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研究成果の概要（和文）：　神経幹細胞の維持や分化開始を決定するエピゲノム因子として、Bre1aの機能解析
を行った。Bre1aノックアウトES細胞を樹立するとともに、テトラサイクリン誘導によりBre1発現量を制御でき
るES細胞を作製し、解析した結果、Bre1aが司るヒストンH2Bのモノユビキチン化を介して様々な遺伝子の発現を
変動させていることを明らかにした。その結果として、細胞増殖を調節するとともに分化開始を制御しているこ
とが判明した。また、神経幹細胞特異的Bre1aコンディッショナルノックアウトマウスを作製して表現型を解析
したところ、生体においてもBre1aが神経幹細胞の未分化性維持に重要な機能を有することが判った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the function of Bre1a, one of epigenetics 
factors, in the maintenance of neural stem cells. First, we established Bre1a knockout ES cells from
 embryonic day 3.5 blastocysts of Bre1a-null mice and also generated tetracycline-regulated Bre1a 
overexpressing ES cells. By examining these ES cell lines, we found that Bre1a-mediated histone H2B 
monoubiquitylation regulated the expression of many genes, which resulted in the alteration of 
proliferation and differentiation of ES cells. We further generated Bre1a conditional knockout mice 
and analyzed the phenotypes of Bre1a-null mouse embryos. We found that Bre1a knockout modified the 
self-renewal and multipotential capabilities of neural stem cells. We have been investigating the 
molecular mechanisms underlying these changes.

研究分野：神経科学

キーワード： 神経幹細胞　神経発生　エピジェネティクス　ヒストン修飾

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳の発生において極めて重要な役割を果たす神経幹細胞において、様々なエピゲノム修飾因子が織りなすネット
ワークを解明し、多様な神経細胞・グリア細胞からなる脳が構築される根本原理の一端を明らかにすることがで
きた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
  発達期の哺乳類の脳は、一層の神経
上皮細胞から大量の神経細胞・グリア細
胞（オリゴデンドロサイト, アストロサイト）を
産生する必要があり、これら全ての細胞の
起源である神経幹細胞の神経発生におけ
る重要性は言うまでもない。発生初期に神
経幹細胞自身が形成され（マウスでは胎
生 8.5 日）、対称分裂によって指数関数
的に数を増やした後（増殖期）、胎生中
期には神経細胞を産生する（神経細胞産
生期）。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（グリア細胞産生期）（図１）。また、神経幹細胞の細胞周期（Tc）は胎生中期から
後期にかけて倍以上に伸長し、成体の脳内では細胞周期 15 日以上とほぼ細胞分裂が停止した状
態で維持されている。すなわち、神経幹細胞は脳の発達段階に応じて細胞周期や分化能などの性
質を劇的に変化させるが、その分子メカニズムには不明な点が多い。最近、この変化の過程にエ
ピゲノム修飾が深く関与しているという知見が集積しつつあるが、神経幹細胞が細胞周期を伸
ばしながら未分化な状態に維持される分子機序や、神経細胞・グリア細胞へと運命決定されるメ
カニズムについては、知見が極めて乏しかった。 
 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 
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、エピゲノム修飾
による制御を受けていることを見出した。胎生初期の神経上皮細胞において、Hes5 発現はプロ
モーター領域の DNA メチル化によって抑制されている。Notch シグナルが活性化して神経幹細
胞が誘導されるためには、Hes5 プロモーターが脱メチル化されなければならないが、ここに Glial 
cells missing 遺伝子が関わっていることを報告した（Hitoshi et al., Nat Neurosci 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 Bre1a 遺伝子を同定し、神経幹細胞におけ
る機能を解析した（Ishino et al., J Neurosci 2014）。Bre1a は、ヒストン H2B に対する E3 ユビキ
チンリガーゼであり、H2B のモノユビキチン化を介してヒストン H3K4 のトリメチル化を促進
し、多くの遺伝子の転写調節を行なっている。脳において Bre1a はユビキタスに発現している
が、神経幹細胞では発現が抑制されており、このことが神経幹細胞の未分化性維持と細胞周期の
伸長に必須であることを明らかにした。 
これらの知見から、Bre1a によるエピゲノム修飾が神経幹細胞の運命決定の鍵を握る因子の１

