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研究成果の概要（和文）：小脳の顆粒細胞前駆細胞が、段階的に「未分化性」と「増殖性」を失い、最終的に顆
粒細胞へと神経分化することが見出された。さらにこの段階的変化において、細胞増殖を活性化させることが知
られていたサイクリンD1が、リン酸化を介してATOH1タンパク質を安定化させ、その結果として前駆細胞の未分
化性を維持させることが明らかにされた。また、脳の発生とともに増加するWNTタンパク質とそれによって発現
誘導されるPROX1分子によって、徐々にサイクリンD1の量が減少し、それによって顆粒細胞発生が加速されると
いうことも明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：It was found that granule cell progenitors (GCPs) in the cerebellum 
progressively lose their "undifferentiated" and "proliferative" nature and eventually differentiate 
into granule cells. Furthermore, in this stepwise transition, cyclin D1, which was known to activate
 cell proliferation, was found to stabilize the ATOH1 protein via phosphorylation, thereby 
maintaining the undifferentiated nature of GCPs. It was also revealed that the WNT protein, which 
increases with brain development, and the PROX1 molecule whose expression is induced by the WNT 
protein, gradually decrease the amount of cyclin D1, thereby accelerating GC development.

研究分野：神経発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、顆粒細胞(GCs)という神経細胞の新しい発生メカニズムとその分子基盤に関して新しい知見を多く
見出すことができた。これらの成果は、顆粒細胞の発生機構だけではなく、進化的な小脳皮質の拡大機構や顆粒
細胞のガン化のメカニズムに関しても多くの示唆に富んでいる。また、今回注目している分子や発生メカニズム
は小脳にとどまらない。大脳皮質をはじめとする各脳領域で、これらの分子や発生メカニズムは共通しているた
め、小脳の研究が、脳全体の共通原理の創出につながっていくことが、今後大いに期待される。

※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 
中枢神経系には、数千種類もの多様な神経細胞が存在しているが、「限られた遺伝情報から
いかにして多種多様な神経細胞を分別して生み出すのか」については、まだ未解明の部分が
多い。申請者は、「神経細胞を生み出す神経上皮細胞が持つ(1)位置情報と(2)時間情報の組み
合わせによって多種多様な神経細胞が生み分けられている」という仮説を立て、それを証明
するために、小脳をモデル系として、この課題に取り組んできた。そして、 (1)興奮性神経
細胞 vs 抑制性神経細胞の生み分け機構、および(2)各種抑制性神経細胞の生み分けについ
て、それぞれ神経幹細胞の位置情報(Neuron 2005, JNS 2014)と時間情報(Nat Commun 
2014)を担う分子機構を明らかにすることによって、その分子メカニズムを明らかにしてき
た。小脳神経細胞の個性獲得機構が明らかにされた後、次なる解くべきクエスチョンは、神
経幹細胞や神経前駆細胞の増殖停止と神経細胞分化の制御機構である。神経前駆細胞が「未
分化(未成熟)」かつ「増殖性」の細胞であるのに対して、神経細胞は「分化し」かつ「増殖
性を失った」細胞である。しかしながら、脳の発達過程において、これらの「未分化性」と
「増殖性」を同時並行的に協調制御するメカニズムについては、あまり解明されてなかった。 
このテーマを研究するために、小脳顆粒細胞系は良いモデル系である。小脳顆粒細胞前駆
細胞(GCPs)は、発生途上の小脳の外顆粒層で増殖するが、やがて細胞周期を離脱し顆粒細胞
(GCs)という神経細胞へと分化する。 
 
２．研究の目的 
小脳の GCPs-GCsをモデル系として、神経前駆細胞の増殖性と未分化性を制御し、神経前駆細
胞が適切な時期に適切な数の神経細胞(GCs)を生み出す分子機構を明らかにする。 
 
