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要旨 
マウスの大脳背側の神経発生では、神経幹細胞が対称分裂で増殖し、その後非対

称分裂によって神経細胞を生み出す。未分化性を維持しながら非対称分裂を継続するた

めには、その間途切れることなく神経幹細胞が周囲の細胞から Notchシグナルを受容す

る必要がある。神経幹細胞は Notch1, Notch2, Notch3の 3つの Notchシグナルの受容体を

発現するが、ホモログごとの役割は不明な点が多い。また、Notchは大脳背側の主なリ

ガンド Delta-like1(Dll1)で活性化されるが、形態が異なる姉妹細胞間で、非対称に Notch

が活性化される仕組みや、Notch シグナルの活性化部位については未だ定説がない。 

第一部では、神経幹細胞で発現する Notch1と Notch2が主要な Notchシグナルの受

容体であることを示した。本研究では発生期の大脳背側で特異的に Notch1, Notch2また

はその両方の活性を失ったノックアウトマウスを作出し、Notch1および Notch2が神経

幹細胞の維持と神経発生に与える影響を解析した。その結果、神経発生初期から中期に

かけて神経幹細胞の維持に主要な役割を果たすのは Notch1であるが、神経発生後期には

Notch2の発現が増加することで、両者が未分化性維持に同等の役割を発揮することを明

らかにした。 

第二部では、神経幹細胞が脳室帯より基底膜側で周辺の細胞から Notchシグナル

を受容し得ることを示した。Notchはリガンドとの結合がトリガーとなって、酵素的な

切断を受ける結果、活性化型の細胞内ドメインは主に核に移行し、転写因子として働

く。古典的なモデルでは、Notchは脳室面に近い接着帯周辺で活性化されると考えられ

てきた。本研究では活性化型 Notchが脳室帯より基底膜側に伸びる神経幹細胞の放射状

繊維に広く分布することを発見した。この活性化型 Notchは、Notchの切断酵素の活性

を阻害すると消失した。一方、Dll1は神経細胞へ分化する初期段階の細胞で強く発現

し、野生型マウスでは脳室帯内の細胞質で主に観察される。Notch1/2ダブルノックアウ

トマウスを観察したところ、Dll1が脳室帯内側の細胞膜と思われる領域に分布した。こ

れは野生型マウスの神経前駆細胞では、母細胞から持ち越した Notch1と Notch2が同一

細胞上の Dll1を cis-inhibitionすることで、脳室帯内側に分布する Dll1は Notchシグナル

伝達への寄与が小さい可能性が示唆された。さらに Notch1ノックアウトマウスでは、脳

室帯より基底膜側の神経前駆細胞で Dll1が細胞膜と思われる領域に局在した。神経幹細

胞の一部に Notch1を発現させると、この Dll1の局在は隣接細胞から消失することか

ら、野生型では神経前駆細胞に隣接する細胞の Notchの活性化（trans-activation）に使わ

れていることが示唆された。さらに、脳室帯より基底膜側で生じる Notch-Dll1の trans-

activationが、神経幹細胞の未分化性維持に十分であることも示した。これらのことか

ら、脳室帯の Notchシグナルだけでなく、脳室帯から神経層へ移動する神経前駆細胞の

Dll1による Notch活性化が、神経幹細胞の維持に重要であることが示唆された。 
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本研究は、第一部で Notch1および Notch2の発現量の経時変化が、大脳背側の神経

幹細胞の未分化性維持に果たす役割を明らかにし、第二部では、新たな Notch活性化空

間を発見したことで、大脳背側の発生における Notchシグナルの動態と神経幹細胞の形

態の機能的必然性を説明する新たな時空間的モデルを提示した。 

キーワード：マウス神経発生、神経幹細胞、非対称分裂、Notch シグナル伝達、時空間的パ

ターン 
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はじめに 
 

本学位論文は第一部と第二部の二部構成である。 

 

まず第一部では、Notch1と Notch2がマウス大脳背側の発生で神経幹細胞

の維持に中心的な役割を果たすことを示した。Notch1は神経発生初期から後期ま

で活性を発揮する一方で、Notch2は中期以降に Notch1と同等の活性を発揮する

ことを明らかにした。また、Notch1と Notch2を欠失させた大脳背側では神経幹

細胞が完全に消失したことから、マウス大脳背側の発生では Notch1と Notch2が

神経幹細胞の維持に必須であることが示された。第一部の研究成果は本学位論文

の根拠論文として、Neuroscience Research誌にて公表済みである。 

 

次に第二部では、第一部で明らかにした、神経幹細胞を維持するために

必須の Notch1と Notch2を介したシグナルが、主に大脳背側の脳室下帯から基底

膜側で伝達される可能性を提案する。つまり、VZより基底膜側で伝達される

Notchシグナルを受容できる放射状繊維を母細胞から引き継ぐかどうかという形

態的な非対称性によって、姉妹細胞の運命が非対称化されるというモデルを提案

する。本研究では、脳室下帯に多く分布する神経前駆細胞がリガンド供給の主体

となり、この細胞との接触頻度が、姉妹細胞間の Notchシグナルの活性化量を決

定するという解釈を支持する。これまでの通説では、Notchシグナルは脳室帯の

最も apical側にある接着帯でやり取りされると考えられてきたが、本研究の結果

はこの通説に疑問を投げかけるものである。第二部の研究結果は結論を確実にす

る実験の結果が得られ次第、公表する予定である。 
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略語表 
E: Embryonic day 

KO: knockout 

KI: Knock in 

DKO: double knockout 

GFP: Green fluorescent protein 

RGC: Radial glial cell 

IPC: Intermediate progenitor cell（神経前駆細胞） 

RF: Radial fiber（RGC の放射状繊維） 

VZ: Ventricular zone（脳室帯） 

oVZ: Outer ventricular zone 

SVZ: Subventricular zone（脳室下帯） 

SOP: Sensory organ precursor 

Dll1: Delta-like 1 

NICD: Notch intracellular domain 

NECD: Notch extracellular domain 

Notch1Δ/Δ; Notch1f/f; Emx1-CreKI/+ 

Notch2Δ/Δ: Notch2f/f; Emx1-CreKI/+ 

Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δ: Notch1f/f; Notch2f/f; Emx1-CreKI/+ 

EP: electroporation 
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第一部 

 

 

Notch1と Notch2は協働して 
マウス神経幹細胞 Radial glia cell を維持する 
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1. 序論 
 

i. マウス大脳背側の神経幹細胞と神経発生 
脊椎動物の大脳背側の発生期には、神経幹細胞としての性質を持つ神経上皮細胞が

盛んに対称分裂を行うこと増殖期と、非対称分裂により神経細胞を生み出す神経産生期ある

（図１）。 

 

図１ マウス大脳背側の発生における各ステージの用語の定義 
• 神経産生期初期：E11.5 を中心とした、神経幹細胞が非対称分裂によって神経細胞ある

いは神経前駆細胞 (IPC)の産生を開始する時期 
• 神経産生期中期：E14.5 を中心とした、神経産生の盛んな時期 
• 神経産生期後期：E16.5 を中心として、神経産生が完了する E18.5 頃までの時期 

 

 

神経上皮細胞は神経管の apical-basal 極性に沿って伸長した形態をしており、

ventricular zone (VZ)にある細胞体から脳室面へと伸びる突起は apical process と呼ばれ、もう

一方の基底膜へと伸びる突起は radial fiber と呼ばれる。神経上皮細胞の細胞分裂は脳室面で

行われ、G1 期には細胞核が基底膜方向へと移動しながら S 期に入り、G2 期には再び脳室面

へと移動して細胞分裂を行うというように、神経上皮細胞の細胞核は Interkinetic Nuclear 

Migration と呼ばれるダイナミックな振る舞いを見せる(Sauer, 1935) 。神経細胞が生み出され

る神経産生期以降、神経上皮細胞は著しく伸長した形態をとり、Vimentin や Brain-lipid-

binding protein (BLBP)などのグリアマーカーを発現することで Radial glia cell (RGC)と呼ばれ

るようになる(Aaku-Saraste et al., 1996; Anthony et al., 2004; Feng et al., 1994; Götz and Huttner, 

2005; Hartfuss et al., 2001)。マウスの大脳背側に存在する RGC は、神経上皮細胞同様に未分

化性を持ち脳室面で細胞分裂する（図２)。 
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図２ 細胞周期における神経上皮細胞および RGC の 細胞核の運動と細胞分裂 
神経上皮細胞/RGC（緑色の細胞)の Interkinetic Nuclear Migration (INM)の様子。細胞周期

（G1 期〜M 期)に対応する細胞核の脳室帯(VZ)における位置を示した (青: 細胞核)。神経上

皮細胞/RGC は VZ 内で細胞周期に応じて上下運動をする。対称分裂では、radial fiber を持つ

神経上皮細胞/RGC が２つ生まれる。非対称分裂では、姉妹細胞のうち一方が radial fiber を
受け継いで RGC となり、もう一方は神経細胞へと分化しながら radial fiber を足場に基底膜

側の神経板へ移動する。 

 

ii. Notchシグナル経路の発生における重要性 
Notch シグナル経路は脊椎動物の様々な発生過程において、幹細胞の増殖を調節する

ために不可欠な進化的に保存されたシグナル伝達経路の一つである(Andersson et al., 2011; 

Siebel and Lendahl, 2017)。 

Notch とそのリガンドによる Notch シグナル伝達は、隣接する細胞同士の運命決定に

寄与する接触性のシグナルとして知られている(Kopan and Ilagan, 2009)。Notch が隣接する細

胞のリガンドと結合すると、隣接する細胞においては Mindbomb-1(Mib1)の働きによって

Notch の細胞外ドメインを結合したまま Dll1 を endocytosis する(trans-endocytosis)。すると、

Notch の活性化型細胞内ドメインが酵素的に切り離されて核内へ移行し、転写因子として

Hes1 などの未分化性の維持に働く遺伝子の発現を促進する (Kageyama et al., 2008; Pierfelice et 

al., 2011)（図３）。 
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図３ Notch-Delta シグナル伝達における細胞内イベント 
上の細胞が Notch リガンド(Dll1)を発現する細胞、下の細胞が Notch(受容体)を発現する細