つと考え、ノックアウトマウスを作製した。残念なことに、Bre1–/–胚は胎生 5.5 日までに致死と
なることが判明し、神経系での Bre1a 機能喪失の表現型を直接解析することはできなかったが、
ES 細胞や胎生致死になる前の胚を用いた解析は、Bre1a の機能を解明する上で重要なステップ
と考え、本研究を提案するに至った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、Bre1a を中心にゲノム修飾因子のネットワークが、(神経)幹細胞の分化開始の決
定を制御している分子メカニズムを解明する。 
 Bre1a–/– ES 細胞のマイクロアレイ解析から、Klf4, Klf5 などの ES 細胞の未分化性維持に関わる
遺伝子や、Tet1, Tet2 のような DNA 脱メチル化を司る遺伝子、chromatin remodeling enzyme をコ
ードする Chd ファミリー遺伝子などの、ゲノム修飾に重要な働きをしている多くの遺伝子発現
を、Bre1a が制御している可能性が示唆されている。そこで、Bre1a が制御するゲノム修飾因子
の中でも、幹細胞において未分化性維持に極めて重要な働きを有する Klf4, Klf5 遺伝子に焦点を
絞り、神経幹細胞の未分化性維持における役割を明らかにする。Bre1a を中心として、Klf4, Klf5
などのゲノム/エピゲノム修飾因子が織りなすネットワークを解明し、多様な神経細胞・グリア
細胞からなる脳が構築される根本原理を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
① Bre1a–/– ES 細胞を用いた Bre1a 標的遺伝子の網羅的探索 

 
 既に作製した Bre1a ノックアウトマウスを用い、胎生 3.5 日胚盤胞から Bre1a–/– ES 細胞を樹立
する。樹立した ES 細胞を用い、Bre1a が媒介するとされるヒストン H2B のモノユビキチン化を
定量し、Bre1a とモノユビキチン化ヒストン H2B (H2Bub1)量との相関を検証する。その上で、増
殖速度や分化能力などの Bre1a–/– ES 細胞の基本的な性質を明らかにした上で、Bre1a–/– ES 細胞
を用いたトランスクリプトーム解析（RNA-seq）を行う。さらに、H2Bub1 に対する特異抗体（H2B
は認識しない）を用いたクロマチン免疫沈降シーケンス（ChIP-seq）解析を行い、Bre1a 遺伝子

図１ 



発現量と相関して H2Bub1 集積量が変化するゲノム領域を同定して、Bre1a-H2Bub1 が制御して
いる標的遺伝子候補の網羅的探索を行う。 
 
② 神経幹細胞特異的 Bre1a および Klf4/5 ノックアウトマウスの解析 

 
 神経発生や神経幹細胞の維持・分化における Bre1a の機能を明らかにするため、Bre1a コンデ
ィッショナルノックアウト(cKO)マウスを作製した。エクソン 3-5 の前後に loxP を挿入するノッ
クインベクターを用い、CRISPR/Cas9法を用いてノックインの効率を高めながら、マウス受精卵
に対してノックインを行った。Klf2, Klf4, Klf5コンディッショナルノックアウトマウスは、連携
研究者の滋賀医科大学・動物生命科学研究センター 依馬正次教授に提供していただき、神経幹
細胞特異的 Cre ドライバーマウスと交配して解析を行った。 
 神経幹細胞の培養は Neurosphere assay 法を用いた。胎仔脳の基底核隆起脳室層もしくは成体
脳の脳室上衣下層から組織を採取し、細胞を分散した後に、FGF2（胎仔脳の場合）もしくは FGF2
と EGF（成体脳の場合）を添加した無血清培地で培養した。5−7 日の培養後に直径 0.1mm 以上
の浮遊細胞塊を primary neurosphere とした。Neurosphere を形成した元の神経幹細胞の自己複製
能は、primary neurosphere を継代培養して得られた secondary neurospheres の数で評価した。多分
化能は、neurosphere をカバーグラスに接着させて分化条件で培養した後に、神経細胞・オリゴデ
ンドロサイト・アストロサイトに分化した細胞を免疫染色法で同定して評価した。 
 