３. 研究方法 
(1) 生直後のマウス小脳のシングルセル RNAseq データ取得する。 
(2) GCPs について、これまでに未分化性の維持に関わることが知られていた転写因子 ATOH1
と、細胞増殖を促進することが知られていた細胞周期関連分子 CyclinD1(CCND1)について着
目する。発達途上のマウス小脳の GCPs に対して遺伝子導入し、これらの分子の働きを強め
たり(強制発現)、弱めたりする（ノックダウン）実験を行う 
(3)培養細胞を用いた実験により、CCND1 が CDK4 というリン酸化酵素と共役することによっ
て ATOH1 タンパクをリン酸化できるかどうかについて、ウエスタンブロット法で調べる。さ
らに、ATOH1 タンパク質の安定性への影響についても同時に調べる。 
(4)小脳の発達過程における GCPs の CCDN1 発減量変化について、免疫染色およびウエスタ
ンブロット法で調べる。 
(5)小脳の発達過程における WNT タンパク質の発現量、WNT シグナルの強さについて免疫染
色およびウエスタンブロット法で調べる。 
 
4．研究成果 
(1) 上記 3.(1)の結果、シングルセル RNAseq データは高品質のものを取得することができ
た。さまざまな解析に使う基盤ができた。 
(2) 上記 3.(2)の結果、ATOH1 や CCND1 が「活発に増殖を行うより未分化な前駆細胞
（AT+GCPs）」としての性質の維持に必要とされることが明らかになった。 
(3)上記 3.(3)の結果、CCND1 が CDK4 というリン酸化酵素と共役することによって ATOH1 タ
ンパクをリン酸化することで（309 番目のセリン残基）、ATOH1 タンパクを安定化させること
を見出した。もともと CCND1 は「増殖性」の促進に働くことが知られていたが、この結果は、
このタンパク質が ATOH1 タンパク質の安定化を介して「未分化性」の維持にも働くというこ
とを示していた。つまり、CCND1 という一つのタンパク質の量をコントロールするだけで、
神経前駆細胞の中で「未分化性」と「増殖性」を協調して制御できる、ということが明らか
になった。 
(4) 小脳の発達過程では、初期には多くの CGPs が「未分化性」と「増殖性」を保ちつつも
少数の GCs を生み出すが、小脳の発生が進むと、GCPs は徐々にその増殖性と未分化性を失
い、神経細胞へと分化する確率が増えることが知られている。上記 3.(4)の結果、発生が進
むにつれて CCND1 のタンパク質量が徐々に減少することが見出された。また遺伝子導入実
験から、発達過程における CCND1 の量の減少が顆粒細胞前駆細胞から神経細胞への分化の
促進の原因となることが示唆された。 



 
(5)以上から、GCPs においては、
CCND1という単一分子が「未分化性」
と「増殖性」をコントロールするこ
とによって、この両者を協調して同
じ方向へ向かわせることに寄与し
ていると考えられた。さらに、3. 
(5)の結果から、細胞外からのシグ
ナルである WNT シグナルが発達と
共に上昇していくことを見出した。
さらに、WNT シグナルがより上位で
CCND1の量のコントロールをしてい
ることも明らかにされた。このこと
は、今回見出した分子ネットワーク
が、ひとつひとつの細胞の中での
「未分化性」と「増殖性」を制御しているだけではなく、細胞全体のシステムとして細胞増
殖に比重をおくか、それとも神経分化にするかというバランスの決定にも寄与していると
考えられた(右上図)(文献 1,2)。 
 
(6) 本研究では、顆粒細胞(GCs)という神経細胞の新しい発生メカニズムとその分子基盤に
関して新しい知見を多く見出すことができた。これらの成果は、顆粒細胞の発生機構だけで
はなく、進化的な小脳皮質の拡大機
構や顆粒細胞のガン化のメカニズ
ムに関しても多くの示唆に富んで
いる。また、今回注目している分子
や発生メカニズムは小脳にとどま
らない。大脳皮質をはじめとする各
脳領域で、これらの分子や発生メカ
ニズムは共通しているため、小脳の
研究が、脳全体の共通原理の創出に
つながっていくことが、今後大いに
期待される(右下図)。 
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 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

Auts2 is required for neurogenesis in cerebral cortex.
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