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１．研究実施の概要、２ 研究構想 

 

 

哺乳類動物の中枢神経系は、非常に多様なニューロンと、それを機能的に支持するグリ

ア細胞（アストロサイト、オリゴデンドロサイト）から構成される。これらの細胞は共

通の前駆細胞である神経系前駆細胞が分化して産生される。神経系前駆細胞は発生過程

において、その運命を大きく変化させる。発生初期には中枢神経系は一層のシート状の

上皮構造として外胚葉から形成され（神経上皮）、その後背側でシートの両端が閉じる

ことで管構造を作る（神経管）。神経上皮を構成する神経系前駆細胞は、はじめ未分化

性と多分化能を保ちながら増殖を繰り返し数を増やす（マウスなら胎生８～１０日）。

発生後期（マウスなら胎生１１日から１７日）になると神経系前駆細胞は増殖するとと

もに一部がニューロンへと分化する（「ニューロン分化期」とここでは呼ぶ）。さらに出

産前後にはニューロン分化は終了し、分化せずに残った神経系前駆細胞はグリアを産生

するようになる（「グリア分化期」または「アストロサイト分化期」と呼ぶ）。この、ニ

ューロン分化が先でグリア分化が後、という順序は哺乳類の中枢神経系発生では共通に

見られる現象である。どのくらいの期間ニューロン分化期が続くかによって、最終的な

ニューロンの数が大きく左右されることになる。従ってこのニューロン分化期からグリ

ア分化期への移行のタイミングを決めるメカニズムは、最終的なニューロンの数（なら

びに脳組織構築）を決める上で重要であるが、その分子基盤はほとんど明らかになって

いなかった。 

 