胞である。⑴ 細胞膜上のリガンドが隣接する細胞の細胞膜上の Notch に結合すると、リガ

ンドを発現する細胞が Notch の細胞外ドメイン(NECD)を Trans-endocytosis する。⑵ リガン

ド依存的に NECD を失った Notch は ADAM-10 と、⑶ γ-secretase によって酵素的に切断さ

れ、活性化された Notch の細胞内ドメイン(NICD)が核内へ移行する。⑷ 活性化型 NICD は

核内で転写因子として Hes1/5 などの遺伝子発現を誘導することで細胞の未分化性を維持す

る。 

 

 

また、Numb は Notch の細胞膜上における存在量を制御することで、Notch シグナル

の伝達の頻度を制御していると考えられている (Rhyu et al., 1994; Uemura et al., 1989; Zhou et 

al., 2007)。 
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哺乳類には Notch1, 2, 3 および 4 の 4 つの Notchホモログが存在する(Kopan and 

Ilagan, 2009)。特に Notch1及び Notch2 がマウスの初期発生で重要であり、これらのノックア

ウト(KO)マウスでは発生初期に循環器系や体節の形成に異常が起こるほか、神経組織を中心

に広範に細胞死や神経細胞の過形成が起こり、Embryonic day(E)10.5-11.5 の間に胎生致死と

なる(Conlon et al., 1995; Hamada et al., 1999; Krebs et al., 2003a, 2000; McCright et al., 2006, 2001; 

Radtke et al., 1999; Swiatek et al., 1994)。神経組織における Notch の主要なリガンドである

Delta-like1(Dll1) についても、その KO マウスにでは同様の異常が生じる結果、E12 までに胎

生致死となる(De Angelis et al., 1997)。一方で Notch3 および Notch4 の KO マウスでは、発生

への影響が認められない(Krebs et al., 2003b, 2000)。 

 

 

iii. Notch1及び Notch2の大脳背側の発生における重要性 
発生期のマウス大脳背側では Notch1, Notch2, および Notch3 が発現している(Higuchi 

et al., 1995; Irvin et al., 2001; Lindsell et al., 1996; Yoon et al., 2004)。 

Notch1 と Dll1 は神経産生の始まる E9~10 頃から発現し(Bettenhausen et al., 1995; 

Weinmaster et al., 1991)、それぞれ Notch1 は神経幹細胞で、Dll1 は神経細胞へ分化する初期段

階の細胞で強く発現する(D. Kawaguchi et al., 2008; Nelson et al., 2006)。神経幹細胞の維持にお

いて Notch1 は重要な役割を果たしており、Notch1 KO マウスでは E10.5 までに神経上皮細胞

/RGC が早期に分化し、神経幹細胞としての機能が消失する(Gaiano et al., 2000; Hitoshi et al., 

2002; Luis et al., 1997; Yang et al., 2004; Yoon et al., 2004)。Notch2 KO マウスでも、E10 頃に神

経細胞の細胞死が誘導されるため、神経発生への寄与が示唆されている(Hamada et al., 

1999)。一方で Notch3 の KO マウスは神経幹細胞の維持に影響を与えない(Krebs et al., 

2003b)。さらに、Notch シグナル経路を構成する中心的な遺伝子である Dll1, Mib1 の KO マウ

スや(D. Kawaguchi et al., 2008; Koo et al., 2005)、未分化性維持に寄与する転写因子である

Hes1,Hes3, Hes5 の KO マウスでも(Hatakeyama et al., 2004; Ishibashi, 1995; Ohtsuka, 1999)、神

経幹細胞が分化・消失してしまう phenotype が、Notch1 KO マウスの phenocopy のように現れ

る。これらのことから、RGC が神経幹細胞として維持されるためには、Dll1 を発現する細胞

が神経幹細胞の Notch1 を活性化することが、神経幹細胞の維持に不可欠であることがわか

っている。 

一方で、Notch1 および Notch2 KO マウスはそれぞれ発生初期に胎生致死となるなど

の理由から、神経産生期の神経幹細胞における Notch1 と Notch2 の表現型解析は十分になさ

れていなかった。 
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iv. 本研究の目的 

 Notch1 と Notch2 はマウス発生において、Notch シグナルの伝達のために重要な役

割を果たす主要な受容体であるが、この 2 つのサブタイプごとの機能的な違いが、脳の発生

過程における RGC の維持にどのような影響を与えているのかは未だ解明されていない。そ

こで本研究では、Notch1及び Notch2 を神経発生前期(E9.5)から大脳背側で特異的に KO する

ことで、2 つの遺伝子が神経産生期を通じて RGC の未分化性維持に果たす役割の解明を試み

た。 
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2. 対象と手法 
 

i. 実験動物 
1) マウスの取扱い 
すべてのマウス実験は、理化学研究所生命機能科学研究センターの「動物実験取扱

規則」に準拠して実施した。マウスの妊娠時期は交配翌日の午前中にプラグを観察し、観察

された日の正午を Embryonic day 0.5（E0.5）と定義した。なお、使用した胎児の性別は本研

究では調べていない。第一部の実験は全て C57BL/6Jバックグラウンドのマウスを用いた。 

 

2) 遺伝子改変マウス 
本研究の第一部で使用した遺伝子改変マウスは次の表１の通りである。 

 

表１ 第一部で使用した遺伝子改変マウス系統と PCR による遺伝子型判定に用いた Oligo 

DNA配列 
遺伝子型 (出典) 遺伝子型判定用 PCRプライマー 

Notch1flox/flox 

(Morimoto et al., 2012) 

Notch1-F: TGGCCTGCCTGTCTGGAACAACAGTTCAGG 

Notch1-R: ACTGTCAGTCAAGCCAGTTCAGGGCACATGG 

Notch2flox/flox 

(McCright et al., 2006) 

Notch2-F: AGATAGGAAGCAGCTCAGCTCACAGCCTGC  

Notch2-R: TTGTATTATAACGCTAAACGTGCACTGGAG 

Emx1-CreKI 

(Guo et al., 2000) 

Emx1-F: GCCACTGGAGGGTCTGAAAA 

Cre-F, OIMR1084: GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC 

Cre-R OIMR1085: GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT 

CAG-CAT-GFP 

(Kawamoto et al., 2000) GFP-F: GCAAGGGCGAGGAGCTGTTC 

GFP-R: GGTCTTGTAGTTGCCGTCGTCC Hes1-d2-EGFPTg/+ 

(Ohtsuka et al., 2006) 

 

3) マウスの掛け合わせ 
 Notch1 および Notch2 のシングルノックアウト、およびダブルノックアウトマウスは、

Cre-loxP システム (Robinson and Sauer, 1998)に基づいて、大脳背側で E9.5 頃から Cre を発現

する Emx1-CreKI系統 (Guo et al., 2000)と、floxed-Notch1 または floxed-Notch2 マウス系統 

(McCright et al., 2001; Yang et al., 2004)を交配して下記のように作出した。Notch1flox/flox; Emx1-

CreKI/+マウス（以下、Notch1Δ/Δ）は、Notch1flox/floxマウスと Notch1flox/+; Emx1-CreKI/+マウスを

交配することで作出した。Notch2flox/flox; Emx1-CreKI/+マウス（以下、Notch2Δ/Δ）は、

Notch2flox/floxマウスと Notch2flox/+; Emx1-CreKI/+マウスを交配して作出した。Notch1flox/flox; 
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Notch2flox/flox; Emx1-CreKI/+マウス（以下、Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δ）は、Notch1flox/+; Notch2flox/+マウ

スと Notch1flox/+; Notch2flox/+; Emx1-CreKI/+マウスを交配して作出した。図 7, 8 の実験で E18.5

における Cre 発現細胞を可視化するために、Cre依存的に GFP を発現する CAG-CAT-EGFP

マウス(Kawamoto et al., 2000)を Notch1flox/+; Notch2flox/+; Emx1-CreKI/+マウスと交配してヘテロ

接合体を得て、その子孫を交配させることで、表２に示す必要な各遺伝子型を得た。 

 

表２ 第一部で使用した遺伝子改変マウスの遺伝子型表記と遺伝子型 

遺伝子型表記 遺伝子型 

Notch1 +/Δ; Notch2 +/Δ Notch1 +/flox; Notch2 +/flox; Emx1-Cre KI/+ 

Notch1Δ/Δ Notch1 flox/flox; Notch2 +/+; Emx1-Cre KI/+ 

Notch2Δ/Δ Notch1+/+; Notch2 flox/flox; Emx1-CreKI/+ 

Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δ Notch1flox/flox; Notch2flox/flox; Emx1-CreKI/+ 

Notch1 +/Δ; Notch2 +/Δ; GFP Notch1+/flox; Notch2+/flox; Emx1-CreKI/+; CAG-CAT-GFP+/- 

Notch1Δ/Δ; GFP Notch1flox/flox; Notch2+/+; Emx1-CreKI/+; CAG-CAT-GFP+/- 

Notch2Δ/Δ; GFP Notch1+/+; Notch2flox/flox; Emx1-CreKI/+; CAG-CAT-GFP+/- 

Notch1+/Δ; Notch2Δ/Δ; GFP Notch1+/flox; Notch2flox/flox; Emx1-CreKI/+; CAG-CAT-GFP+/- 

Notch1Δ/Δ; Notch2+/Δ; GFP Notch1Δ/Δ; Notch2+/flox; Emx1-CreKI/+; CAG-CAT-GFP+/- 

Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δ; GFP Notch1flox/flox; Notch2flox/flox; Emx1-CreKI/+; CAG-CAT-GFP+/- 

