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１．研究計画の概要 
多様な神経細胞を生み出す神経幹細胞には

神経管での「場所（空間）」と「発生時期（時

間）」によって規定される固有の形質がある

が、その分子実体は未解明の部分が多い。本

研究では、小脳をモデル系として、神経幹細

胞の固有の形質、すなわち「神経幹細胞アイ

デンティティ」が発生途上の個体内でいかに

して「時間的・空間的」に制御されているの

かを、現象論からその分子機構まで明らかに

し、神経細胞の多様性獲得の分子機構を個体

レベルで理解する。 
 
２．研究の進捗状況 
以下の研究方法で、神経幹細胞の空間およ
び時間アイデンティティを支配する分子の
同定とその機能解析を行い、上記研究計画
の達成を目指してきた。 
(1) Ptf1a および Math1 を異所性に発現させ
るために、それぞれの遺伝子座にお互いの
cDNA をノックインしたマウスを作成した。ま
た、子宮内エレクトロポレーション法によっ
て、それぞれの cDNA を異所性に小脳原基の
サブドメインへと遺伝子導入し、そこからど
のような種類の神経細胞が生み出されるの
か調べた。その結果、Ptf1a および Math1 が
神経幹細胞の空間アイデンティティを規定
するのに必要かつ充分な分子であることを
明らかにした。また、それが小脳原基のみな
らず、中央部後脳（蝸牛神経核）および尾側
後脳（前小脳システム）でも成立する普遍性
を持つことを示した。 
(2) 小脳発生の各ステージから神経幹細胞
を取り出して、様々な発生段階の小脳原基へ

と移植し、それぞれの神経幹細胞がどのよう
な神経細胞種へと分化しうるのか、その細胞
自律性と非自立性について調べた。その結果、
神経幹細胞の分化しうる神経細胞の種類は、
発生段階が進むと狭くなってくること
(lineage restriction)を明らかにした。 
(3) 時間アイデンティティ形成分子の探索の
ため、FACS ソーティングを用いて、各ステー
ジの神経幹細胞を分離し、cDNA マイクロアレ
イによって、発生時期に特異的に発現する転
写因子、エピゲノム関連分子をスクリーニン
グした。また、アフィニティクロマトグラフ
ィ-LC-Ms/Ms によって、Ptf1a および Atoh1
との相互作用分子を同定した。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。」 
小脳原基の神経幹細胞アイデンティティの
うち、空間アイデンティティを規定する分子
については、同定することができた。時間ア
イデンティティに関わる分子についてのス
クリーニングも順調に推移しており、本研究
はおおむね順調に進展していると言える。 
 
４．今後の研究の推進方策 
(1) Ptf1a cDNA を Math1 ローカスへ入れた
ノックインマウスの解析。 
 ようやく、このマウスができてきたので、
これを逆方向のノックインマウスと同様に
解析する。これによって、神経幹細胞の空
間アイデンティティ形成における Ptf1a の
役割を確定させる。 
(2) 小脳原基神経幹細胞の Lineage 
restriction の研究。 
 神経発生初期と後期の神経幹細胞には
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lineage restriction による性質の違いが
認められたが、この違いがどのようにして
もたらされるのかについて、細胞移植実験
によって調べて行く。 
 (3) 神経幹細胞の時間アイデンティティ
を規定する分子の同定と機能解析。 
 小脳原基の各発生時期における神経
幹細胞を、Ptf1a-YFPノックインマウス
を用いる事で、セルソーターによって分
離してきて、cDNAマイクロアレイによっ
て、神経発生前期と後期の神経幹細胞で
異なる発現をする遺伝子群（特に転写因
子とエピゲノム関連因子）を抽出してき
た。今後は、in situハイブリダイゼー
ションや抗体染色によって、発現を解析
し、さらに候補を狭める。そして、それ
ぞれの候補分子に対しては、子宮内エレ
クトロポレーション法を用いた強制発
現、ノックダウン法を小脳原基の神経幹
細胞に対して行い、その時間アイデンテ
ィティの決定に対する影響を調べる。 
 また、我々は Ptf1a や Math1 が、それぞ
れ異なる時間アイデンティティを持つ神経
幹細胞の中で、異なる分子と相互作用しな
がら、異なる下流の遺伝子の発現を調節し
ているのではないかと考えている。そこで、
Ptf1a および Math1 と相互作用する分子群
を昨年度までに、アフィニティクロマトグ
ラフィーによって多数同定して来た。今後
は、それぞれの分子（遺伝子）の小脳原基
での発現様式を調べて、さらに候補を絞り
込んでいく。我々は、Ptf1a および Math1
の下流で転写調節される遺伝子群もいくつ
か同定しているので、それらの転写調節エ
レメントの活性に対する、得られた候補分
子を発現させた時の影響について調べる。
また、子宮内エレクトロポレーション法を
用いた強制発現、ノックダウン法を小脳原
基の神経幹細胞に対して行い、その時間ア
イデンティティの決定に対する影響を調べ
る。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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