哺乳類大脳の神経系前駆細胞がニューロン系譜へと運命を決定する際には、basic 

helix-loop-helix (bHLH)ドメインを有する転写因子群（proneural bHLH 転写因子群）

が重要な役割を果たす事が知られている。大脳新皮質（背側）においては neurogenin1 

(Ngn1)と neurogenin2 (Ngn2)がニューロン分化に必須の役割を果たしている。

Proneural bHLH 転写因子はニューロン分化を促進するだけでなく、アストロサイト分

化を抑制する事も知られていた。例えばこれまでに Proneural bHLH 遺伝子 Ngn2, Mash1

のダブルノックアウトマウスの大脳において、ニューロン分化が抑制されるだけでなく、

アストロサイト分化の早期誘導が観察されている。すなわち、proneural bHLH 遺伝子

の発現がある限りはニューロン分化期が継続しアストロサイト分化が抑制され、

proneural bHLH 遺伝子の発現が無くなればニューロン分化が低下してアストロサイト

分化出来るようになる、というように、proneural bHLH 遺伝子の発現制御でニューロ

ン分化期からアストロサイト分化期への移行を説明出来る可能性を示唆している。従っ



て proneural bHLH 転写因子の発現制御が神経系前駆細胞の時期依存的な運命転換にと

って非常に重要であると考えられるが、そのメカニズムは大部分が不明であった。我々

はこれまでに、「大脳発生中期」（マウス胎生１１～１５日目頃）に由来する神経系前

駆細胞において Wnt-β-catenin 経路が Neurogenin 1 (Ngn1)の発現誘導を介しニュー

ロンへの分化を誘導的に促進することを報告している（Hirabayashi et al. 2004）。 

興味深い事に、ニューロン分化期である「大脳発生中期」だけでなく、グリア分化期で

ある「大脳発生後期」（出生前後頃）においてもWntリガンドが大脳皮質において発現

を続けている事が知られている。それではなぜ、大脳発生後期においてはWntリガンド

が存在しているにも関わらず、ニューロンが産生しないのであろうか。まず、Wnt受容

体等の発現が低下し、Wntリガンドが存在していてもシグナルが伝達されていない可能

性がある。しかし、Wntの下流でシグナルを伝達するβ-cateninの活性型（安定型）を

神経系前駆細胞に発現させた場合にも、発生中期由来の神経系前駆細胞であればニュー

ロン分化が誘導されるが、発生後期由来の神経系前駆細胞ではニューロン分化は誘導さ

れないことが明らかになった（このとき、活性型β-cateninを発現すれば後期であって

も転写因子TCFと活性のある転写複合体を形成する事は、TCFレポーターアッセイで確認

している）。また、活性型β-cateninを発現しても中期神経系前駆細胞ではNgn1, Ngn2

の発現が誘導されるが、後期神経系前駆細胞においてはNgn1, Ngn2の発現が見られなか

った。一方でNgn1を発現した場合には発生中期・後期いずれの神経系前駆細胞もニュー

ロンに分化した。以上の結果から、後期神経系前駆細胞においては、Wnt-β-catenin

経路が活性化しても、何らかのメカニズムによってそのターゲット遺伝子であるNgn1, 

Ngn2の発現が誘導されなくなることによって、ニューロン分化が抑制され、グリア分化

（アストロサイト分化）が保証されることが示唆された。 

 そこで次に発生後期になるとβ-cateninによるNgn1, Ngn2の発現が誘導されなくな

るメカニズムについて調べた。Ngn1およびNgn2プロモーター領域のクロマチン状態につ

いて検討したところ、この領域を含むクロマチンのヒストンH3のアセチル化レベルが発

生後期になるにつれて低下していたことが明らかになった。またヒストンdeacetylase 

(HDAC)阻害剤であるValproic acidを神経系前駆細胞に処理したところ、Ngn1, Ngn2発

現量の増加が見られ、またこの発現量の増加(derepression)は中期に比べ後期の神経系

前駆細胞の方が顕著に見られた。このことはNgn1およびNgn2のプロモーター領域が発生

後期になるとHDAC依存的なメカニズムにより早期よりも転写されにくい状態になって

おり、その結果Ngn1, Ngn2が発現誘導されにくくなっていることを示唆している。さら

に、ヒストンの抑制性修飾についても検討した。Polycomb複合体によって修飾され転写



抑制的に働く事の知られているH3K27トリメチル化についてクロマチン免疫沈降によっ

てNgn1, Ngn2プロモーター上の量を調べた所、発生の後期に向かって徐々にH3K27トリ

メチル化量が上昇する事が明らかになった。そこでPolycomb複合体の必須の構成因子

Eedのノックダウンを行った所、発生後期になっても神経系前駆細胞のニューロン分化

がWntシグナルによって誘導され易くなる事が示された。 

 以上の結果は、神経系前駆細胞が発生過程においてニューロン分化期からグリア分化

期（アストロサイト分化期）に運命転換する際の細胞内因性の分子メカニズムの一つと

して、Ngn1, Ngn2プロモーターのepigeneticな制御が存在することを示唆している。す

なわち、時間経過とともに徐々にNgn1, Ngn2プロモーター上のヒストンアセチル化量が

（HDAC依存的に）減少し、ヒストンH3K27トリメチル化量が（Polycomb依存的に）上昇

し、これによって後期においてはNgn1, Ngn2プロモーターのクロマチン状態が閉じた状

態になるために、例えWnt-β-catenin経路が活性化してもNgn1, Ngn2が転写されず、ニ

ューロン分化が停止してアストロサイト分化が起こるようになる、ということが示唆さ

れた。 

 現在更に、Ngn1, Ngn2プロモーター上にいかなる分子基盤でPolycomb依存的な修飾が

遺伝子座特異的、時期特異的に誘導されるのかを検討中である。また、ニューロン分化期

の中でも異なる種類のニューロンが時期依存的に産生される際のメカニズムについても調

べつつある。 

 

３．研究内容  

 

（１） 実施の内容 

 

Wntシグナルは発生後期においては大脳新皮質由来神経系前駆細胞のニューロン分化

を促進しない 

当グループは以前に、胎生11日目マウスから採取した大脳皮質由来神経系前駆細胞にお

いて、Wntカノニカル経路（b-cateninを介する）が”Instructive”にニューロン分化を

誘導する事、またその際のターゲットがproneural bHLH転写因子であるNeurogenin 

(Ngn) 1およびNgn2であることを報告した（図１）。 
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一方、大脳発生の後期（出生前後）には神経系前駆細胞はほとんどニューロンへと分化

