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研究成果の概要（和文）：本研究では神経分化に伴うプロニューラル遺伝子Ngn2とその下流遺伝子の発現動態を明らか
にし、細胞運命の決定におけるその意義を明らかにすることを目的としている。単一細胞レベルでの遺伝子発現の可視
化によってNgn2とその下流遺伝子の発現は様々な発現動態を示すことが明らかとなった。またNgn2の発現を人工的に操
作し、Ngn2を持続発現させると振動発現している時と比べて、神経分化が早まることが明らかとなった。以上の結果よ
りプロニューラル遺伝子と下流遺伝子の様々な発現動態を組み合わせることで、細胞分化のタイミングを制御している
可能性が示唆された。以上の成果は第３６回日本分子生物学会等の学会で報告した。

研究成果の概要（英文）：Previously, we found that the expression of proneural gene Ngn2 showed various 
expression dynamics during neuronal differentiation, suggesting the possibility that different expression 
dynamics induce the different cell fates. To address this issue, we investigated the expression dynamics 
of Ngn2 and Ngn2 target genes during neuronal differentiation. Real-time imaging revealed that the 
expression of Ngn2 and Ngn2 target genes showed various expression dynamics during neuronal 
differentiation. Furthermore, opto-genetical manipulation of Ngn2 expression revealed that sustained 
expression of Ngn2 induced the expression of Ngn2 target gene Tbr2 rapidly and led to premature 
down-regulation of Tbr2. This result suggested that oscillatory expression of Ngn2 is important for 
proper Tbr2 expression during neuronal differentiation. From these results, we concluded that the 
combination of various gene expression dynamics control the proper timing of cell differentiation during 
neurogensis.

研究分野：発生生物学
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１．�研究開始当初の背景 
 
 	
 中枢神経系は多種多様なニューロンやグ
リア細胞から構成され、非常に複雑な構造を
持つ。哺乳動物の終脳を構成する莫大な数の
ニューロンやグリア細胞のほとんどは、一部
の領域を除き生後間も無く終了する。神経発
生過程は厳密にコントロールされており、前
駆細胞増殖期、ニューロン産生期、グリア細
胞産生期の順に進行する。神経前駆細胞から
分化したニューロンは増殖せず、その数を増
やすことができないので、脳を構成する十分
な数と種類のニューロンを産生するために
は、神経発生後期まで未分化な前駆細胞を維
持することが非常に重要である。こうした神
経発生過程には、転写因子やシグナル伝達因
子など様々な因子が関与していることが、こ
れまでの loss-of-function、gain-of-function
の解析により明らかにされてきた。Mash1
や Neurogenin (Ngn)といったプロニューラ
ル遺伝子は神経前駆細胞に発現し、神経分化
を促進することが知られている転写因子で
ある。 
 	
 私たちは以前ライブイメージングにより
単一細胞レベルで遺伝子発現を可視化する
ことによって、未分化な神経前駆細胞ではプ
ロニューラル遺伝子 Neurogenin2 (Ngn2)の
発現が増減を繰り返し短時間周期の発現振
動を示すことを明らかにした。さらに細胞が
分化した後ではNgn2の発現は持続発現を示
すことを明らかにした。この結果は同じ因子
であっても異なる発現モードを示すことに
よって、異なる細胞運命をたどる可能性が示
唆されたが、その詳細なメカニズムは不明な
点が多い。 
 
２．�研究の目的 
 
 	
 以上のような背景をふまえて、本研究では
遺伝子の発現モードという観点から神経分
化過程を捉えることを目的とし、単一細胞レ
ベルで遺伝子発現を可視化することで、神経
分化に関わる様々な遺伝子の発現ダイナミ
クスを明らかにする。とくに神経分化を促進
するプロニューラル遺伝子の発現とその下
流遺伝子の発現に着目し、神経前駆細胞から
神経分化が誘導された時のこれらの遺伝子
の発現ダイナミクスがどのように変化する
か明らかにする。また、上流遺伝子であるプ
ロニューラル遺伝子の発現ダイナミクスと、
下流遺伝子群の発現ダイナミクスとの相関
や、プロニューラル遺伝子の発現ダイナミク
スが下流遺伝子群の発現誘導にどのように
関与するのか明らかにする。さらに、光刺激�
によって遺伝子発現を誘導する系を用いて、
プロニューラル遺伝子の発現を人工的に操
作し、下流遺伝子の発現動態や細胞の増殖、
分化の変化をモニターすることによって、遺
伝子発現動態の細胞増殖・細胞分化の制御機
構を明らかにする。 

３．�研究の方法 
 	
 本研究では、マウス終脳における神経発生
過程において遺伝子発現を単一細胞レベル
で可視化する系を用いて以下の実験を行っ
た。 	
 
（１）プロニューラル遺伝子 NNggnn22 に対する
下流因子群の反応性の違いの検討。 	
 
NNggnn22 の発現とその下流遺伝子群の発現誘導
との相関を明らかにするために、培養細胞を
用いて NNggnn22 を発現誘導し、各下流遺伝子の
発現がどのタイミングで誘導されてくるか
明らかにする。 	
 
