機構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) ES細胞の神経系分化と培養時酸素濃度の

影響 
ES 細胞の神経系分化に対する酸素濃度の

影響を解析するため、分化誘導の 1日前から、

酸素濃度 2％（Hypoxia）もしくは 21％
（Normoxia）で培養を行い、神経系への分化

誘導後 2 日おきに細胞を回収、RNA 抽出を行

った。定量 PCR により、神経幹細胞、ニュ

ーロン、アストロサイト特異的遺伝子の発現

量を解析した結果、分化誘導 2 日後には神経

幹細胞に特異的な sox1 遺伝子が Normoxia, 
Hypoxia の両培養条件において同程度発現す

ることを確認した。この結果は、ES 細胞の

神経系への分化誘導効率には培養時の酸素

濃度が影響しないことを示唆している。その

一方、生体においても発生の後期に神経幹細

胞から産生する浅層ニューロンやアストロ

サイトに特異的な cux1 や gfap 遺伝子の発現

はHypoxia培養によって顕著に上昇すること

が明らかとなった。 
(2)神経系分化に関与する JmjC ファミリー遺

伝子群の同定 
 神経系への分化、また神経幹細胞の分化制

御に関与するヒストン脱メチル化酵素を探

索するため、上と同様に ES 細胞から神経系

へと分化する過程で発現が上昇する JmjC フ

ァミリー遺伝子を探索した。その結果、

Hypoxia(赤線)、Normoxia（青線）両条件下

において、ヒストン H3K27 の脱メチル化酵

素である jmjd3 の発現が神経系細胞への分化

に伴い顕著に上昇することが明らかとなっ

た。 



すなわち、神経幹細胞において Jmjd3 がヒス

トン H3K27 の脱メチル化を介して、分化運

命を制御する可能性が考えられた。実際に、

胎生 11 日、14 日齢のマウス胎仔終脳より神

経幹細胞を単離し、jmjd3 遺伝子の発現を定

量した結果、先に神経幹細胞の分化制御への

機能が報告されているエピジェネティック

因子である MLL1 や EZH2 と同程度、もしく

はそれ以上に発現することを確認した。 
(3)神経幹細胞における Jmjd3 の機能解析 

胎生 14 日齢の終脳より神経上皮細胞を単

離し、自己増殖を誘導するサイトカイン

bFGF 存在下で 4 日間培養した後、jmjd3 の

発現減弱を特異的な shRNA を導入すること

で誘導した。神経幹細胞で jmjd3 をノックダ

ウン後、これらの神経幹細胞が産生する細胞

種を Normoxia, また Hypoxia 培養条件下で

解析するため、LIF 存在下で 4 日間培養した

後、細胞を固定、免疫細胞染色を行った。そ

の結果、Normoxia ではコントロールと jmjd3
ノックダウン間で神経幹細胞の分化傾向に

差を認めない（Map2ab:ニューロンと GFAP:
アストロサイト）が、Hypoxia 条件下では

jmjd3 のノックダウンにより、アストロサイ

トに特徴的な GFAP 陽性の細胞へと分化す

る割合が減少することが明らかとなった（赤

色）。JMJD3 と同様にヒストン H3K27 の脱メ

チル化を触媒する JmjC ファミリー遺伝子の

UTX をノックダウンした場合においても、

Normoxia, Hypoxia 両条件下で神経幹細胞が

産生する細胞種が変わらなかったことより、

生体を模した Hypoxia 環境において、Jmjd3
が特異的に神経幹細胞のアストロサイト分

化を促進することを突き止めた。 
 

 
 現在は、gfap プロモーター領域におけるヒ

ストン H3K27 のトリメチル化修飾量を

Normoxia, Hypoxia 両条件下においてクロマ

チン免疫沈降法を適用することで解析、アス

トロサイト分化制御機構の詳細を解析して

いる。 
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