しなくなり、アストロサイトへと分化するようになる。大脳発生の後期においてWnt7a

は発現しなくなるが、Wnt7b, Wnt5b, Wnt8bは大脳新皮質に発現し続けており、またレ

セプターのFrizzled5, 8も発現し続ける。このことから、大脳発生後期の神経系前駆細

胞においてもWntシグナルが作用し続けている可能性が十分に考えられる。それでは、

なぜ発生後期の神経系前駆細胞ではニューロン分化が起こっていないのであろうか。そ

こで、後期の神経系前駆細胞におけるWntシグナルに対する応答を調べた。 

  in vivo においてみられる、発生中期にはニューロン分化、発生後期にはアストロ

サイト分化という運命変化は神経系前駆細胞の in vitro培養系でも再現される(Qian 

et al., 2000)。例えば胎生11.5日目胚由来の神経系前駆細胞を3日間in vitroで培養し

FGF2、EGFを除去した分化条件にするとこれらの細胞は胎生14.5日目付近の神経系前駆

細胞の性質を示し多くの細胞がニューロンに分化する。一方で、同じ細胞を9日間培養

し分化条件にした場合には、出生後の神経系前駆細胞の性質を示し多くの細胞がアスト

ロサイトへと分化する。このことを利用し、発生後期の神経系前駆細胞におけるWntシ

グナルの役割を検討した。胎生11.5日目由来の神経系前駆細胞を3日間 in vitroで培養

した後に活性型β-cateninを導入したところ、これまで我々が報告してきた通りにニュ

ーロン分化が誘導された。しかし、胎生11.5日目由来の神経系前駆細胞を6日間in vitro



で培養した後(6 days in vitro, DIV)に活性型β-cateninを導入したところ、ニューロ

ンへ分化誘導された細胞の割合は部分的に減少した。そして、９日間in vitroで培養し

た(9 DIV)後期にあたる神経系前駆細胞においては活性型β-cateninを導入してもニュ

ーロン分化はほとんど誘導されなかった（図２）。 

 

C
on

tr
ol

S3
3Y

β-
ca

te
ni

n

N
gn

1

0

20

40

60

Tu
J1

 p
os

iti
ve

 c
el

ls
 [%

]

80

100
3 DIV

E11

C
on

tr
ol

S3
3Y

β-
ca

te
ni

n

N
gn

1

0

20

40

60
Tu

J1
 p

os
iti

ve
 c

el
ls

 [%
]

80

100
9 DIV

Stage-specific fate regulation of NPCs by Wnt signaling 

Expansion phase Neurogenic phase Gliogenic phase

 

このことから、発生後期の神経系前駆細胞においてはWntシグナルによるニューロン分

化の誘導が起こらないことが示唆された。  

発生後期の神経系前駆細胞においてもNgn1の発現はニューロン分化を誘導しうる 

 次に後期の神経系前駆細胞において、Wntシグナルの活性化によりニューロン分化が

誘導されなくなるメカニズムについて検討を行った。メカニズムとして、(1)後期神経

系前駆細胞においては活性型β-cateninを発現させても（Wntシグナルが活性化しても）

Ngn1の発現が誘導されない、あるいは(2)Ngn1の発現が誘導されてもニューロン分化が

誘導されないという少なくとも二つの可能性が考えられる。まずβ-catenin/TCF転写複

合体によってNgn1が誘導されても、後期神経系前駆細胞においてはNgn1がニューロン分

化を促進しない可能性について検討した。9日間 in vitroで培養した後期にあたる細胞

にNgn1を発現したところ、発生中期の細胞の場合と同様にニューロン分化が誘導された

（図２）。従って、(2)の可能性は否定された。次に、後期の細胞ではWntシグナルによ

ってNgn1の発現が誘導されない可能性について検討した。この可能性を調べるために、



後期にあたる神経系前駆細胞にGSK3阻害剤処理を行いWntシグナルを活性化させた後

RNAを採取し、RT-PCRによってNgnの発現量を調べた。発生中期の神経系前駆細胞では

GSK3阻害剤処理によってNgn1, Ngn2のmRNA発現量が上昇したのに対し、後期の神経系前

駆細胞においてはNgn1, Ngn2のmRNAはほとんど検出されず、GSK3阻害剤による上昇もみ

られなかった。従って(1)の可能性が支持された。 

  