４．研究成果 
 
① Bre1a–/– ES 細胞を用いた Bre1a 標的遺伝子の網羅的探索 

 
 Bre1a ノックアウトマウスは、胎生 3.5 日前後までは明らかな発生異常を示さず、メンデルの
法則通りの数の胚が得られた。そこで、胎生 3.5 日胚盤胞から ES 細胞を樹立して解析を行った
ところ、Bre1a–/– ES 細胞では alkaline phosphatase 活性や SSEA1抗原発現などの未分化性に異常
は認めなかった（図２）ものの、Bre1a+/+および Bre1a+/– ES 細胞と比べて増殖速度が著しく低下し
ていた。 

 ウエスタンブロット法でタンパク質量を調べたところ、Bre1a–/– ES 細胞では Bre1a の発現とと
もに H2Bub1 量が著減していた（図３）。これらの結果は、ChIP-seq 解析によっても確認された。
また、Bre1a ノックアウトによって発現変化する遺伝子群を RNA-seq によって同定し、ChIP-seq
の結果に参照することで、Bre1a が直接発現制御している遺伝子のいくつかを同定できた。今後
は、ヒストン H2B のモノユビキチン化が引き起こすヒストンマークの変化を明らかにし、Bre1a
が起点となって引き起こされるヒストン修飾カスケードを解明する予定である。 
 
② 神経幹細胞特異的 Bre1a および Klf4/5 ノックアウトマウスの解析 

 
 Bre1a cKOマウスの作製は、当初 ES 細胞を用いてターゲッティングを行い、LoxP の挿入が確
認された ES 細胞をマウス受精卵に注入することでキメラマウスを取得する方法で行った。その
結果、キメラマウスは得られたものの生殖細胞系列には継承されず、次世代マウスを得ることは
できなかった。そこで本研究の期間を延長し、CRISPR/Cas9法を用いてノックインの効率を高め
ながら、マウス受精卵に対してノックインを行った。エクソン 3-5 の前後に loxP が挿入された
マウスが得られ、次世代に伝達されることが確認されたため、神経幹細胞特異的にタモキシフェ
ン誘導型 Cre を発現する Nestin-CreERマウスと交配させて解析を行った。胎生 14.5 日胚の基底
核隆起脳室層から Neurosphere assay 法で神経幹細胞を培養する際に、タモキシフェン添加によ
って Bre1a をノックアウトしたところ、primary neurosphere の数が減少することが判明した。現
在、この現象が神経幹細胞の自己複製能の修飾によるものかどうか、検証中である。 

図２: 胎生3.5日胚盤胞から樹立したES
細胞における alkaline phosphatase 
(APase)および SSEA1 抗原発現 

図３: 各ES細胞におけるBre1aおよび
H2Bub1 の発現 
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 一方、神経幹細胞特異的に Klf2, Klf4, Klf5 をノックアウトしたマウスを、胎生期に経時的に解
析した。これらの遺伝子は多能性幹細胞の維持に極めて重要な働きを担っているため、胎生致死
になることが予想されたが、予想に反して Klf2, Klf4, Klf5 それぞれのノックアウトマウスは正常
に発生・発育することが判明した。さらに、これら３つの遺伝子のうち２つのダブルノックアウ
トマウスにおいても、明らかな表現型を観察できなかったが、トリプルノックアウトマウスは胎
生早期に致死になることから、神経発生における Klf2, Klf4, Klf5 には機能冗長性があることが判
明した。現在、致死に至る分子メカニズムや脳の構築異常を中心に、詳細な解析を行っていると
ころである。 
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