（２）神経発生過程のマウス終脳における、
プロニューラル遺伝子 NNggnn22 とその下流因子
群の発現動態の同定。 	
 
神経前駆細胞およびマウス終脳のスライス
培養等を用いて、神経前駆細胞から神経細胞
へと分化する過程において、NNggnn22 とその下流
遺伝子群の発現動態がどのように変化する
か明らかにする。 	
 
（３）同一細胞内における NNggnn22 とその下流
因子群の発現の同時モニター。 	
 
マルチカラーのルシフェラーゼレポーター
を用いることで、NNggnn22 とその下流遺伝子の発
現を同一細胞でモニターする。NNggnn22 の発現動
態の変化に伴って、下流遺伝子の発現がどの
ように変化するか明らかにする。 	
 
（４）NNggnn22 の人工的な遺伝子発現誘導による
下流遺伝子群の発現動態の変化および細胞
動態の変化の解析。 	
 
光刺激�によって遺伝子発現を誘導する系を
用いて、神経前駆細胞において NNggnn22 を様々
な発現動態（振動パターンや持続発現モー
ド）で誘導し、下流遺伝子の発現誘導ならび
に前駆細胞の増殖や分化といった細胞動態
にどのような影響があるか明らかにする。 	
 
 	
 
以上の解析により、神経分化過程におけるプ
ロニューラル遺伝子とその下流遺伝子群の
発現動態の意義を明らかにすることを目的
とする。 	
 
 	
 
４．�研究成果 	
 
 	
 
（１）NNggnn22 の下流遺伝子群は、様々なタンパ
ク安定性を示し、さらに NNggnn22 に対して様々
な反応性を示した。 	
 
①タンパク安定性： 	
 
 	
 培養細胞および、マウス胎子脳の神経前駆
細胞における、NNggnn22の下流因子群((DDllll11,, 	
 TTbbrr22,, 	
 
NNeeuurroodd11,, 	
 NNeeuurroodd44,, 	
 NNeeuurroodd66))のタンパク安定
性を検討した。これらの下流遺伝子は全て
NNggnn22 によって直接的に発現が制御されてい
ることが示されている因子群である。しかし
ながら、神経発生過程のマウス終脳における
その発現には多様性が認められる。マウス終
脳においては、未分化な前駆細胞が大脳皮質
の一番内側の層((VVZZ))に存在し、細胞分化に伴
って、より外側の層（SSVVZZ、IIZZ、CCPP）に移動
することが知られている。つまり、発現領域



が異なるということは、それぞれの遺伝子の
発現するタイミングが異なることが考えら
れる。DDllll11 は NNggnn22 同様、VVZZ に発現し未分化
な神経前駆細胞に発現することが知られて
いるが、そのタンパク安定性は NNggnn22 同様不
安定である。一方、より分化した細胞に発現
する TTbbrr22 や NNeeuurroodd11 などのタンパクはより
安定であることが明らかとなった。 	
 
 	
 
②NNggnn22 に対する反応性： 	
 
 	
 培養細胞を用いて NNggnn22 を発現誘導し、下
流因子群の発現を経時的にモニターした。そ
の結果、DDllll11 は NNggnn22 の発現誘導とほぼ同じ
タイミングで発現が誘導されてくる
（eeaarrllyy--rreessppoonnssee）のに対して、NNeeuurroodd11 や
NNeeuurroodd66の発現はNNggnn22の発現誘導ののち数時
間たたないと誘導されない遅い反応
((llaattee--rreessppoonnssee))を示すことが明らかとなっ
た。つまり、下流遺伝子の NNggnn22 に対する反
応性には多様性があることが明らかとなっ
た。 	
 
 	
 
（２）NNggnn22 および NNggnn22 の標�的遺伝子群の発
現は、神経前駆細胞において様々な発現モー
ドを示した。 	
 
 	
 神経分化に伴う NNggnn22 および NNggnn22 の下流遺
伝子群の発現動態を明らかにするために、不
安定化ルシフェラーゼを用いて作製した各
遺伝子のレポーターをマウス終脳の神経前
駆細胞に導入し、それぞれの発現を単一細胞
レベルでライブイメージングを行った。その
結果、より未分化な細胞に発現が認められる
DDllll11 や TTbbrr22 はその発現が振動パターンや持
続発現モードなど、様々な発現パターンを示
し、NNggnn22 の発現モードと類似していた。一方、
NNeeuurroodd11 や NNeeuurroodd66 といったより分化が進ん
だ細胞に発現が認められる因子の発現は、ほ
とんどの細胞で持続発現を示し、より安定的
な発現モードを示すことが明らかになった
（図１）。 	
 