発生後期の神経系前駆細胞においても活性のあるβ-catenin/TCF転写複合体が形成さ

れる  

以上のように、中期の神経系前駆細胞ではWntシグナルによりNgn1の発現が誘導される

のに対し、後期になるとこの発現誘導はみられなくなる。後期になると活性型β

-cateninを導入してもNgn1が発現しなくなるメカニズムとして少なくとも二つの可能

性が考えられる。一つは、 TCFやp300といったβ-cateninによる転写活性化に必須の因

子が後期では発現しなくなり、  

活性型β-cateninを導入しても活性のあるβ-catenin/TCF転写複合体が形成されない

可能性であり、もう一つは活性のあるβ-catenin/TCF転写複合体が形成されてもNgn1

の発現が誘導されない可能性である。まず前者の可能性について検討した。 

もし、転写活性化に必須の因子の発現がなくなっているのであれば、活性型β-catenin

を導入したときにTCF応答性レポーター、superTOP-FLASHの活性は上昇しないはずであ

る{Veeman, 2003 #137}。そこで、中期と後期それぞれの細胞において、superTOP-FLASH

を用いたレポーターアッセイを行い β-catenin/TCF複合体による転写活性を測った。

その結果、後期の神経系前駆細胞においても活性型β-cateninを導入することによって

TOP-FLASHの活性は大きく上昇した（図３）。 

このことから後期の神経系前駆細胞においても活性型β-cateninの導入によって活性

のあるβ-catenin/TCF転写複合体が形成されうることが示された。以上の結果から後期

神経系前駆細胞においては活性のあるβ-catenin/TCF転写複合体が形成されてもNgn1, 

Ngn2の発現が誘導されないことが示唆された（図４）。 
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後期神経系前駆細胞においてはNgn1プロモーター領域のhistone H3のアセチル化が低

下している 



 後期の神経系前駆細胞において、活性型β-cateninは細胞外から導入したTCF応答性

プロモーターによる遺伝子発現を誘導しても、Ngn1, Ngn2の発現を誘導しなかった。こ

のことから、後期の神経系前駆細胞においてはNgn1, Ngn2のプロモーター領域のゲノム

を含むクロマチンにおいて、時期依存的な何らかの制御がなされているのではないかと

考え、次にこの領域のクロマチンの状態を検討した。 

 様々な転写促進に関わる因子がクロマチンにリクルートされるために、histone H3 リ

ジン(K)9、K14のアセチル化が重要であることが分かっている。そこで発生中期および、

発生後期の神経系前駆細胞におけるNgn1プロモーター領域のクロマチンにおける

histone H3 K9、K14のアセチル化状態をクロマチン免疫沈降法により調べた。histone H3 

K9、K14のアセチル化を認識する抗体の沈降物中に含まれているゲノム量を、Ngn1プロ

モーター、及びNgn1コーディング領域から2kbp分3'側の部位について定量化した。その

結果、Ngn1コーディング領域の3'側の部位はあまりアセチル化されておらず、アセチル

化の程度も神経系前駆細胞のステージによらなかった。一方でNgn1プロモーターのTATA 

box付近のクロマチンについて調べたところ、 

ニューロン分化期である中期の神経系前駆細胞においてはアセチル化のレベルが高か

った。また、このアセチル化のレベルは後期になるにつれて低下していた（図５）。 
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同時にNgn1プロモーターのTCF結合コンセンサス配列付近のアセチル化状態について調



べたところ、この領域でのアセチル化レベルは高くなく、また時期による変化も観察さ

れなかった。 

 