 

ii. 免疫染色法 
頸椎脱臼で安楽死させた妊娠マウスの子宮を開腹してマウス胎仔の脳組織を摘出

し、これを 1% Paraformaldehyde (PFA)/0.1M Phosphate buffer (PB, pH 7.4)溶液中で 2 時間 4度

または一晩固定した。固定後の脳組織は PFA のクエンチングのために、0.1M Glycine 

(Nacalai) /PB の 4度の溶液中で処理し、25% Sucrose (Nacalai) /0.1M PB溶液で 6 時間から一晩

置換し、Tissue-Tek O.C.T. compound (#45833, サクラファインテックジャパン)内に凍結包埋

した。次に、クライオスタット (#CM30505S, Leica Mycrosystems)の庫内・試料台を-14℃に設

定し、凍結包埋サンプルを 10-16μm厚に薄切し、この切片をスライドガラス(SUPER FROST 

76x 26mm, 松浪硝子)に貼付け乾燥させた。 
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次に、切片の周りを PAP Pen (PAP Pen Super-Liquid Blocker Mini, 大道産業) を用いて

撥水性の囲みを描き、PBST (0.1% Tween/リン酸緩衝生理食塩水 PBS(-), pH 7.4)にこのスライ

ドガラスを浸すことで O.C.T. compound を溶出させ、Blocking Buffer (10% w/v BSA + 0.1% 

Tween + 0.2% Triton X-100 in PBS(-), pH 7.4)を添加して室温で静置した。1 時間後アスピレー

ターで Blocking Buffer を取り除き、直ちに一次抗体（表３）を Blocking buffer で希釈した溶

液を添加して一晩 4℃で静置した。過剰な抗体は PBST で洗浄した。蛍光標識されていない

一次抗体に対しては、一次抗体の動物種の IgG を認識する蛍光標識二次抗体を Blocking 

Buffer で希釈し添加して、30 分間室温で反応させた。過剰な抗体は PBST で洗浄し、封入剤

(Aqueous Mounting Medium-PermaFluor, Thermo scientific または, Prolong Diamond antifade 

mountant, Invitrogen)を切片に乗せてカバーグラス(Neo カバーグラス 24x60mm 厚さ

0.12~0.17mm, 松浪硝子)で封入した。サンプルの蛍光は共焦点顕微鏡(LSM880, Zeiss または、

FV1000, Olympus)で撮像した。 

 

表３ 第一部で使用した抗体一覧 
抗原 製品名 希釈率 

Tbr2 Anti-Tbr2, AlexaFluor 660 labeled rat monoclonal antibody, clone 
Dan11mag, 50-4875-82, Thermo Fisher Scientific 1:1000 

Sox2 Anti-Sox2, AlexaFluor 488 labeled rat monoclonal antibody, clone 
Btjce, 53-9811-82, Thermo Fisher Scientific 1:1000 

Ki67 Anti-Ki67, Rabbit monoclonal antibody, clone SP6, MA5-14520, 
Thermo Fisher Scientific 1:1000 

EGFP Anti-EGFP, Goat poly clonal antibody, ab5450, Abcam 1:1000 
DAPI D9542, MERCK 1:1000 

Goat IgG AlexaFluor488 labeled, Donkey anti-Goat IgG antibody, 705-545-153, 
Jackson ImmunoResearch) 1:500 

Rabbit 
IgG 

AlexaFluor647 labeled, Donkey anti-Rabbit IgG antibody, 711-605-152, 
Jackson ImmunoResearch) 1:500 

 

iii. 細胞周期離脱率の計測 
細胞周期離脱率とは、細胞分裂後に次の細胞分裂へ入るまでの時間内に、細胞周期

を脱して分化する細胞の割合を意味する(Chenn and Walsh, 2002)。 

増殖細胞を標識するために、E11.5 の妊娠マウスに EdU (1mg/体重 25g, #A10044, 

Thermo Fisher Scientific)を腹腔内投与した。1度の細胞周期での EdU の取り込み率を計測す

るため、E11.5 頃の細胞周期の長さが約 8.1 時間であることを考慮して(Takahashi et al., 

1995)、EdU投与後 12 時間で胎仔大脳を固定した。 
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EdU を取り込んだ細胞は、Click-iT® EdU イメージングキット（Alex Fluor 555 dye, 

#C10338, Thermo Fisher Scientific）のメーカープロトコルに従って検出した。細胞周期が回転

している細胞は Ki67抗体による免疫染色で検出した。 

細胞周期離脱率は、E11.5 のマウス大脳背側の単位面積に存在する全ての EdU陽性

細胞に対する、EdU陽性かつ Ki67陰性の細胞数で計算した。 

 

iv. 統計検定 
統計分析は Prism 8 (GraphPad Software)または Excel(Microsoft)を用いて行った。はじ

めに Shapiro-Wilk検定（α＝0.05）を用いて正規分布の検定を行った。非正規分布していると

判定されたデータについては、ノンパラメトリック検定に続いて、2 つ以上のデータ群を比

較するために、Dunn’s test を用いた Kruskal-Wallis検定を行った。正規分布していると判定

されたデータについては、2 つ以上のデータ群間の比較のために、Tukey の多重比較検定を

用いたパラメトリックな One-way ANOVA を行った。比較による有意性は、グラフ上にアス

タリスクで次のようの表した; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 および****P < 0.0001。 

 

v. 単細胞トランスクリプトーム分析  
図 06 の実験は呉泉博士が実施し、データを提供いただいた。E14.5 マウスから Hes1

陽性の神経幹細胞を単離するために、Hes1-d2-EGFPTg/+マウスの大脳皮質を摘出し、0.05 % 

Trypsin / Hanks’ balanced salt solution (HBSS (-) )中で 37 ℃で 10 分間処理した。遠心分離器を

使用して 1000 g で 5 分間遠心した後、細胞を 0.375 %BSA/HBSS(-)で 15〜20回穏やかにピペ

ッティングして再懸濁した。懸濁細胞を 35 μmフィルター（Falcon）で濾過し、Sorting 

bugger（20 ng/ml human-basic FGF（Peprotech）、1x B27 RA(-)（Gibco）、Dulbecco's Modified 

Eagle Medium F12+GlutaMax（Gibco））に懸濁して 130μmソーティングチップ（SONY、

LE-C3113）を装備したセルソーター（SH800、SONY）で細胞をソーティングした。ソーテ

ィング後、Countess または Countess II(Invitrogen)を用いて細胞数を計数した。収集した細胞

は直ちに 10X-Genomics Chromium（10X Genomics, Pleasanton, CA）に導入した。単一細胞の

cDNAライブラリーは、メーカープロトコルに従って Chromium 3’v2プラットフォームを用

いて調製した。 

次に、バイオインフォマティクス解析を実施した。得られた配列データを mm10 に

マッピングし、cellranger 2.0.2（10X GENOMICS）を用いて各遺伝子のカウント数と細胞数

を計算した。3個以下の細胞で発現する遺伝子と、200個以下の遺伝子しか発現していない

細胞を除外し、Seurat(2.3.4)で解析した。 
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3. 結果 
 

i. 神経発生初期における Notch1と Notch2の神経幹細胞の維持と
分化への影響 

はじめに、マウス大脳背側における神経産生期初期から中期(E11.5〜E13.5)にかけ

て、Notch1 および Notch2 が RGC の未分化性と神経発生に与える影響を調べた。そのために

E9.5 から大脳背側で Cre を発現する Emx1-Cre系統を用いて、大脳背側特異的に Notch1, 

Notch2 またはその両方を KO した Notch1Δ/Δ, Notch2Δ/Δ, Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスをそれぞれ

作出し、Notch1 および Notch2 のヘテロ接合体をコントロールとして比較した（遺伝子型は

2-i-(3)を参照）。 

 

1) Notch1の欠失は神経分化を誘導するが、Notch2の欠失は影響を与えな

い 

まず、Notch1Δ/Δマウスと Notch2Δ/Δマウスの大脳背側における RGC と分化細胞の割合

を調べるために、単位面積当たりの未分化マーカーSox2陽性の神経上皮細胞/RGC と、分化

にコミットした細胞のマーカーである Tbr2陽性の IPC を計数した。その結果、E11.5 および

E13.5 の両時期において、Notch2Δ/Δでは Sox2 および Tbr2陽性の両細胞数に変化が見られな

かったのに対し、Notch1Δ/Δでは Sox2陽性の細胞数が減少した(図 4A-D)。 

 

2) Notch1と Notch2を同時に欠失させると RGCの未分化性に相乗的な影

響が生じる 

次に、Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスでも同様に Sox2陽性細胞と Tbr2陽性細胞を計数し

たところ、E11.5 では Sox2陽性の細胞数の減少と同時に Tbr2陽性の細胞数が劇的に増加し

た (図 4A,C)。また、E11.5 において細胞分裂後に細胞周期から離脱する細胞の割合は、

Notch1Δ/Δと Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスで大幅に増加した(図 5A, B)。E13.5 では Sox2陽性の細

胞数が Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスで大幅に減少し、この減少率は Notch1Δ/Δより有意に大きか

った (図 4B,D)。 

これらのことから、Notch1だけでなく Notch2 も同時に欠失させた場合には、Notch1

単独の欠失と比較して相乗的に大きな影響が RGC の未分化性維持と神経発生に生じること

がわかった。 
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図４ Notch1 のノックアウトにより神経幹細胞の分化が誘導される （続く） 
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図４ Notch1 のノックアウトにより神経幹細胞の分化が誘導される （続く） 
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図４ Notch1 のノックアウトにより神経幹細胞の分化が誘導される （続き） 
神経発生期の早期から中期における Notch1, Notch2 の単独 KO、およびダブルノックアウト

