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研究成果の概要（和文）：神経幹細胞の細胞増殖・分化過程において、分化運命決定を制御する遺伝子群が、振
動発現などのダイナミックな発現動態を示すことが明らかになってきており、それらが細胞増殖や細胞分化の正
確さやタイミングを制御する重要な役割を担っていることが示唆されている。本研究では、光作動性Tetシステ
ムの改良を行い、神経幹細胞において人為的に遺伝子発現を制御する系を確立した。さらに、この光操作技術を
用いて、神経幹細胞において分化運命決定因子Ascl1の発現を光制御し、RNAシーケンス解析によって神経幹細胞
の増殖およびニューロン分化過程におけるAscl1の下流遺伝子の探索、及び、それらの発現解析を実施した。

研究成果の概要（英文）：During cell proliferation and differentiation of neural stem cells, it has 
become clear that a group of genes that control differentiation fate exhibit dynamic expression 
changes, such as oscillatory expression, suggesting that they play an important role in controlling 
the accuracy and timing of cell proliferation and differentiation. In this study, I have improved 
the photo-activatable Tet system and established a system to artificially regulate gene expression 
in neural stem cells. Furthermore, I used such as light manipulation technique to optically control 
the expression of Ascl1, a differentiation fate determinant in neural stem cells and used RNA 
sequencing analysis to search for downstream genes of Ascl1 during neural stem cell proliferation 
and neuronal differentiation, and to analyze their expressions.

研究分野： 神経発生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
個々の遺伝子が示すダイナミックな発現変動の機能的意義が明らかになれば、神経幹細胞を対象とした再生医療
の発展が期待される。しかし、これまでに報告されている既存の遺伝子発現操作技術では、分化運命決定因子が
示す数時間周期の発現変動の機能的意義を検証することは不可能であった。本研究で改良した光作動性Tetシス
テムは優れた時空間分解能をもって遺伝子発現ダイナミクスを人工的に制御することができる。そのため、本研
究の解析は神経幹細胞の制御メカニズムの解明だけではなく、ヒトの神経変性疾患・神経障害の治療や、再生医
学に適応するための新規戦略の開発に繋がると期待される。

