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研究成果の概要（和文）：中枢神経系の細胞の一種であるアストロサイトは、神経幹細胞から生み出されるが、
その分子メカニズムは不明な点も多い。本研究では、大脳新皮質の発生過程において、Zbtb20がアストロサイト
産生を促進する新規転写因子であることを明らかにした。マウス神経幹細胞でZbtb20を過剰発現させるとアスト
ロサイト産生は促進し、逆にノックダウンすると、その産生は抑制された。さらに、Zbtb20のアストロサイト産
生促進のメカニズムを検討したところ、Zbtb20は転写因子Sox9とNFIAと協調して働き、ニューロン産生に必須の
因子であるBrn2の発現を直接抑制することでアストロサイト産生を制御することが示された。

研究成果の概要（英文）：Multipotent neural precursor cells (NPCs) generate astrocytes at late stages
 of mammalian neocortical development, but the underlying mechanisms remain poorly understood. Here 
I show that Zbtb20 regulates astrocyte specification in the mouse neocortex. Zbtb20 is highly 
expressed in late-stage NPCs and their astrocytic progeny. Overexpression and knockdown of Zbtb20 
promote and suppress astrocytogenesis, respectively. Astrocyte induction by Zbtb20 is suppressed by 
knockdown of Sox9 or NFIA. Furthermore, in the astrocyte lineage, Zbtb20 directly represses the 
expression of Brn2, which encodes a protein necessary for upper-layer neuron specification. Zbtb20 
is thus a key determinant of astrocytogenesis, in which it collaborates with Sox9 and NFIA and acts 
in part through direct repression of Brn2 expression.
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１．研究開始当初の背景 
 
哺乳類の中枢神経系において、アストロサイ
トは最も数の多い細胞であり、これまで長い
間、ニューロンなど他の神経系細胞の支持細
胞と考えられてきた。しかし近年の研究によ
り、中枢神経系におけるアストロサイトの機
能がしだいに明らかにされ、特にシナプス形
成やシナプス可塑性に積極的に関わりニュ
ーロンの機能を制御することが注目されは
じめている。このことは、ニューロンの機能
異常によって引き起こされていたと考えら
れていた多くの神経疾患に、アストロサイト
が関与していることを示唆している。しかし、
この重要な役割をもつアストロサイトがい
つ、どこから、どのように生み出されるかと
いう、その起源や発生の分子メカニズムに関
しては、ニューロンやオリゴデンドロサイト
の発生と比較して、その研究が遅れており、
未だ不明な点も多い。 
 アストロサイトは、ニューロンやオリゴデ
ンドロサイトと同様に神経幹細胞（神経系前
駆細胞）から生み出される。これまで、
JAK-STAT 経路、BMP−SMAD 経路、 
Notch-Hes/NFIA 経路などがアストロサイト
分化を制御することが報告されている。しか
し、哺乳類の脳において、アストロサイト分
化の最初のステップである特異化に関わる
因子（特異化因子）は明らかにされていない。 
 様々な神経疾患により失われたニューロ
ン、アストロサイト、オリゴデンドロサイト
を再生させるためには、これらの細胞が神経
幹細胞（神経系前駆細胞）からどのように生
み出されるかを明らかにし、そこで得られた
知見を応用することが考えられる。再生医療
に必要な細胞を作り出すための基礎的な研
究として重要である。 
 
２．研究の目的 
 
アストロサイトは、発生後期に神経幹細胞
（神経系前駆細胞）から生み出されるが、そ
の産生の分子メカニズムは不明な点も多い。
本研究では、新しいアストロサイト分化制御
因子を探索し、その新規因子によるアストロ
サイト分化の制御メカニズムを解明するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 発生期または成体マウス脳において、転
写因子 Zbtb20 の発現パターンを免疫組織染
色で解析した。神経幹細胞、ニューロン、ア
ストロサイト、オリゴデンドロサイトの分子
マーカーとの共染色を行い、Zbtb20 がどの細
胞に発現しているか詳細な解析を行った。 
 
(2) マ ウス神経系前駆細胞の培養系
（neurosphere culture）とレトロウイルス
を使った発現系を用いて、培養した神経系前

駆細胞で Zbtb20 を過剰発現またはノックダ
ウンし、ニューロン、アストロサイト、オリ
ゴデンドロサイトへの分化に対する影響を
検討した。 
 
(3) エレクトロポレーションによるマウス
個 体 へ の 遺 伝 子 導 入 系 (In utero 
electroporation(EP) / Postnatal EP) を用
いて、Zbtb20 を生体内の神経系前駆細胞で過
剰発現またはノックダウンし、ニューロン、
アストロサイト分化に対する影響を検討し
た。 
 
(4) Zbtb20を過剰発現させた神経系前駆細胞
で、Sox9 または NFIA をノックダウンし、
Zbtb20 によるアストロサイト分化制御に
Sox9 と NFIA が必要かを検討した。 
 
