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研究成果の概要（和文）：脳機能構築において不可欠な神経細胞分化では遺伝子発現調節を伴うことが知られて
います。しかし、その制御メカニズムの時空間的動態には不明な点が多く残されています。本研究では、遺伝子
組換えマウスやヒト多能性幹細胞を用いて神経細胞分化における転写調節因子やエピジェネティクス制御因子と
いった核内の分子を可視化することで時空間的動態変化が果たす役割を新たに明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：Gene expression regulation is essentially involved in the process of 
neuronal differentiation. However, the spatiotemporal dynamics of its regulatory factors in the 
nucleus remains unclear. In this study, we found the role of spatiotemporal dynamics of nuclear 
molecules such as transcription factors and epigenetic regulatory factors during neuronal 
differentiation using imaging tools in genetically modified mice and human pluripotent stem cells.

研究分野： 神経科学　分子生物学

キーワード： 分子・細胞・神経生物学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胎児期から生後発達期の脳機能構築において、その中心にある神経細胞の成熟には適切な遺伝子の発現調節が重
要です。その過程は、核内のゲノムDNAや酵素タンパク質といった分子の相互作用によって引き起こされると考
えられますが、それら分子がいつ・どこで・どのように振る舞うのかに関しては不明な点が多く残されていま
す。本研究では、そのよう分子である転写因子とエピジェネティクス制御因子に着目してマウスおよびヒト神経
細胞の成熟過程での詳細な動態や新たな役割を明らかにすることができました。この成果は、脳形成の学問的理
解に貢献するとともに脳発達障害や精神神経疾患といった病態の理解に繋がることが期待されます。

※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 
 
神経細胞分化の過程は、遺伝的に時系列が固定化されている一方、経験や学習といった神経活  
動に応答して変化する側面を持ち、神経回路形成とシナプス可塑性に基づいた脳機能構築に寄
与していると考えられています。この過程において遺伝子発現を伴うことは明らかですが、その
制御メカニズムの時空間的動態は不明な点が多く残されています。脳はヒトで劇的な進化を遂
げましたが、全ゲノム塩基配列解析の結果から見ればそれを担う特別な遺伝子の出現は明らか
になっておらず、ゲノムサイズも他の動物種に比べ差して大きいわけではないことから、遺伝子
発現調節の洗練こそが進化の原理ではないかと考えらます。しかも、染色体の数や形態は哺乳類
においても種により異なることが知られており、この違いは遺伝子発現制御の場の形成に大き
く影響し、神経細胞の特性を変える可能性があります。この理解には、転写動態からクロマチン
構造さらには核内空間配置にまで踏み込んで、分子イメージングにより捉える解析が不可欠で
す。 
『細胞内での素過程を直接見る』という観点の取組みは、顕微鏡技術の進歩とあいまって国内
外問わず急速に展開されています。我々の研究グループは、これまで神経細胞の核内分子を 1分
子蛍光イメージングで捉え、その動態を定量的に計測することに取り組んできました。1分子イ
メージングは分子動態を定量的に解析できることが全反射照明蛍光顕微鏡(TIRF)による細胞表
面分子の解析から明らかですが、核内分子の解析に関しては極めて少ないのが現状です。しかし、
これまでにタグ(HaloTag)を付加したタンパク質と斜光照明蛍光顕微鏡(HILO)を用いた核内 1
分子イメージングの実験系の構築を独自に進めてきました。その結果、HaloTag を利用して蛍
光色素テトラメチルローダミン標識した転写因子 CREB とその認識配列 CRE の相互作用をラ
イブセル(Neuro2a 細胞株)の核内で 1 分子動態計測することに成功しています。その成果とし
て、特異的相互作用は僅か数秒間であることを明らかにしています(Sugo N et al., 2015)。さら
に、この実験系を初代大脳皮質培養神経細胞に導入し光遺伝学的手法と組み合わせて神経活動
依存的な CREB 動態を解析したところ、核の一部の領域で相互作用(解離速度定数)を変化させ
ることなく、頻度高く結合を繰返すことを明らかにしました(Kitagawa H, et al., 2017)。つまり、
この領域ホットスポットには神経活動依存的な遺伝子発現を示す遺伝子座があると考えられま
す。 その一方で、クロマチン構造に着目し、ヒストン脱アセチル化酵素HDAC9が神経活動依
存的に核・細胞質間を移動してクロマチン構造を制御することで転写に作用し、樹状突起形成に
寄与することを明らかにしています(Sugo N, et al., 2010)。さらに、DNA 修復酵素である DNA 
ポリメラーゼb（Polb）が神経細胞分化の過程に不可欠であることをノックアウトマウスの解析
から明らかにしてきましたが(Sugo N, et al., 2000; Sugo N, et al., 2004; Sugo N, et al., 2007)、
その役割は分化に際してのエピジェネティックな遺伝子発現制御である能動的 DNA 脱メチル
化経路にあることを示唆しています(Ohnishi K, , et al., 2017)。つまり、DNA 修復のメカニズ
ムを利用してメチル化されたシトシンを取り除き、新たにシトシンを Polbにより再合成するこ
とで、神経細胞分化に必要な遺伝子発現をオンに制御していると考えられます。以上の経緯から、
既知の転写研究の概念に加えて、転写やクロマチン構造を制御する核内因子さらに染色体 DNA
の脱メチル化の時空間的制御が神経細胞分化・可塑性の重要な要因であり、その素過程を明らか
にすることがメカニズムを理解する上で鍵になると考えています。  
 