による RGC 維持への影響を調べた。 
(A-L) E11.5, (M-X) E13.5 のマウス大脳背側の免疫染色画像。Sox2（緑）、Tbr2（マゼン

タ）、および DAPI（青）の染色像を示した。免疫染色画像は、本研究の全ての画像で脳室

面側を底部にした。 
(A-C, M-O) Notch1+/Δ; Notch2+/Δ, (D-F, P-R) Notch1Δ/Δ, (G-I, S-U) Notch2Δ/Δ, (J-L, V-X) Notch1
Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウス。E13.5 の Notch1Δ/Δ；Notch2Δ/Δでは脳室面の上皮構造（白点線, V-X）

が崩壊して湾曲し、Sox2陽性細胞の消失した VZ に Tbr2陽性細胞が侵入した(W)。白矢印は

Emx1-Cre が発現していない medial-dorsal の RGC を示す。スケールバーは 10μm。 
(Y）ダブルヘテロ接合体 Notch1+/Δ; Notch2+/Δをコントロールとして、Notch1Δ/Δ, Notch2Δ/Δ,
および Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスの、E11.5 における大脳背側の 100μm幅あたりの Sox2陽
性細胞数（左）および Tbr2陽性細胞数（右）。Notch1+/Δ; Notch2+/Δでは Sox2＝161.2±12.6
細胞、Tbr2＝32.5±5.2 細胞（n=6）；Notch1Δ/Δでは Sox2＝133±13.4 細胞、Tbr2＝50.5±19.7
細胞（n=10）；Notch2Δ/Δでは Sox2＝174.1±20.3 細胞、Tbr2＝34.7±2.3 細胞（n=5）；
Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δでは Sox2＝123.0±11.1 細胞、Tbr2＝105.6±15.5 細胞（n=9）。妊娠マ

ウス計 10匹から全ての胚を得た。 
(Z)ダブルヘテロ接合体 Notch1+/Δ; Notch2+/Δをコントロールとして、Notch1Δ/Δ, Notch2Δ/Δ, お
よび Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスの、E13.5 における大脳背側の 100μm幅あたりの Sox2陽性

細胞数（左）および Tbr2陽性細胞数（右）。 Notch1+/Δ；Notch2+/Δでは Sox2＝236.8±29.3
細胞、Tbr2＝126.7±18.7 細胞（n=7）；Notch1Δ/Δでは Sox2＝181.5±17.1 細胞、Tbr2＝136.4
±8.6 細胞（n=3）；Notch2Δ/Δでは Sox2＝245.7±28.9 細胞、Tbr2＝107.7±16.8 細胞

（n=5）；Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δでは Sox2＝115.8±18.2 細胞、Tbr2＝154.6±9.5 細胞

（n=3）。妊娠マウス計 5匹から全ての胚を得た。値は平均値±S.D.を示す。多重比較のた

めの Tukey’s correction および、one-way ANOVA を用いて計算した統計的有意性を次のよう

に示した；*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001 および****P < 0.0001。 
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図５ 神経発生初期の RGC および IPC の細胞周期離脱率 
(A-H) EdU 投与 12 時間後の E11.5 のマウス大脳背側における Ki67（A,C,E,G:マゼンタ）、

EdU（B,D,F,H: 緑）の二重染色画像。(A-B) Notch1+/Δ; Notch2+/Δ, (C-D) Notch1Δ/Δ, (E-F) 
Notch2Δ/Δ, (G-H) Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウス。スケールバーは 10μm。 
(I)ダブルヘテロ接合体 Notch1+/Δ; Notch2+/Δをコントロールとして、Notch1Δ/Δ, Notch2Δ/Δ, お
よび Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウス大脳背側の細胞周期離脱率。Notch1+/Δ; Notch2+/Δでは 6.6±
2.6％（n=3）；Notch1Δ/Δでは 26.6±2.6％（n=4）；Notch2Δ/Δでは 5.2±2.1％（n=8）；
Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δでは 28.0±3.2％（n=6）。妊娠マウス計 9匹から全ての胎児を得た。値

は平均値±S.D.を示す。多重比較のための Tukey’s correction および、one-way ANOVA を用

いて計算した統計的有意性を次のように示した；****P＜0.0001。 
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3) RGCと IPCの両増殖細胞の比率の変化 

Notch1Δ/Δおよび Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスでは神経細胞への分化が亢進していること

が明らかになったが、増殖細胞が分布する領域へも影響が生じているか否かを調べた。リン

酸化ヒストン H3 (PH3) による染色で同定できる分裂期の細胞について、apical surface で細胞

分裂をする細胞は RGC であり、apical surface から離れた領域で細胞分裂する細胞は IPC であ

ると考えられる。 

大脳背側の単位面積当たりの PH3陽性の分裂期の RGC または IPC の細胞数を、各遺

伝子型で調べた。E11.5 では Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスにおいて IPC の数が増加しており、神

経発生初期に早期に分化誘導されていることが確認された(図 6A, C)。続いて E13.5 では、

Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスの RGC が大幅に減少しており、RGC と IPC を合計した細胞数もコ

ントロールと比較して減少しており、増殖細胞の大部分が早期に分化したことが示された

(図 6B, D)。また、Notch1Δ/Δマウスは E13.5 で IPC が有意に増加しており(図 6B, D)、RGC の

IPC への分化が示唆された。一方で、Notch2Δ/Δは E11.5 と E13.5 の両時期においてコントロ

ールと比較して変化を示さなかった。 

以上より、神経産生期の初期から中期にかけては、Notch1 が存在することで RGC の

未分化性が維持されること、また、Notch2 が失われても、Notch1 の活性だけでほぼ RGC が

維持されるが、Notch1 が存在しない場合には Notch2 が部分的に Notch1 の機能を補うことで

RGC の未分化性を維持することがわかった。 
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図６ Notch1 および Notch2 の KO による神経産生期初期から中期のマウス大脳背側におけ

る分裂細胞の分布（続く） 
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図６ Notch1 および Notch2 の KO による神経産生期初期から中期のマウス大脳背側におけ

る分裂細胞の分布（続き） 
(A-H) A-D) E11.5 および E-H) E13.5 の、(A,E) Notch1+/Δ; Notch2+/Δ, (B,F) Notch1Δ/Δ, (C,G) 
Notch2Δ/Δ, (D,H) Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスの大脳背側の免疫染色画像。リン酸化ヒストン

3（PH3、緑）および DAPI（青）を示した。スケールバーは 10μm。E11.5, E13.5 の両時期

で、脳室面で分裂している PH3(+)細胞は RGC であり、SVZ で分裂している PH3(+)細胞は

IPC である。Notch1Δ/Δおよび Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δでは細胞死が観察され（白矢頭）、これ

は Notch1 が欠失した大脳背側で細胞死が生じる報告と一致している (Mason et al., 2006; 
Hashimoto-Torii et al,. 2008)。 
(I-N) I-K) E11.5 および L-N) E13.5 の各マウス大脳背側の 100μm幅あたりの PH3陽性の

RGC(I, L)、IPC の細胞数(J,M)と、それらの合計数(K,N)。 
(I-K) E11.5 の Notch1+/Δ; Notch2+/Δでは PH3陽性の RGC＝5.6±2.7 細胞、PH3陽性の IPC＝
1.4±0.7 細胞、PH3陽性の全細胞＝7.0±2.9 細胞（n=6）；Notch1Δ/Δでは PH3陽性の

RGC=3.6±2.3 細胞、PH3陽性の IPC=1.4±0.4 細胞、PH3陽性の全細胞=5.0±2.4 細胞(n=5)；
Notch2Δ/Δでは PH3陽性の RGC=3.3±2.7 細胞、PH3陽性の IPC=0.9±0.7 細胞、PH3陽性の全

細胞=4.2±3.4 細胞(n=8)；Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δではでは PH3陽性の RGC=3.3±0.9 細胞、

PH3陽性の IPC=4.2±2.6 細胞、PH3陽性の全細胞=7.5±3.0 細胞（n=7）。妊娠マウス計 10
匹から全ての胚を得た。 
(L-N) E13.5 での PH3陽性の細胞数。Notch1+/Δ; Notch2+/Δでは PH3陽性の RGC＝11.8±1.3 細

胞、PH3陽性の IPC＝3.4±0.8 細胞、PH3陽性の全細胞＝15.2±1.8 細胞 (n=7)；Notch1Δ/Δで

は PH3陽性の RGC=11.7±3.3 細胞、PH3陽性の IPC=6.2±1.9 細胞、PH3陽性の全細胞=17.9
±5.1 細胞(n=6)；Notch2Δ/Δでは PH3陽性の RGC=12.0±0.2 細胞、PH3陽性の IPC=3.3±0.5
細胞、PH3陽性の全細胞=15.3±0.3 細胞(n=3)；Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δでは PH3陽性の

RGC=2.4±1.4 細胞、PH3陽性の IPC=4.8±1.1 細胞、PH3陽性の全細胞=7.2±1.7 細胞 (n=6)。
妊娠マウス計 7匹から全ての胚を得た。値は平均値±S.D.を示す。PH3陽性の IPC について

は多重比較のための Tukey’s correction および one-way ANOVA、PH3陽性の RGC と全細胞に

ついては多重比較のための Dunn’s comparison および Kruskal-Wallis検定を用いて計算した

統計的有意性を次のように示した；*P < 0.05、**P < 0.01。 
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ii. 神経発生後期における Notch1と Notch2による RGCの未分化
性維持への寄与 

ここまでは Notch1 および Notch2 が RGC に与える影響を神経産生期初期から中期に

かけて見てきた。次に、神経産生期を通じての RGC への影響を明らかにするために、神経

発生が完了する E18.5 における(Lui et al., 2011)、Notch1 および Notch2 のアレルの存在量ごと

に、神経発生後期まで維持された RGC の細胞数を調べることにした。この時、Emx1-Cre の

発現によって Notch1 および Notch2 が KO された領域を同定するために、Notch1Δ/Δマウスと

Notch2Δ/Δマウスをそれぞれ CAG-CAT-GFP マウスと交配することで(Kawamoto et al., 2000)、

Cre陽性細胞を GFP で可視化し（図 7, 8A-F）、E18.5 大脳背側の体性感覚野の冠状切片 1枚

の VZ 内側に存在する、全 Sox2陽性細胞数を計数し、各遺伝子型で比較した。 

 