※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 

脳内に存在する神経幹細胞は自己複製能を持ち、さらに中枢神経系の主要な細胞であるニュ

ーロン、アストロサイト、オリゴデンドロサイトを生み出す多分化能を持っている。神経幹細胞

の自己複製と細胞分化制御メカニズムの解明は、脳神経系の発生機構の解明だけではなく、脳障

害や神経疾患に対する再生医療の実現に繋がると考えられる。しかし、神経幹細胞が、自己複製

能と多分化能という異なる能力をどのようにして制御しているかは不明であった。 

私の所属する研究グループでは、神経幹細胞における bHLH 型転写因子のダイナミックな発

現変化に着目し、その機能的意義について、遺伝子発現の光操作技術を用いて検証・証明してき

た(Imayoshi et al., Science 2013; Imayoshi & Kageyama Neuron 2014)。その解析の過程で、

bHLH 型転写因子 Ascl1 が神経幹細胞において、振動発現することで、神経幹細胞の多分化能と

自己複製の両立に貢献することを示してきた。一方で、Ascl1 の振動発現のリズムが崩れて一過

性の蓄積発現パターンに変化することが、ニューロンへの分化運命決定において必須の役割を

担っていることを明らかにしてきた(Imayoshi et al., 2013)。この研究成果から、Ascl1 のダ

イナミックな発現変動が細胞増殖やニューロン分化の正確さやタイミングを制御する上で、重

要な役割を担っていることが示唆された。しかしながら、Ascl1 の発現変動が、どのようにして

細胞増殖やニューロン分化の正確さやタイミングを制御しているのかは不明であった。 

 
２．研究の目的 
神経幹細胞において、数分から数時間の間にダイナミックに変化する遺伝子発現動態の機能

的意義を検証するには、薬剤濃度や温度変化を媒介にした既存の遺伝子発現操作技術では検証

が不可能であり、優れた時間分解能を持つ遺伝子発現制御技術が必要であった。そこで、本研究

では、単一細胞レベルで光制御可能な光作動性の Tet システムの開発・改良を目的とした。次

に、光作動性 Tet システムを用いて、培養神経幹細胞において、分化運命決定因子 Ascl1 のダイ

ナミックな発現を人工的に光制御し、神経幹細胞の増殖およびニューロン分化過程における

Ascl1 の下流遺伝子を探索した。さらに、光作動性 Tet システムを用いて、Ascl1 やその下流遺

伝子の発現を体系的に光操作し、これらの因子がどのように協調的に機能して、細胞増殖やニュ

ーロン分化のタイミングを制御しているのかを明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 

神経幹細胞において、Ascl1 は 2-3 時

間周期を持つ振動発現をしており、一過

性にその発現が蓄積すると、ニューロン

へと分化することが報告されている

(Imayoshi et al., Science, 2013)。そ

こで、本研究では、我々が開発した光作動

性 Tet システム(PA-Tet システム)を用い

て、様々な Ascl1 の発現パターンを人工

的に光操作し、神経幹細胞の増殖および

ニューロン分化における、Ascl1 の発現ダ

イナミクスの機能的意義を解析した。Tet

のターゲット配列である TRE の下流に

Ascl1 を配置したレンチウイルスベクタ

ーを作製し、PA-Tet システムとともに培

養神経幹細胞に導入した。光照射により Ascl1 発現を光操作し、神経幹細胞の増殖やニューロン

分化を効率良く誘導できる光照射条件を詳細に検討した。その結果、30 分周期のような短い光

照射によって Ascl1 発現を継続すると、約 72 時間後にニューロン分化が誘導されることが分か

った（図 1）。この過程で、Ascl1 が神経幹細胞の増殖、ニューロン分化のタイミングを決定して

図 1：光操作技術を用いた、Ascl1 の機能解析 

(A) 30分間周期、(B)3時間周期で光照射を行い、3, 

6, 12, 24, 36, 60, 72 時間後等にサンプリングし、

RNA-seq 解析を実施した。(C)各サンプリング時間に

おいて、さらに各 5 点のサンプリング時間を設定し

た。 



いると考えられるが、Ascl1 の下流でどのような遺伝子発現変動が生じているのかは不明であっ

た。そこで、Ascl1 発現を人工的に光操作し、様々なタイムポイントで細胞を回収して、RNA シ

ーケンス（RNA-seq）解析を実施した（図 1）。 

 また、神経幹細胞の増殖やニューロン分化メカニズムの解析には、神経幹細胞において bHLH

型転写因子と他の協調的に機能する因子を、複合的に光操作する必要がある。そのため、PA-Tet

システムのバリアントの拡充や他の活性化波長をもつ光作動性転写因子の開発を行った。 

 

４．研究成果 

本研究では、光作動性 Tet システムの改良を

行い、PA-Tet 2.0 の開発に成功した（図 2、山

田、未発表）。神経幹細胞において Ascl1 のダイ

ナミックな発現パターンを光操作により人工的

に創出し、神経幹細胞の増殖およびニューロン

分化過程における Ascl1 下流遺伝子の探索を実

施した。具体的には、レンチウイルスベクターを

用いて、Ascl1-floxed マウス由来の培養神経幹

細胞に PA-Tet-ON 2.0 システムを導入し、セル

ソーター等を用いて、光操作によって Ascl1 発

現を制御可能な細胞のクローン化に成功した。

このクローン細胞を用いることによって、Ascl1

の遺伝子発現制御をこれまでよりも厳密に制御

することができ、さらに長期の分化誘導実験を

実施することも可能となった。異なる光照射条

件を用いることによって、Ascl1 の振動発現ある

いは蓄積発現を誘導し、それぞれ細胞増殖とニ

ューロン分化を促進させることができた（図 2）。

このようにして、光操作により Ascl1 振動発現あ

るいは蓄積発現を誘導した細胞を用いて、RNA-

seq 解析を実施し、新規の Ascl1 下流遺伝子を抽

出した。細胞増殖やニューロン分化への移行に伴

い、発現変動が大きい遺伝子に着目し、それぞれ

の過程における Ascl1 の下流遺伝子を探索した。

Ascl1 の他に bHLH 型転写因子 Neurogenin1/2, 

NeuroD1 などの proneural 遺伝子の発現変動にも

着目した。さらに、これらの bHLH 型転写因子に協

調的に機能する因子として、ホメオボックス転写

因子、エピゲノム制御因子、各種の細胞シグナル

因子に着目した。さらには、Ascl1 やその下流遺

伝子が構成する遺伝子ネットワークを推定する

ことができた（図 3）。 

PA-Tet-ON 2.0 は青色光作動性であるが、近

赤外光で活性化することができるバクテリア由

来の光依存的二量体形成システムである

BphP1/Q-PAS1 系を内包した人工転写因子の開発を行った(山田&長崎、未発表)。さらに、Gal4/UAS

システムを内包した、新規青色光作動性eGAVの開発に成功した（Nagasaki,Yamada et al., 2023）。

このような光操作技術を組み合わせて、体系的に駆使することで、様々な遺伝子発現動態を複合

的に光操作することが可能となった。 

図 3： 遺伝子ネットワーク解析 

図 2： PA-Tet 2.0を用いた、 

神経幹細胞の制御メカニズムの解明 
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