２．研究の目的 
 
本研究は遺伝子発現の過程を蛍光イメージングで可視化し 3 次元的な核内空間配置と動態を定
量的に観察することで、神経細胞分化・可塑性における新たな原理・法則性を明らかにすること
を目指しました。これまで推進してきた転写因子 CREB の動態解析に加えて、新たに我々の研
究グループが見出した神経細胞分化における Polb依存的能動的 DNA 脱メチル化を介した転写
制御の動態解析を進めました。 
 
３．研究の方法 
 
（１）神経活動依存的転写制御の動態を詳しく解析するため、これまでのマウスに加えてヒト多
能性幹細胞(ES細胞または iPS細胞)から作製したの神経細胞を用いて転写因子 CREBと転写共役
因子の分子動態を HILO顕微鏡により１分子レベルで捉えて調べました。また、ヒト iPS細胞に
ゲノム編集技術を用いて遺伝子改変した株を作製すると共に、その細胞株から大脳オルガノイ
ドを作製することで実際の発生分化に近い培養モデルの構築を試みました。 
 
（２）神経細胞分化過程での能動的 DNA 脱メチル化制御の動態を明らかにするために、その過程
の鍵となる Polbのコンディショナルノックアウトマウスを用いて時空間的な役割を分子イメー



 

 

ジングで、さらに生理学的役割をマウス行動解析によって調べました。 
 
４．研究成果 
 
（１）ヒト多能性幹細胞を分化誘導して作製した神経細胞を用いて、神経活動依存的な転写因子

CREB の動態を斜光レーザー顕微鏡による１分子蛍光イメージング法で解析しました。ヒト神経

細胞での計測が初めて可能となり、さらには CREBとその共役因子を異なる蛍光色素で同時に１

分子蛍光観察することにも成功して相互作用を明らかにすることができました。その結果は学

会にて発表を行いました。また、神経細胞の転写因子の１分子イメージング解析の方法論に関す

る論文を発表しました。 

 
（２）ヒト神経細胞分化のより忠実なモデル実験系を確立するために、ヒト iPS細胞から特定の
神経細胞種を分化誘導する実験系として、ヒト iPS 細胞由来大脳オルガノイドの作製を試みま
した。発生期大脳皮質様の細胞構築として、神経前駆細胞からなる脳室帯様構造と最終分裂後の
神経細胞から構成される皮質板様構造が観察され、特に皮質深層の神経細胞の分子マーカーTbr1
や Ctip2を時空間的に再現性良く発現する神経細胞を約 40 日程度の培養期間で作製することが
できました。 
 
（３）CRISPR/Cas9によるゲノム編集技術を用いて、ヒト iPS細胞の染色体の狙った遺伝子座に

バクテリオファージ由来の塩基配列 MS2 を含む DNA 断片を導入する改変を行うことで、特定の

転写産物の分子イメージング解析を行うことができました。 

 

（４）Polβ欠損マウスは生後 2週程の間に、学習・記憶を司ることが知られる海馬神経細胞の

核内に重篤なゲノム不安定化である DNA2 本鎖切断が一過的に数多く観察され、遺伝子発現や樹

状突起形成に異常をもたらすことを発見しました（図を参照）。さらに、脳機能へ及ぼす影響を

調べるために行動解析を行ったところ、空間学習・記憶や不安様行動に異常

が認められました。この分子メカニズムとして能動的 DNA 脱メチル化に着

目したところ、生後発達初期にゲノム DNA 中のメチル化シトシン量が大幅

に減少することがわかりました。そこで、この過程の開始に必要とされる

TET 酵素の高発現と発現抑制の遺伝子操作を行うと、それぞれ DNA2 本鎖切

断の増加と減少が観察され、Polβはこのエピジェネティックな転写制御に

おいてゲノム安定性維持に必要であることが明らかになりました。本研究

成果を学会で発表すると共に、研究論文として発表しました。 

 

（５）ヒト神経細胞分化過程における能動的 DNA 脱メチル化制御の動態を

明らかにするために、DNA ポリメラーゼβ欠損ヒト iPS細胞由来大脳オル

ガノイドを作製して調べたところ、マウスと同様にヒト神経前駆細胞おい

ても DNA2 本鎖切断が蓄積してゲノム不安定性が増加することを明らかに

しました。この結果は学会にて発表を行いました。 
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