図７ E18.5 における Notch1, Notch2 の大脳背側特異的ノックアウトマウスの脳組織 
明視野での各遺伝子型マウスの大脳と(A-D) 、GFP の緑色蛍光(A’-D’)。遺伝子型は(A, A’) 
Notch1+/Δ; Notch2+/Δ; GFP、 (B, B’) Notch1Δ/Δ; GFP、(C, C’) Notch2Δ/Δ; GFP、(D, D’) Notch1
Δ/Δ; Notch2Δ/Δ; GFP。スケールバーは 5 ミリメートル。(E) A-D’における各図中の脳サンプ

ルの位置と遺伝子型を模式的に表した。 

 

まず、コントロールとしてのダブルヘテロ接合体マウス(Notch1+/Δ；Notch2+/Δ; Emx1-

CreKI/+)の Sox2陽性 RGC の細胞数と比較して(1,180±157 細胞)、Notch1Δ/Δマウスでは Sox2陽

性細胞の有意な減少は認められなかったが (1,094±138 細胞)、一方で Notch2Δ/Δマウスでは減

少傾向が認められた（929±264 細胞）（図 8B,C,G）。これらのことは、神経発生中期までと

は対照的に、Notch2 による Notch シグナルの伝達活性が、Notch1 によるものと同等以上のレ

ベルまで増加していることを示唆した。 

興味深いことに、ダブルヘテロ接合体マウスと比較して、Notch1 または Notch2 のい

ずれかのアレルを 1 つだけ持つマウス（Notch1+/Δ; Notch2Δ/Δおよび Notch1Δ/Δ；Notch2+/Δ）で

は、Sox2陽性の RGC の細胞数が著しく減少しており、その減少は同等なレベルであった

（図 8D,E,G）。また、Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスでは Sox2陽性の RGC が完全に消失してい

た（図 8F）。したがって、統計的比較が可能な 6 つの遺伝子型で表現型を比較した時、表
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現型の重症度は Notch1 および Notch2 のアレル数の合計に依存しており、アレル数 2 つより

アレル数１つの方が重篤で、アレル数０が最も表現型が大きかった。 

これらのことは、Notch1 および Notch2 が RGC を維持するためのシグナル活性は、

神経発生の初期段階ではその差が大きかったことと対照的に(図 4）、後期においてはシグナ

ル活性または発現レベルが同等であることが示唆される。また、E18.5 において、Sox2陽性

RGC数は Notch1 および Notch2 の遺伝子数の合計に依存することが示唆された。この結果は

同時に、control として２種類の Notch遺伝子の両方のアリルがそろったマウス（Notch1+/+; 

Notch2+/+; Emx1-CreKI/-）をコントロールとして使うべきであったことを意味している。しか

し、本研究でおこなった掛け合わせから得られた大量の産仔数からでさえ、この遺伝子型の

マウス個体をコントロールとして統計的検定に使うには不十分な個体数しか得られなかった

（２個体）。参考値としてそれら２個体の Sox2陽性細胞数を挙げると、それぞれ 1,482 と

1,386 であり、ダブルヘテロ接合体マウス、Notch1Δ/Δマウス、および Notch2Δ/Δマウスの３つ

の遺伝子型より多い傾向が見られた。この数値は統計的検定には利用できないが、Sox2陽性

RGC数から推測できる未分化性の維持が、Notch1 および Notch2 の合計遺伝子数に依存する

ことと矛盾しない。 
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図８ 神経発生後期までの RGC の維持数に対する Notch1 と Notch2 のアレル数の影響 
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図８ 神経発生後期までの RGC の維持数に対する Notch1 と Notch2 のアレル数の影響 
 (A-F）E18.5 の各遺伝子型マウスの海馬領域を含む大脳背側の免疫染色画像。Emx1-Cre の発

現領域は、GFP陽性細胞および/または Notch の抗体染色で定義した。Sox2（マゼンタ）およ

び DAPI（青色）を示した。(A）Notch1+/Δ; Notch2+/Δ; GFP, (B）Notch1Δ/Δ; GFP, (C）Notch2
Δ/Δ; GFP, (D）Notch1+/Δ; Notch2Δ/Δ; GFP, (E）Notch1Δ/Δ; Notch2+/Δ; GFP, (F）Notch1Δ/Δ; 
Notch2Δ/Δ; GFP。Emx1-Cre の発現領域の脳室面の全長は、Notch1 および Notch2遺伝子のア

レル数の減少に従って短縮していた。スケールバーは 100μm。 
(G）E18.5 のダブルヘテロ接合体 Notch1+/Δ; Notch2+/Δをコントロールとして、各マウス大脳

背側の冠状断面の VZ に存在する Sox2陽性細胞数を比較した。 
Notch1+/Δ; Notch2+/Δ；GFP では 1,180±157 細胞（n=7）；Notch1Δ/Δ; GFP では 1,094±138 細

胞（n=7）；Notch2Δ/Δ; GFP では 929±264 細胞（n=6）；Notch1+/Δ; Notch2Δ/Δ; GFP では 511
±114 細胞（n=3）；Notch1Δ/Δ; Notch2+/Δ; GFP では 436±63 細胞（n=6）；Notch1Δ/Δ; 
Notch2Δ/Δ; GFP では 10.2±9.3 細胞（n=3）。妊娠マウス計 7匹から全ての胚を得た。値は平

均値±S.D.を示す。多重比較のための Tukey’s correction および one-way ANOVA を用いて計

算した統計的有意性を次のように示した；****P＜0.0001。 
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iii. Notch2の発現レベルが神経発生中期から増加する 
ここまで RGC の未分化性維持に対して、Notch1 は神経発生の初期から中期で中心的

な役割を果たし、Notch2 は後期にかけて Notch1 と同等の Notch シグナル活性を発揮するよ

うになることが示唆された。このような経時変化が生じる背景を明らかにするために、神経

発生における RGC の Notch1 および Notch2 の発現レベルの時間的変化を調べることにした。

この時、RGC で発現しているもう 1 つの Notch homolog である Notch3 もあわせて解析した

(Dang et al., 2006; Irvin et al., 2001; Lindsell et al., 1996)。ここからは呉泉博士に実験データを提

供いただいた。 

Hes1-d2-EGFPTg/+マウス(Ohtsuka et al., 2006)を使用して得られた RGC の single cell 

transcriptome の研究データを活用し(Wu et al., 2020)、E11.5, E14.5, E16.5 の大脳背側の Hes1

陽性の RGC における Notch1,2,3 の発現レベルを解析した。t-SNE解析のでは各ステージの

RGC はおおまかにクラスタリングされていたが (図 9A）、E14.5 および E16.5 では d2-EGFP

の分解が不完全な細胞が Hes1陰性の細胞として選別されてきたため (図 9B）、Hes1, Sox2, 

Pax6 の全てが陽性である細胞を RGC として解析した。 

まず、E11.5 では RGC の大部分が Notch1 を発現しており(64.6%）、E14.5 

(78.3%）、E16.5 (81.5%)では増加傾向を示した(図 9C）。RGC における Notch1 の平均発現レ

ベルも、E11.5 と比較して E14.5(1:1.43)と E16.5(1:1.78)では有意に増加した(図 9F, I）。 

一方で Notch1 とは対照的に、Notch2 を発現する RGC の割合は E11.5 では限られてい

るものの（12.8%）、E14.5 では急激に増加し（27.6%）、さらに E16.5 ではその集団が拡大

した(44.9%) (図 9D）。RGC における Notch2 の平均発現レベルも、E11.5 と比較して E14.5

では有意に増加し、さらに E14.5 と比較して E16.5 でも有意に増加した(図 9G, J）。一方で

Notch3 は E11.5 で一部の RGC が発現していたものの、E14.5 および E16.5 ではその集団が劇

的に減少した（図 9E, H）。 

これらの結果から、神経産生期の RGC における Notch1 および Notch2 の mRNA の発

現が時間の経過とともに上昇し、特に初期にはほぼ存在しなかった Notch2 の mRNA の発現

が後期にかけて顕著に上昇することが示された。 

以上の結果より、神経発生の初期には Notch1 が RGC の維持に中心的な役割を果たすこと、

および Notch2 の発現が後期にかけて急激に上昇することで、Notch1 と Notch2 が Sox2陽性

の RGC を維持するために同等のシグナル活性を発揮することが示唆された。 
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図９ 神経産生期初期から後期における RGC の Notch1, Notch2 および Notch3 の単細胞ト

ランスクリプトーム解析 
(A)単細胞トランスクリプトーム解析の結果を、神経産生期のステージごとに色分けした t-
SNE（t-Distributed stochastic neighbor embedding）によりプロットした。 
(B-E) t-SNE で示された遺伝子（Hes1, Notch1, Notch2, Notch3）ごとの発現レベル。紫色は高

発現、グレーは低発現を示す。遺伝子の raw count数は総遺伝子数で正規化し、スケールフ

ァクター（10,000）を乗じて対数変換した。Notch1 または Notch2 を発現する細胞の割合は、

Notch1 では 64.6％（E11.5）、78.3％（E14.5）および 81.5％（E16.5）であり、Notch2 では

12.8％（E11.5）、27.6％（E14.5）および 44.9％（E16.5）であった。 
(F-H）各単細胞における遺伝子（Notch1、Notch2、Notch3）の発現レベルの定量化データ。

データは、box-whiskers（左）と bee swarmプロット（右）で示した。箱ひげ図は、最大値
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（外れ値を除外）、第三四分位から第一四分位まで、中央値と最小値（外れ値を除外）で示

した。外れ値は第三四分位または第一四分位からの四分位間の範囲より 1.5倍大きいか小さ

いものと定義し、箱ひげの外側に点としてプロットした。ｔ-SNE 分析により Hes1, Pax6, 
Sox2 の全てが陽性である細胞を RGC として定義した。各ステージの RGC数は E11.5 では