Histone deacetylase (HDAC) 阻害剤処理によって、Ngn1の発現量は上昇する 

 Ngn1プロモーターのTATA box付近のクロマチンにおけるhistoneのアセチル化レベル

は、発生の後期ほど低下していた。これは、この領域に存在するhistoneがHDACにより

積極的に脱アセチル化されている結果である可能性が考えられる。そこで、class I HDAC

の阻害剤であるvalproic acid (VPA)を作用させ、Ngn1の発現量に対して及ぼす影響を

調べた。胎生11.5日目由来神経系前駆細胞を浮遊培養せずにそのままプレート上で培養

した細胞、胎生11.5日目由来神経系前駆細胞を３日間、あるいは６日間in vitroで浮遊

培養した後にプレート上で培養した細胞のそれぞれにVPAを作用させ24時間後に細胞を

回収しmRNAを採取した。その結果、in vitroでの培養期間によらずVPA処理によって、

Ngn1 mRNAの発現量は増加した。また、in vitroでの培養期間が長い、即ちより後期の

細胞ほどVPAによる発現量の増加率が大きかった（図６）。 
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以上の結果は、神経系前駆細胞においてHDACがNgn1の発現制御に関与しており、より後

期の神経系前駆細胞ほどHDACによるNgn1発現の抑制効果を強く受けていることを示唆

している。Ngn1だけでなく、Ngn2の遺伝子座についても同様の結果を得ている。 

 



 

後期神経系前駆細胞においてはNgn1,2プロモーター領域のヒストンH3のK27トリメチ

ル化が増加している 

次に、ヒストンの抑制性修飾についても検討した。Polycomb複合体によって修飾され転

写抑制的に働く事の知られているH3K27トリメチル化についてクロマチン免疫沈降によ

ってNgn1, Ngn2プロモーター上の量を調べた所、発生の後期に向かって徐々にH3K27ト

リメチル化量が上昇する事が明らかになった（図７）。また、同時に転写を担うRNA 

polymerase IIについてもクロマチン免疫沈降を行った所、H3K27トリメチル化と逆相関

し、発生の後期に向かって徐々に減少した（図７）。従って、ヒストンアセチル化だけ

でなくH3K27トリメチル化もNgnプロモーターの時期依存的な抑制に関与する可能性が

示された。 
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 そこでH3K27トリメチル化を担うPolycomb複合体（PRC2）の必須の構成因子Eedのノッ

クダウンを行い、ニューロン分化への影響を検討した。発生後期の神経系前駆細胞

（9DIV）の場合、GSK3阻害剤によって内在性Wntシグナルを活性化したときほとんどニ

ューロン分化の誘導や認められなかったが、Eedをノックダウンした場合にはGSK3阻害



剤処理によるニューロン分化の促進が観察された（図８）。 
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このようなEedノックダウンによるWntシグナルのニューロン分化を促進する効果は、発

生中期の神経系前駆細胞（3DIV）では見られなかった。従って、polycomb複合体の活性

は、神経系前駆細胞のWntシグナルによるニューロン分化を、後期でのみ抑制している

ことが示唆された。以上の結果から、時間経過とともに徐々にNgn1, Ngn2プロモーター

上のヒストンアセチル化量が（HDAC依存的に）減少し、ヒストンH3K27トリメチル化量

が（Polycomb依存的に）上昇し、これによって後期においてはNgn1, Ngn2プロモーター

のクロマチン状態が閉じた状態になるために、例えWnt-β-catenin経路が活性化しても

Ngn1, Ngn2が転写されず、ニューロン分化が停止してアストロサイト分化が起こるよう

になる、というメカニズムが示唆された（図９）。 
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神経系前駆細胞が発生過程においてニューロン分化期からグリア分化期（アストロサイ

ト分化期）に運命転換する際の細胞内因性の分子メカニズムの一つとして、Ngn1, Ngn2

プロモーターのepigeneticな制御が存在し、これらが時間を計るメカニズムのひとつと

なっていることを示唆している（図１０）。 
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（２） 得られた研究成果の状況及び今後期待される成果 