(5) 免疫沈降法を用いて、Zbtb20 と相互作用
する分子を検討した。 
  
(6) Zbtb20を過剰発現させた神経系前駆細胞
を用いてマイクロアレイを行い、Zbtb20 の 
標的分子を探索した。 
 
(7) クロマチン免疫沈降アッセイとルシフ
ェラーゼアッセイを行い、Brn2 が Zbtb20
の直接の標的分子であることを検討した。 
 
４．研究成果 
 
アストロサイトは、ニューロンへの栄養供給、
ニューロンが放出した神経伝達物質の回収、
シナプス周辺のイオン環境の維持、血液脳関
門の制御、シナプス形成など、中枢神経系の
様々な機能において重要な役割を果たす。ア
ストロサイトはニューロン、オリゴデンドロ
サイトと同様に神経幹細胞（神経系前駆細
胞）から生み出されるが、アストロサイトの 
分化制御メカニズムは未だ不明な点も多い。
発生過程において、神経幹細胞は、先にニュ
ーロンを産生し、その後、アストロサイトを
産生する。そこで、本研究では神経幹細胞が
アストロサイトを産生し始める時期に、神経
幹細胞で発現量が高くなる因子を探索し、転
写因子 Zbtb20 を同定した。Zbtb20 は、胎生
14 日頃のマウス大脳新皮質の脳室帯でその
発現が始まり、その後、アストロサイト系譜
の細胞で発現が維持された。成体マウスの大
脳新皮質において、Zbtb20 はアストロサイト
で発現し、ニューロンとオリゴデンドロサイ
トでは発現が観察されなかった。この Zbtb20
の発現パターンから、Zbtb20 は神経幹細胞の
アストロサイトへの分化に関与する可能性
が考えられ、次に培養したマウス神経幹細胞
を用いて検討した。主にニューロンを産生す
る時期の神経幹細胞（胎生 11 日のマウス脳
由来）において、Zbtb20 を過剰発現したとこ
ろ、ニューロン産生量が減り、神経幹細胞は
主にアストロサイトを産生するようになっ



た（図１A）。一方、アストロサイトを産生す
る時期の神経幹細胞（胎生 16 日のマウス脳
由来）において、Zbtb20 をノックダウンし
たところ、アストロサイト産生量は減り、代
わりに神経幹細胞はニューロンを産生する
ようになった（図１B）。さらに、マウス個体
内の神経系前駆細胞で Zbtb20 を過剰発現ま
たはノックダウンしても、同様の結果が得ら
れた。以上の結果は、Zbtb20 はアストロサイ
トの産生を促進することを示している。 

 
 次に、Zbtb20 がどのようにアストロサイト
産生を制御するのかを検討した。グリア細胞
産生において重要な働きをすることが報告
されている転写因子 Sox9 と NFIA が、Zbtb20
によるアストロサイト産生の促進に関与す
るかを調べた。Zbtb20 を過剰発現させた神経
系前駆細胞で、Sox9 または NFIA をノックダ
ウンしたところ、Zbtb20 によるアストロサイ
ト産生は顕著に抑制された。また、免疫沈降
法により Zbtb20 が Sox9 または NFIA と相互
作用するかを検討したところ、Zbtb20と NFIA
は複合体を形成することが明らかとなった。
これらの結果より、Zbtb20 は Sox9 と NFIA の
２つの因子と協調して働き、アストロサイト
産生を促進していることが示唆された（図 2）。 
 さらに、Zbtb20 を過剰発現させた神経系前
駆細胞を用いてマイクロアレイを行い、
Zbtb20 の標的分子を探索した。Zbtb20 の過
剰発現により、大脳皮質の上層ニューロンの
産生に必須の転写因子 Brn2 とオリゴデンド
ロサイト産生に必須の転写因子Sox10の発現
が抑制されていた。クロマチン免疫沈降ア
ッセイを行い、Zbtb20 が Brn2 と Sox10 の制
御領域に結合するかを検討したところ、
Zbtb20 は Brn2 の制御領域に結合するが、
Sox10 の制御領域には結合しなかった。さら
に、ルシフェラーゼアッセイにより、Zbtb20

は Brn2 のプロモーター活性を抑制すること
が明らかとなった。これらの結果より、Brn2
は Zbtb20 の直接の標的分子であることが明
らかとなった。そして、Zbtb20 は Brn2 と
Sox10 の発現を抑制し、神経幹細胞のニュー
ロンやオリゴデンドロサイトへの分化を抑
えていることが示唆された（図 2）。 

  
 Zbtb20 と同じ Zbtb ファミリーに属する分
子である Zbtb16 と Zbtb45 はグリア分化に関
与することが報告されている。そこで、
Zbtb16 と Zbtb45 が、Zbtb20 と同様にアスト
ロサイト産生を促進するかを検討した。
Zbtb16 と Zbtb45 を培養したマウス神経系前
駆細胞で過剰発現させてもアストロサイト
産生は促進されなかった。また、神経系前駆
細胞においてZbtb20をノックダウンすると、
アストロサイト産生が抑制され、ニューロン
産生が促進するが、そこに Zbtb16 あるいは
Zbtb45 を過剰発現させても Zbtb20 ノックダ
ウンの表現型はレスキューされなかった。こ
の結果から、Zbtb20 はグリア分化制御におい
て、Zbtb16 と Zbtb45 とは異なる機能をもつ
ことが示唆された。 
 Zbtb20 は成体の脳の成熟したアストロサ
イトにも発現している。このことは、Zbtb20
が神経幹細胞のアストロサイトへの分化制
御の他に重要な働きをする可能性を示唆し
ており、その機能の解明は今後の課題である。 
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