1,322, E14.5 では 729, E16.5 では 1,165 細胞であった。各ステージにおける Notch1 または

Notch2 の平均発現レベルを、E11.5 対 E14.5、E11.5 対 E16.5 および E14.5 対 E16.5 の間でそれ

ぞれ比較した。Notch1 および Notch2 が異なるステージで RGC において異なる発現レベルを

示すかどうかを検定するために、ノンパラメトリックな Wilcoxon signed-rank検定を用いて

統計的有意性を計算し、p value を Bonferroni correction で調整して次のように示した；**** 
P<0.0001、および ns は有意ではないことを意味する。 
(I, J) E11.5、E14.5 および E16.5 における Notch1(I)および Notch2(J)の平均発現レベルの相対

比を、F-H で示したデータから計算した。Notch1 については 1.43(E11.5 対 E14.5)、1.78(E11.5
対 E16.5)、Notch2 については 1.29(E11.5 対 E14.5)、および 1.99(E11.5 対 E16.5)であった。 
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4. 考察 
本研究では神経産生期の RGC を維持するために、Notch1 と Notch2 が協働して作用

することを示した。以下で、RGC の未分化性維持に与える Notch1,2 の役割について考察す

る。 

 

i. 神経発生中期までは Notch1がシグナル伝達の中心的役割を果
たす 

まず神経発生中期までにかけては、RGC を維持するための Notch シグナルの担い手

として、Notch1 が Notch2 よりも中心的な役割を果たすことを示した。このことは、Notch1 

KO マウスでは神経分化が亢進することを示した先行研究と一致している(Yang et al., 2004)。

さらに、E13.5 の Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスでは RGC の大部分が分化し（図 4V-X）、Notch1

または Notch2単独の KO より重篤な表現型となった（図 4P-U）。Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウス

で相乗的な影響が見られたことは、Notch2 は Notch1 と比べて弱いながらも神経幹細胞の未

分化性維持をになう Notch シグナルの受容体として、機能的に働くことを示した。以上のこ

とから、Notch1 と Notch2 がマウス大脳背側の神経産生期に RGC 維持のために重要な役割を

持つことが示された。 

また、本研究では探究しきれなかったが、１つの可能性として Notch1Δ/Δマウスでは

Notch2 の発現レベルが代償的に亢進することで、Notch1 の欠損による Notch シグナル活性の

総量の低下を補償していることが考えられる。これが正しい場合、Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウ

スで観察される表現型は、Notch1 の欠失と、Notch2 の代償的な発現上昇の二要素を合計した

ものとなると考えられる。よって、Notch1 と Notch2 のうち一方の遺伝子が欠損した場合

に、もう一方の遺伝子あるいは Notch3 の発現が上昇して Notch の不足分を補うのか、それは

どのようなフィードバックが関係するのかどうかは不明である。この謎は、RGC が自身の

Notch シグナルの受容量を制御する仕組みを解明するために、今後検証されるべき興味深い

課題の１つである。 

 

ii. Notch3は神経発生初期に部分的な活性を持つ可能性がある 
先行研究では、Notch3 KO マウスは Notch1 KO マウスと比較して、発生初期に有意

な表現型を示さないことが報告されていたことから(Krebs et al., 2003b)、本研究では Notch1

および Notch2 に着目して解析を行った。一方で、Notch3 が神経発生初期に一部の RGC に低

いレベルで発現していることが示された（図 9E, H）。第二部で示す通り、大脳背側の発生

期の主要な Notch リガンドである Dll1 を Emx1-Cre によって KO した場合、E11.5相当の時点

で Sox2陽性の RGC がほぼ完全に消失し（図 19F, F’）、これは Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスよ

り重篤な表現型である（図 4J-L）。したがって、E11.5 で認められた Notch3 の低いレベルの
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発現は、Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスで RGC の維持に部分的に寄与していると考えられる。こ

のことは、特に神経発生初期までの期間については、Notch1, 2, 3 の三遺伝子が協調的に機能

して RGC を維持していることを示唆した。 

 

iii. 神経発生後期には Notch1,2が RGCの維持に同等に寄与する 
神経発生後期までの間に、Notch2 が Notch1 と同等の Notch シグナル活性を発揮する

ようになることが示唆された。Notch2 の役割のこのような経時変化は、Notch2 の活性が極め

て低い初期状態から、後期にかけて上昇したことに起因すると考えられ、それは次の２つの

実験結果に裏付けられる。 

第一に、単細胞トランスクリプトームの結果から、Notch2 の mRNA を発現する RGC

の割合が小さく(12.8%)、かつその発現レベルがほぼ null の状態から、E14.5 以降には一定の

集団で発現が認められるレベルまで増加していた（図 9G, J）。第二に、E18.5 の Notch シグ

ナル活性を評価した結果、VZ に存在する Sox2陽性細胞を維持するための Notch2 のシグナ

ル活性は Notch1 と同等であった。なぜなら E18.5 における Sox2陽性の細胞数が、Notch アレ

ルが 1 つのみのマウス２種で同等であったことから (Notch1+/Δ；Notch2Δ/Δおよび Notch1Δ/Δ；

Notch2+/Δ, 図 8G）、Notch1 および Notch2 のアレルの数に依存した用量依存的な表現型が観

察されており、少なくとも E18.5 の段階では 2 つの Notch のアイソタイプの違いに依存した

表現型とはならなかったためである（図 8G）。 

神経産生期を通じた、神経幹細胞の未分化性維持への Notch1 と Notch2 の寄与度を図

示すると下図のようになる（図 10）。 

図１０ 神経幹細胞の Notch シグナル活性に対する Notch1 と Notch2 の寄与度の経時変化 
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一方で、Notch1 と Notch2 による RGC の未分化性維持への貢献を議論する上では、

Notch1 と Notch2 のそれぞれの細胞内ドメインの Notch シグナル活性に差があることにも注

意を払わねばならない(Shimizu et al., 2002)。しかしこれを考慮したとしても、Notch2 は

Notch1 より細胞膜への移行効率が高くシグナルを受容しやすく(Liu et al., 2013)、かつ Notch2

は Dll1 との結合親和性が Notch1 より高いことから(Kakuda et al., 2020)、E16.5 における RGC

の Notch2 の発現レベルが Notch1 と比べて小さかったものの（図 9G）、神経発生後期の野生

型マウスの Notch2 は Notch1 と同等の Notch シグナル活性を持つものと推論した。 

 

iv. Notchシグナル経路とそのほかのシグナル経路の相互作用 
Notch シグナル経路の下流においては、Hes1, Hes3, Hes5 をはじめとした様々な転写

因子が神経幹細胞の維持に重要な役割を果たしている(Hatakeyama et al., 2004)。これらの Hes

遺伝子は、Notch シグナル経路だけでなく、BMP/SMAD, SHH, JAK/STAT など多様なシグナ

ル伝達タンパク経路からの入力を統合することで、神経幹細胞の性質を決定する極めて重要

な役割を果たしている(Andersson et al., 2011)。本研究で明らかになった Notch1 と Notch2 の

シグナル活性の経時変化が、空間的・時間的にシグナル活性の異なる他のシグナル伝達経路

とどのように統合されることで、神経幹細胞の増殖と神経発生、グリオジェネシス、そして

成体マウスにおける quiescence などの運命決定に寄与しているかどうかという点は、今後取

り組むべき興味深い課題である。 

本研究では、神経幹細胞の増殖期と神経発生中期までの時期には Notch1 が Notch シ

グナルの主要な担い手であるのに対し、Notch2 は神経発生後期に活性を発揮することを明ら

かにした。成体マウスの大脳腹側の SVZ では、Notch2 は休止状態の幹細胞を維持する役割

を担い、Notch1 は主にその活性化のために機能するが(Engler et al., 2018)、本研究で観察され

たような大脳背側の VZ の RGC が、時間の経過とともに Notch2 のシグナル活性に依存して

いく様子が、大脳腹側の SVZ でも同様に観察されるのかどうかは、今後検討される必要が

ある。 
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神経前駆細胞から Notch シグナルを受容する 
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5. 序論 
 

i. 姉妹細胞の形態と運命の非対称性 
 脊椎動物の神経発生では、apical-basal 極性に沿って著しく伸長した Radial glial cell 

(RGC)が脳室面で細胞分裂する際、娘細胞の形態面においても細胞運命の決定においても、

非対称な分裂を行うことで機能的に異なる２つの娘細胞を産み出す(Miyata et al., 2001; Noctor 

et al., 2001)（図 2）。この分裂では、apical 面は娘細胞の両方に分配されるのに対して、

radial fiber は一方の娘細胞だけが受け継ぐ。Radial fiber を元の RGC から受け継いだ娘細胞が

RGC として再び未分化性を維持する一方、radial fiber を受け継がなかった娘細胞は神経細胞

などへ分化することが他の動物種の神経組織でも共通して観察されている(Alexandre et al., 

2010; Das and Storey, 2012; Dong et al., 2012; Konno et al., 2008; Shitamukai et al., 2011)。 

これらの観察結果から、細胞分裂時に娘細胞へと分配される細胞の構造上の特徴

が、その後の非対称な運命決定に対して何らかのバイアスを与えていることが推察される

が、その機序については未だ定説と呼べるものがない。 

 

 

ii. RGCの姉妹細胞における非対称な Notchの活性化メカニズム 
発生において種々の組織に分布する幹細胞は固有のニッチを形成し、その空間内で

自身の増殖、維持や、分化細胞の供給を行う。１つの幹細胞から生まれた姉妹細胞が、ほぼ

同一の周辺環境の中にいながら、内的または外的シグナルに従って非対称に細胞運命が決定

される仕組みは、広く、生物学者の関心事である(Hsu and Fuchs, 2012; Scadden, 2006; 

