


はしがき

脳神経系の構築過程を理解することは、高齢化とともに増えている脳神経疾患の原

因解明や治療法の開発に必要不可欠である。本研究では、神経分化過程を制御する転

写因子ネットワークについて解析を行い、 3年間で合計 33編の学術論文を発表した。

この成果によって神経幹細胞を増やしたり、ある特定のニューロンを大量につくるた

めの遺伝子群が明らかになった。特に、現在のところ有効な治療法の無い失明患者に

対して、まったく新しい根本的治療法となりうる網膜再生の分子基盤を開拓した。さ

らに、難聴患者に対する根本的治療法となりうる内耳有毛細胞再生の分子基盤を築い

た。本研究成果は、 21世紀型革新的先端ライフサイエンス技術開発プロジェクト(ト

ランスレーショナルリサーチ:視覚聴覚)に応用されている。一方、我々が向定した

転写因子HeslやHes7が発生の進行を制御する生物時計であることがわかった。特に、

Heslはいろいろな細胞で2時間を刻んでおり、多くの発生過程が2時間単位で制御さ

れていることが示唆された。この成果は「発生の時間生物学j という新たな分野を切

り開いたもので、今後、この分野の発展が期待される。
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研究成果

脳神経系の構築過程を理解することは、高齢化とともに増えている脳神経疾患の原

因解明や治療法の開発に必要不可欠である。本研究では、神経分化過程を制御する転

写因子を明らかにするとともに、神経系遺伝子の発現制御機構を解析した。神経分化

過程は、(1)神経幹細胞の維持、 (2)ニューロンの分化、 (3)グリア細胞の分化という 3つ

のステップに分けることができる。本研究では、これら 3つのステップを制御する転

写因子ネットワークを解明した。これらの研究成果は、脳神経系構築過程の理解につ

ながり、脳神経疾患の原因解明や治療法開発に応用されることが期待される。

サマリー

神経発生過程は、 (1)神経幹細胞の維持、 (2)ニューロンの分化、 (3)グリア細胞の分化

という 3つのステップに分けることができる。本研究では、これら 3つのステップを

制御する転写因子ネットワークを明らかにした(サマリー図参照)。その結果、いずれ

のステップも以下のような bHLH因子が中心的な役割を担うことが示された。また、

ニューロンのサブタイプの決定には bHLH因子のみでは不十分で、ホメオドメイン因

子との組み合わせが重要だった。

神経分化を制御する bHLH因子群

(1)神経幹細胞の維持:Hesl， Hes3b， Hes5 

(2)ニューロンの分化:Mashl， Math3， Hes6 

(3)グリア細胞の分化:Hesl， Hes5 

-GIi・
サマリー図:神経分化を制御する bHLH因子ネットワーク

(1)神経幹細胞の維持

bHLH因子 Hes1および Hes5は胎児脳において神経幹細胞に発現しているが、ニュ
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ーロンには発現していない。レトロウイルスベクターを用いて Heslや Hes5を神経幹

細胞に強制発現させるとこユーロンに分化せず、未分化状態に止まった(図 1、Hesl)。

一方、 Heslや Hes5を発現しないコントロールウイルスを感染させた場合は、効率良

くニューロンに分化した(図 1、CLIG)。また、エレクトロポレーション法で Heslや

Hes5を胎児脳に強制発現させると、細胞はニューロンに分化せず、すべて神経幹細胞

の状態に止まった。したがって、 Heslおよび Hes5は神経幹細胞を維持する活性があ

ることがわかった。同様に、 Hes3bにも神経幹細胞を維持する活性があった。

LTR ¥[1+ 

CLlG 
LTR tp+ Hes1 IRES EGFP LTR 

CLlG-Hes1 mII室E3 園園田・

量五A3~融自53
CLlG 

Hes1 

図 1 レトロウイルスベクターによる Heslの強制発現。コントロールレトロウイル

ス CLIGが感染した細胞(GFP+)は効率良くニューロン(MAP2+)に分化したが、 Heslを発

現させるレトロウイルスが感染した細胞(GFP+)は未分化状態で止まっていた。

さらに、 Heslおよび Hes5の機能をしらべるために、 Hesl-Hes5ダブルノックアウト

マウスを作製した。この変異マウスは、多くの場合、小さい脳をもつか、神経管閉鎖

不全から無脳症になった。また、眼の発生も大きく障害されていた。この変異マウス

脳では、神経幹細胞があまり維持されず、 正常よりも早くニューロン(MAP2+)に分化

した(図 2)。特に、神経管が閉鎖する前からニューロンへの分化が充進して細胞増殖

が低下しており、このために神経管閉鎖不全になることが示唆された。また、ニュー

ロンへの分化を決定する bHLH因子 Mashl(後述)の発現が増加していた。これらの

結果から、 Heslや Hes5はニューロン分化決定因子 Mashlの発現を抑制することによ

って神経幹細胞を維持し、神経系形成を制御することが示された。

神経幹細胞の増殖能をしらべるためにニューロスフィア・アッセイを行った。その
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結果、野生型マウスの大脳由来の細胞は bFGFや EGF存在下で効率良くニューロスフ

ィアを形成し、しかも大きく成長した。一方、 Hes1-Hes5ダブルノックアウトマウス

由来の細胞はニューロスフィア形成能が著しく低下し、しかも小さなものしかできな

かった。したがって、 Hes1および Hes5は神経幹細胞の増殖・維持に必須の役割をも

つことが示された。

WT Hes1(-I-)，Hes5(・/・)