図１ 	
 NNggnn22 と下流遺伝子群の神経分化に伴う発現動態 	
 

（３）TTbbrr22タンパクはNNggnn22の発現に伴って、
神経前駆細胞において徐々に蓄積する。 	
 
 	
 大脳皮質の発生過程においては、神経前駆
細胞からニューロンが産生される際に、その
中 間 段 階 の 細 胞 で あ る iinntteerrmmeeddiiaattee 	
 
pprrooggeenniittoorr の過程をたどることが報告され
ている。IInntteerrmmeeddiiaattee 	
 pprrooggeenniittoorr は神経前
駆細胞よりも分化が進んだ細胞ではあるが、
数回ほどの分裂能を有し、大脳皮質において
産生されるニューロンの数を増幅している
ことが知られている。NNggnn22 の下流因子の一つ
で あ る TTbbrr22 は 、 神 経 前 駆 細 胞 か ら
iinntteerrmmeeddiiaattee 	
 pprrooggeenniittoorr への分化誘導とそ
の性質の維持に機能しており、TTbbrr22 をノック
アウトすると iinntteerrmmeeddiiaattee 	
 pprrooggeenniittoorr の産
生が抑制され、最終的に生み出されるニュー
ロンの数も大幅に減少することが報告され
ている。 	
 
 	
 これまでの可視化等の結果から、TTbbrr22 の発
現は NNggnn22 同様、神経前駆細胞で振動パター
ンや持続発現モードなど様々な発現動態を
示すこと、またそのタンパクは前駆細胞にお
いて安定なタンパクであることから、NNggnn22 が
発現振動し TTbbrr22 の発現を誘導している間に、
TTbbrr22 タンパクが神経前駆細胞で蓄積してい
くことが考えられた（図１）。 	
 
 	
 そこで、NNggnn22 の転写活性レポーターと TTbbrr22
のタンパクレポーターを同一細胞に導入し、
それぞれの発現をリアルタイムに追跡を行
った。その結果、NNggnn22 が発現振動モードを示
す間も持続発現を示す間も、TTbbrr22 タンパクが
神経前駆細胞で徐々に蓄積することが明ら
かとなった。 	
 
 	
 
（４）神経前駆細胞において NNggnn22 を持続発
現させると、下流遺伝子 TTbbrr22 の発現は早期
に誘導されるとともに早期に消失した。つま
り、iinntteerrmmeeddiiaattee 	
 pprrooggeenniittoorr の分化誘導が
早期に起こり、早期にニューロンへと分化す
る。 	
 
 	
 
①神経前駆細胞における NNggnn22 の発現振動の
意義を明らかにするために、光刺激�によって
遺伝子発現を操作し、神経前駆細胞で NNggnn22
の発現を持続発現させた。同時に NNggnn22 のタ
ーゲットであり iinntteerrmmeeddiiaattee 	
 pprrooggeenniittoorr の
マーカーである TTbbrr22 のレポーターの発現を
リアルタイムに可視化した。その結果、NNggnn22
が持続発現すると、NNggnn22 が発現振動している
細胞と比べて、TTbbrr22 の発現は早期に発現誘導
され、さらに早期にその発現が消失した（図
２）。 	
 
 	
 
②さらに、iinn 	
 vviivvoo での NNggnn22 の発現振動の意
義を明らかにするために、NNggnn22 をマウス終脳
の神経前駆細胞で持続発現させると、iinn 	
 
vviittrroo で得られた結果同様、TTbbrr22 の発現が早
期に誘導されたが、早期に消失した。このこ
とは、NNggnn22 が持続的に発現していた細胞では、
早期に iinntteerrmmeeddiiaattee 	
 pprrooggeenniittoorr からニュー



ロンへの分化が誘導されたことを意味する。 	
 
 	
 以上の結果より、神経発生過程において
NNggnn22 が発現振動することで徐々に TTbbrr22 タン
パクを蓄積させ、未分化な神経前駆細胞およ
び iinntteerrmmeeddiiaattee 	
 pprrooggeenniittoorr として維持され
る時間を稼いでいたことが考えられた（図
２）。 	
 
 	
 

図２ 	
 NNggnn22が持続発現するとTTbbrr22の発現消失のタイ

ミングが早まり、早期にニューロン分化が引き起こ

される。((AA)) 	
 NNggnn22 が発現振動している場合。((BB))NNggnn22

を持続発現させると、TTbbrr22 陽性の iinntteerrmmeeddiiaattee 	
 

pprrooggeenniittoorr である時間が短くなり、前駆細胞は早期

に神経細胞へと分化する。 	
 

 	
 
 	
 
これらの結果より、神経発生過程においてプ
ロニューラル遺伝子やその下流遺伝子群の
発現が様々な発現ダイナミクスを示すこと
によって、細胞分化のタイミングをコントロ
ールしていることが示唆された。 	
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