Schofield, 1978)。多種のシグナル経路の中でも、進化的によく保存された Notch シグナル経

路は、様々な発生過程において幹細胞を維持し、かつ姉妹細胞間で二値的な運命決定を左右

する代表的なシグナル伝達経路の一つである (Couturier et al., 2012; Dong et al., 2012; Ohlstein 

and Spradling, 2007)。Notch シグナルは隣接する細胞間における細胞接触依存性に伝達され

る。Notch が隣接する細胞のリガンドによって活性化されると、Notch intracellular domain 

(NICD)が酵素的に切断されて核移行し、未分化性を維持するための転写活性化因子として機

能する(図 3) (Bray, 2016; Kopan and Ilagan, 2009)。活性化型 NICD は細胞内での絶対量が極め

て少なく、かつ核へ速やかに移行するため(Shimizu et al., 2000; Tokunaga et al., 2004)、活性化

型 NICD の核以外における細胞内分布は不明であり、このことが Notch の活性化機構の解明

の障害となっている。 

Notch シグナル経路が RGC の姉妹細胞間で非対称に活性化される仕組みについて、

想定される３つの仮説を概説する。 
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1) 側方抑制によるランダムな運命決定 

Notch シグナル伝達は隣接する細胞間で双方向的に行われる。この時、なんらかの理

由によって Notch の活性化レベルが低下してリガンドを発現した細胞が、隣接する細胞の

Notch を活性化して未分化状態を維持させることを側方抑制 (lateral-inhibition)と呼ぶ。隣接

した姉妹細胞の間で、初期状態で活性化されている Notch の相対量が仮に等価であったとし

ても、自然に発生するゆらぎの影響によって、その後のシグナル伝達の方向性に微小な偏り

が生じる。すると、この微小な差は側方抑制によって増幅されるため、ゆらぎの中でランダ

ムに選ばれた細胞でより強く Notch が活性化される結果、シグナルをやりとりしあった細胞

間で異なる細胞運命が獲得される(Barton and Fendrik, 2013; Collier et al., 1996; Heitzler and 

Simpson, 1991; Shimojo et al., 2008)。しかし RGC の姉妹細胞の場合、非対称分裂によって

radial fiber の有無という特徴的な形態の違いと細胞運命に強い相関があるため、ゆらぎに起

因するランダムな運命決定以外にも異なるメカニズムが関与している可能性が高い。 

 

2) Notchシグナル制御因子の非対称な分配による運命決定 

ショウジョウバエの外感覚器前駆細胞(SOP)の細胞分裂をモデルとした系では、細胞

分裂時に細胞の極性に従って分配される Numb が姉妹細胞に非対称に受け継がれ、Numb が

Notch の細胞膜上の存在量を低下させることで、Notch の活性化が姉妹細胞間で非対称にな

ることが知られている(Rhyu et al., 1994; Shen and Temple, 2002)。この知見を基礎とし、マウ

スの RGC の細胞分裂においても Numb の分配の非対称性が注目された。しかし、RGC を分

散培養した系では姉妹細胞間で Numb が非対称に分配され、その後の細胞の運命決定にも相

関がみられたものの(Shen et al., 2002)、脳組織内の RGC では分裂期の Numb の非対称な分配

は確認されなかった(Rašin et al., 2007)。 

 その後、Radial glia の細胞分裂において非対称に分配されうる Numb 以外の因子の

探索が行われた。例えば、細胞の apical-basal の極性の形成に関わる Par3 や、Dll1 および

Dll1 の活性を制御する Mind-bomb1(Mib1)が注目され、これらに GFP(Green Fluorescent 

Protein)を融合したタンパクを Radial glia で強制発現させ、細胞分裂時の分配の様子と細胞運

命が解析された。その結果、それら融合タンパクが分化する細胞へ多く分配されるという報

告が続いた(Alexandre et al., 2010; Dong et al., 2012; Kawaguchi et al., 2013)。Mind-bomb につい

ては、ゼブラフィッシュの神経前駆細胞の非対称分裂において、蛍光標識した Mind-bomb が

分化する運命の細胞へ非対称に分配されること、および極性因子 Par3 の阻害により Mind-

bomb が等分配された場合には細胞運命も対称となった(Dong et al., 2012; Kressmann et al., 

2015)。Mib1 は中心体のサテライトタンパクと動態を共にするため(Tozer et al., 2017)、姉妹

細胞における新旧中心体の非対称分配との相関が強く示唆されている。 
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しかし留意すべき点としては、これらの研究で観察された融合タンパクは、内在性

のタンパクと比べて過剰量が発現していることである。RGC の分裂において、細胞中で不要

なタンパクは分化する娘細胞に分配されることが報告されており(Moore et al., 2015)、上述の

因子が細胞本来のタンパク量で同様の現象が観察されること、加えてこれら融合タンパクが

内在性タンパクと機能的に同等であることは検証される必要がある。 

 

3) リガンドへの accessibilityの違いによる運命決定 

周囲にリガンドを発現する細胞が存在すれば、RGC は実質的にいずれの細胞領域で

も Notch シグナルを受容する可能性がある。その中でも主な細胞領域として、脳室面近傍に

ある Adherens Junction (AJ)と、Intermediate progenitor cell (IPC)の存在する Subventricular zone 

(SVZ) 付近の 2 つが考えられる。 

 

(a) Adherens junctionにおける Notchシグナル 

Radial Glia は apical process先端にある AJ で周囲の細胞と強固に接触し、この AJ の

周辺には Notch1 が分布する(Hatakeyama et al., 2014)。AJ が破壊されると Radial glia による神

経産生が損なわれることから(Gänzler-Odenthal and Redies, 1998; Hatakeyama et al., 2014; Rašin 

et al., 2007)、Notch シグナルが AJ で伝達されると考えられている。 

しかし RGC の非対称分裂では両姉妹細胞が同様に AJ を受け継ぐため(Shitamukai et 

al., 2011)、AJ付近での Notch シグナルのみに注目した場合、姉妹細胞間で非対称に Notch シ

グナルが活性化される現象の説明ができない。radial fiber を持たずに分化する娘細胞が基底

膜側への移動に先立って AJ を失うのは、非対称分裂後に Neurogenin2 のような分化マーカー

を発現する 2~4 時間後よりさらに後であるため(Ochiai et al., 2009)、それまでの間に Notch シ

グナルが radial fiber を持つ娘細胞へ多く伝達されることを説明するためには、別のメカニズ

ムが必要である。 

 

(b) Subventricular zoneにおける Notchシグナル 

SVZ に分布する IPC が Dll1 を強く発現し(A. Kawaguchi et al., 2008)、Dll1 を含む糸状

突起を radial fiber に接触させていることや(Nelson et al., 2013)、VZ より基底膜側の細胞のリ

ガンド活性が RGC の維持に影響を与えることが報告されている(Wang et al., 2016; Yoon et al., 

2008)。また、ショウジョウバエの Sensory organ precursor (SOP)は、Delta を発現する細胞が

長い糸状仮足を伸ばし、数細胞分の距離を隔てた細胞の Notch を活性化できることや(Cohen 

et al., 2010; De Joussineau et al., 2003; Rajan et al., 2009)、basal-lateral な細胞膜での Notch シグ

ナル伝達のエビデンスが報告されている(Trylinski and Mazouni, 2017)。これらのことから、
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SVZ 周辺でリガンドを発現する IPC が Notch シグナル伝達の担い手となり、radial fiber を持

つ娘細胞の Notch1 が非対称に活性化されるとする仮説が成り立つ。 

 

 

iii. 本研究の目的 
マウス神経幹細胞の非対称分裂では、radial fiberという構造体が一方の娘細胞に引き

継がれ、radial fiberを引き継いだ細胞が新たなRGCとなり未分化性を維持する。本研究では、

細胞分裂時に生じる構造上の非対称性が、姉妹細胞において自己複製と神経分化の2つの運

命決定に影響を与える仕組みを明らかにすることを目的とした。そのために、特にNotch1の

活性化が生じる細胞領域に着目し、Radial gliaの姉妹細胞で非対称にNotch1が活性化される仕

組みの解明を目指した。 
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6. 対象と手法 
 

i. 実験動物 
1) 野生型マウス 
図 11-14 の実験で使用した野生型マウスは、理化学研究所 BDR で繁殖させている

ICR(CD1)妊娠マウスを使用した。 

 

2) 遺伝子改変マウス 

本研究の第二部で使用した遺伝子改変マウスは表４の通りである 

 

表４ 第二部で使用した遺伝子改変マウス系統と遺伝子型判定に用いた Oligo DNA配列 
遺伝子型 （出典） 遺伝子型判定用 PCRプライマー 

Notch1flox/flox 
(Morimoto et al., 2012) 

Notch1-F: TGGCCTGCCTGTCTGGAACAACAGTTCAGG 
Notch1-R: ACTGTCAGTCAAGCCAGTTCAGGGCACATGG 

Notch2flox/flox 
(McCright et al., 2006) 

Notch2-F: AGATAGGAAGCAGCTCAGCTCACAGCCTGC  
Notch2-R: TTGTATTATAACGCTAAACGTGCACTGGAG 

Emx1-CreKI 
(Guo et al., 2000) 

Emx1-F: GCCACTGGAGGGTCTGAAAA 
Cre-F, OIMR1084: GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC 
Cre-R OIMR1085: GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT 

Dll1flox/flox 
(Hozumi et al., 2004) 

Dll1-F: CACACCTCCTACTTACCTGA 
Dll1-R: GAGAGTACTGGATGGAGCAAG 

 Nestin-CreERT2 
(Imayoshi et al., 2006) 

Cre C-F: CGATTGATTTACGGCGCTAAGG 
ERT2-R: ACTGAAGGGTCTGGTAGGATC 

 