Telencephalon れぷ一二ルーIi、 -
園田園ム念掃さ2
.______1~‘?‘γ t圃圃

偽I
Premature neuronal ・..differentiation from 
neural stem cells 

MAP2 

図2 Hesl・Hes5ダブルノックアウトマウスの大脳領域。野生型 10.5日脹では、大

脳表層に 1層のニューロン(MAP2+)が分化しているが、それ以外の多くの細胞はまだ、

未分化である。一方、 Hesl・Hes5ダブルノックアウトマウスの大脳では正常よりも多

くのニューロンが分化し、神経幹細胞の維持が阻害されている。

(2)ニューロンの分化

bHLH因子 Mash1や Ma出3は分化途中のニューロンに発現していた。これらの因子

をレトロウイルスベクターを用いて発生途中の神経系に発現させたところ、ニューロ

ンへの分化を促進するとともに、グリア細胞への分化を抑制した。すなわち、 Mash1

やMath3はニューロン分化決定因子として機能することがわかった。

次に、 Mash1ノックアウトマウスやMath3ノックアウトマウスの神経系を解析した。

いずれのノックアウトマウスも神経系に異常がみられたが、幅広い発現パターンに比

べて、発生の遅い時期に局所的な異常がみられるのみであった。多くの領域で Mash1

とMa出3は共発現するので、次に Mash1・Math3ダブルノックアウトマウスを作製した。

その結果、中脳では Mash1ノックアウトマウスや Math3ノックアウトマウスでニュー

ロンが形成されたが、 Mash1・Math3ダブルノックアウトマウスではニューロンは欠損

していた(図3)。さらに、野生型ではまだグリア細胞(アストロサイト)の分化がみ

られない時期に、 Mash1・Ma出3ダブルノックアウトマウスでは多くの細胞がグリア細

胞に分化していた(図 3)。すなわち、 Mash1・Math3ダブルノックアウトマウスでは本
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来ニューロンに分化するべき細胞がグリア細胞に運命転換していた。以上から、 Mash1

や Math3はニューロンへの分化を促進するとともに、グリア細胞への分化を抑制する

ことが明らかになった。

Neuron 

WT Math3(ー/ー) Mash1(・/・)

Glia 

図3: Mash1およびMath3変異マウスの中脳領域。野生型、 Mash1ノックアウト、 Math3

ノックアウトの 15.5日症では多くのニューロン (MAP2+)が分化しているが、 Mash1・

Math3ダブルノックアウトマウスではみられない。 一方、野生型、 Mash1ノックアウ

ト、 Math3ノックアウトマウスではグリア細胞(S100s+)はあまりできていないが、

Mash1-Math3ダブルノックアウトマウスでは数多く形成されている。

ニューロン分化が抑制されグリア細胞分化が充進するという Mash1・Math3ダブルノ

ックアウトマウスの表現型は、 Hes1や Hes5を強制発現したときの表現型とよく似て

いる。 Hes1や Hes5は抑制因子で Mash1や Math3の活性を抑制することから、 Hes1や

Hes5を強制発現すると Mash1-Math3ダブルノックアウトマウスと同じ状態をつくるこ

とが考えられた。おそらく、 Hes1、Hes5と Mash1、Math3はお互いに括抗的に作用し

て神経分化を制御することが示唆された。

新たに bHLH因子 Hes6を同定したが、他の Hes因子群と異なり、分化しつつある

こユーロンに強く発現していた。Mash1は他の bHLH因子 E47とヘテロダイマーを形

成しプロモーターに作用するが、 Hes1はこのヘテロダイマ-形成を抑制する。一方、

Hes6は Mash1・E47ヘテロダイマーを抑制せず、むしろ Hes1による抑制を阻害した。

すなわち、 Hes6は Hes1の機能を阻害し、 Mash1のはたらきを促進した。実際、レト
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ロウイルスベクターを用いて Hes6を強制発現させたところ、ニューロンへの分化が促

進された。

ニューロンには多くのサブタイフが存在するが、 bHLH因子だけではこれらの多様

なサブタイプの決定はできなかった。しかし、ホメオドメイン因子とともに共発現さ

せると多様なサブタイフの決定が可能になった。おそらく、ホメオドメイン因子は領

域特異性を決め、 bHLH因子によってその領域に特異的なニューロンへの運命決定が

引き起こされると考えられた。

(3) グリア細胞の分化

発生後期において、 bHLH因子 Hesl、Hes5、Hesr2はグリア細胞に発現していた。

生後の網膜細胞にレトロウイルスベクターを用いてこれらの bHLH因子を強制発現さ

せたところ、効率良くグリア細胞に分化した。したがって、発生の初期に神経幹細胞

の維持に関わる因子が発生の後期においてグリア細胞形成にはたらくという異なる 2

つの活性を示すことがわかった。

以上の結果から、神経発生において bHLH因子が中心的な役割を担うことが明らか

になった。また、ニューロンのサブタイフの決定はホメオドメイン因子との協調的作

用が重要であることが示された。今後、これらの研究成果は神経再生医療へ応用され

ることが期待される。

新たな Heslの機能 :2時間を刻む生物時計

bHLH因子 Heslの発現はいろいろな種類の細胞において2時間周期で増減を繰り返

していた(オシレーション) (図4)。このオシレーションは Heslのネガティブフィー

ドパックを介して自律的におこった(図 5)。すなわち、 Heslは2時間周期の生物時

計として機能することが明らかになった。この生物時計は2時間周期で進行する体節

形成過程を制御することはわかったが、神経発生においてどのような役割をもつのか

は今後の課題である。
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図4: Hesl mRNAおよび蛋白の発現は2時間周期でオシレーションする。

図5:ネガ、ティブフィードパックを介したHeslオシレーショ ンの分子機構。
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