これまで、脳の神経系前駆細胞が発生過程において運命を変える事が記述されてきたが、

その分子的なメカニズムについては未だ非常に限られた知見しかない。今回得られた結

果は、ニューロン分化期からグリア分化期への運命転換において鍵となる分子メカニズ

ムを明らかにした点で意義深い。神経系前駆細胞（神経幹細胞とも呼ばれる）の運命制

御については、細胞外因性の制御（分泌因子、接着因子等）および内因性の遺伝子プロ

グラムの両方が重要であると考えられているが、本研究はその組み合わせが運命制御に

おいて主要な役割を果たす事を示している。 

 現在更に、Ngn1, Ngn2プロモーター上にいかなる分子基盤でPolycomb依存的な修飾が

遺伝子座特異的、時期特異的に誘導されるのかを検討中である。また、ニューロン分化

期の中でも異なる種類のニューロンが時期依存的に産生される際のメカニズムについ

ても調べつつある。 

 神経幹細胞は再生医療へのポテンシャルから注目されているが、その運命制御機構が

ほとんど明らかになっていない事が応用の際の障壁となっている。特に移植された神経

幹細胞が、必要なニューロンでなくアストロサイト分化する傾向にあることが一つの問



題となっている。本研究で明らかにしてニューロン分化能を失わせアストロサイト分化

に向かわせる機構が、そのような問題を克服する際の基礎知識となる可能性があると期

待している。 
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Yukiko Gotoh：4th International Society for Stem Cell Research.  Toronto,  
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  (4)新聞報道等  

   ①新聞報道 

 特になし 

   ②受賞 

第１回分子生物学会三菱化学奨励賞 
    第９回日本女性科学者の会奨励賞 
    平成１６年度日本癌学会奨励賞 

   ③その他 

 招待講演 
2004 Gordon Research Conference (Session Chair and Speaker), Ventura, USA. 

“Regulation of 14-3-3 function by phosphorylation” 
2004 American Association for Cancer Research, Hawaii, USA. “Regulation of 

cell death by phosphorylation” 
2004 National Cancer Institute Symposium Joint with JSPS, Washington D.C. 

“Cell death regulation by kinases” 
2005 Symposium: Signaling on Cell Growth and Differentiation, Hong Kong. “Fate 



regulation of mouse neocortical neural precursor cells” 
2006 IUBMB Symposium (Session Chair and Speaker), Kyoto “Regulation and 

Function of Akt”  
2006   Cold Spring Harbor Laboratory Lecture “Biology of Stem Cells” 
2006   Society for Neuroscience symposium, Atlanta,  
USA “Fate regulation of mouse neocortical neural stem cells” 

 

(5)その他特記事項 

 特になし 

 

７．結び 

 

本研究は、当研究グループのさきがけ研究（タイムシグナルと制御）の中で得られ

た“Wntシグナルに対する神経系前駆細胞の応答が発生時期に依存して変化する“と

いう結果を受けて、その時期依存性を説明する分子的な基盤を明らかにする事によ

り神経発生において時間経過とともに起こる運命転換のメカニズムを理解する事

を目指して開始された。結果の項で示した通り、本研究においてWntシグナルがニ

ューロン分化を起こす時期と起こさなくなる時期での違いを説明する細胞内の変

化（Intrinsic programme）を明らかにする事が出来た。これこそが、脳発生にお

けるニューロン分化期の終結を説明する重要なメカニズムであると現在考えてい

る。今回、ニューロン分化期が終結し、アストロサイト分化期が開始する際のメカ

ニズムとしてPolycomb複合体による特定のゲノム領域におけるepigeneticな変化

が重要である事を示した。最近さらに、ニューロン分化期内でおこる神経系前駆細

胞の運命変化（ニューロンサブタイプの変化）に関してもPolycomb複合体が関係す

るという予備的な結果を得ている。そこで、時期依存的な神経系前駆細胞の運命転

換において類似の機構が共通に関与する可能性を追求する予定である。今回は特に

検討しなかったが重要な課題のひとつとして、いかにしてニューロン分化期が開始

するか、という点がある。これに関しても、Polycomb複合体の関与あるいはWntシ

グナルに対する応答性といった視点から今後当グループ独自の展開が可能である

と考えている。 

 

本研究はひとつの研究室内で行われたため、非常にスムースに有機的なメンバー間

の相互作用を元に遂行された。特にこの研究を通して修士あるいは博士課程の学生

の著しい成長がみられたことについても、SORSTのご支援に感謝している。 
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