3) フェレット胎仔 

Marshall BioResources（筑波）から 10-24ヶ月齢の妊娠フェレットを購入し、胎生 36

日目のフェレット胎仔を氷温で安楽死させて大脳を得た。 

 

ii. 免疫染色法 
大脳切片の免疫染色法は第一部に記載した通りである。使用した抗体は表５の通り

である。活性化型 NICD を染色する場合は、切片を HistoVT One（#06380-05、Nacalai）に浸

漬し、高圧蒸気滅菌器(#STH245FC、アドバンテック東洋)を 70度 20 分に設定して抗原賦活

化処理を施した。 

 

表５ 第二部で使用した抗体一覧 
抗原 製品名 希釈率 

活性化型

NICD 
Anti-cleaved NICD, rabbit monoclonal antibody, clone D3B8, 
#4147S, Cell Signaling 1:1000 
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Nestin Anti-Nestin, mouse monoclonal antibody, clone rat-401, #MAB353, 
Millipore 1:1000 

Tbr2 Anti-Tbr2, eFluor450 labeled rat monoclonal antibody, clone 
Dan11mag, 48-4875-82, eBioscience 1:1000 

Tbr2 Anti-Tbr2, eFluor488 labeled rat monoclonal antibody, clone 
Dan11mag, 53-4875-82, eBioscience 1:1000 

Notch1 
intracellular 

Anti-Notch1 intracellular domain, rabbit monoclonal antibody, clone 
EP1238Y, NB-110-57273, Cell Signaling 1:1000 

Notch1 
extracellular 

Anti-Notch1 extracellular domain, rat monoclonal antibody, clone 
22E5, AG-30B-0051, Adipogen 1:200 

Notch2 Anti-Notch2 intracellular domain, rabbit monoclonal antibody, 
cloneD76A6, #5732, Cell Signaling 1:1000 

Dll1 Anti-Dll1, sheep polyclonal antibody, #AF5026, R&D 1:500 

Lamp1 Anti-Lamp1, eFluor660 labeled, rat monoclonal antibody, clone 
1D4B, 50-1071-82, Thermo Fisher Scientific 1:1000 

Sox2 Anti-Sox2, eFluor570 labeled rat monoclonal antibody, clone Btjce, 
41-9811, eBioscience 1:1000 

Pax6 Anti-Pax6, Rabbit polyclonal antibody, PRB-278P, Covance 1:1000 
EGFP Anti-EGFP, Goat poly clonal antibody, ab5450, Abcam 1:1000 
DAPI D9542, MERCK 1:1000 

Goat IgG AlexaFluor488 labeled, Donkey anti-Goat IgG antibody, 705-545-153, 
Jackson ImmunoResearch 1:500 

Rabbit IgG Cyanin3 labeled, Donkey anti-Rabbit IgG antibody, 711-165-152, 
Jackson ImmunoResearch 1:500 

Rabbit IgG AlexaFluor647 labeled, Donkey anti-Rabbit IgG antibody, 711-605-
152, Jackson ImmunoResearch 1:500 

Rat IgG Dylight 549 labeled, Donkey anti Rat IgG, 712-505-153, Jackson 
ImmunoResearch 1:500 

Mouse IgG AlexaFluor647 labeled, Donkey anti-mouse IgG antibody, 715-605-
151, Jackson ImmunoResearch 1:500 

 

 

iii. Airyscanによる超解像度顕微鏡撮影 
2 つ以上の抗原の共局在性を確認した際は、共焦点レーザー顕微鏡 LSM880 with 

Airyscan (Zeiss)を用いて超解像度顕微鏡像を取得した（図 12D-G および図 14）。 

 

iv. 大脳背側原基スライス培養法 
マウス胎仔の大脳背側の組織スライスを培養する方法は先行研究を参考にした

(Konno et al., 2008; Miyata et al., 2001; Shitamukai et al., 2011)。その方法を以下に概説する。 

摘出した脳組織は、酸素を通気した氷温培地(DMEM/F-12 Ham (#D2906, Sigma 

Aldrich), 100U/ml ペニシリン/ストレプトマイシン (#09367-34, Nacalai) 含有) 内で、その大脳

皮質原基を眼科用ディスポーザブルナイフ (Ophthalmic microsurgical Knife, #8065923001 

Alcon)を使って切り出し、さらに冠状方向に 0.5~1.0mm幅にスライスした。このスライスを
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再構成用緩衝液(#635-00791, 新田ゼラチン)を含む Type I-Aコラーゲン(Cellmatrix Type I-A, 

#637-00653, 新田ゼラチン)に馴染ませて、φ30mm の 0.4um holes セルカルチャーインサート

(Millicell-CM Low Height Culture Plate Insert, #PICM0RG50, Millipore)上に切断面を水平にして

並べ、φ40mm のガラスボトムディッシュ(GWSt-5040, Willco Wells)に移して 37℃, 5%CO2イ

ンキュベーター(Napco)内に静置した。10 分後、培養用の栄養培地(1.5mg/ml DMEM/F-12 に

B27 supplement (1:50, #12587-010, Gibco), N2 supplement with Transferrin (Apo) (1:100, #141-

09041, Wako)、5% FBS (v/v, #631105, Clontech), 5% Horse serum (v/v, #26050-070, Gibco), 

100U/ml ペニシリン/ストレプトマイシン(#09367-34, Nacalai)を添加)を 1ml添加し、再度イン

キュベーター内で 1 時間以上保温し、脳組織スライスを氷温状態から回復させた。 

大脳スライスは 0.5% ジメチルスルホキシド(DMSO, #D4540, Sigma Aldrich)または

50mM GI254023X (ADAM-10阻害剤, APEX BIO, #A4436, 0.5% DMSO含)を添加した培養培地

1ml で任意の時間培養した。 

 

v. 遺伝子発現ベクター 
本研究に使用した発現ベクターの作成方法は下記の通り。PCR による増幅は KOD 

plus ver.2(Toyobo)を使用し、PCR断片と発現ベクターの ligation には in Fusion-HD (Takara)を

用いてサブクローニングした。PCR により増幅した配列部分は sequencing により mutation が

入っていないことを確認した。発現ベクターは全て EndoFree Plasmid Maxi Kit(QIAGEN)また

は endotoxin-free NucleoBond Xtra Midi EF kit (Macherey–Nagel)で、メーカープロトコルにした

がって調製した。各発現ベクターの名称に続いて、括弧書きでマウス子宮内電気穿孔法の実

験使用時の最終濃度を示した。 

 

1) pCAG-flox-GFP-mem (0.2 mg/ml) 

pEGFP-C1 (Clontech)の CMVエンハンサー領域(制限酵素 AseI-NheI)に、CAGハイブ

リッドプロモーター(Niwa et al., 1991)を挿入した発現ベクター(pCAG-EGFP-C1)を下向敦範博

士より分与頂いた。細胞膜移行シグナルは、KRas4B GTPase の poly basic/ Farnesylation シグ

ナル配列（アミノ酸配列：KMSKDGKKKKKSKTKCVIM ）を EGFP の C末端側に挿入した

（pCAG-memGFP）。さらに、NheI site に Floxed-STOP カセット(loxP-stop-loxP)を挿入し

た。 

 

2) pCAG-Cre (0.01 mg/ml) 

pCAG-GFP-C1 の GFP を Cre (yeast Cre recombinase) に置換したものを下向敦範博士よ

り分与頂いた。 
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3) pCAG-memGFP-IRES2-Notch1 (0.1 mg/ml) 

pCAG-memGFP の GFP の C末端側に、IRES2(Clontech)および Notch1 の coding 

sequence を挿入した。Notch1 の R23(AGA)と C24(TGC)の間に 3xHA tag を挿入した。 
 

IRES2: 5’-
CCCCTCTCCCTCCCCCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGCCGCTTGGAATAAGGCCGGTGT
GCGTTTGTCTATATGTTATTTTCCACCATATTGCCGTCTTTTGGCAATGTGAGGGCCCGGA
AACCTGGCCCTGTCTTCTTGACGAGCATTCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTCGCCAAAGGAAT
GCAAGGTCTGTTGAATGTCGTGAAGGAAGCAGTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAAC
AACGTCTGTAGCGACCCTTTGCAGGCAGCGGAACCCCCCACCTGGCGACAGGTGCCTCTG
CGGCCAAAAGCCACGTGTATAAGATACACCTGCAAAGGCGGCACAACCCCAGTGCCACG
TTGTGAGTTGGATAGTTGTGGAAAGAGTCAAATGGCTCTCCTCAAGCGTATTCAACAAGG
GGCTGAAGGATGCCCAGAAGGTACCCCATTGTATGGGATCTGATCTGGGGCCTCGGTGCA
CATGCTTTACATGTGTTTAGTCGAGGTTAAAAAAACGTCTAGGCCCCCCGAACCACGGGG
ACGTGGTTTTCCTTTGAAAAACACGATGATAATATGGCCACAACC-3’ 

 
3xHA: 5’- AGA-
CTTCCCCCAGGCTTGAGATACCCATACGACGTCCCAGACTACGCTatcTACCCATACGACGT
CCCAGACTACGCTatcTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCT-TGC-3’ 
 

4) pCAX-HyperPiggybase (0.2 mg/ml) 

分裂に伴う plasmid の希薄化の影響を小さくするために、トランスポゾンによってゲ

ノムに expression vector を組み込むことができる Hyper Piggybac system を活用した(Yusa et al., 

2011)。Piggybac transposase を発現するベクターとして、pCAX-hyPBase を使用した(Fujita et 

al., 2020)。 

 

5) pLR5-NeuroD1-Dll1-3xHA-3’UTR (1.0 mg/ml) 

ゲノムに組み込む plasmid の backbone は pLR5-PB vector を使用して発現ベクターを

構築した(Cadiñanos and Bradley, 2007)。NeuroD1 のプロモーター領域(4,972bp)は、内在性の

NeuroD1 promoter(5’- ATCCAATAGCTTTGAGCAAT…ATACAGGAAGTGGAAAC-3’)を PCR

で増幅して BamHIサイトに挿入した(pLR5-NeuroD1)。Dll1 の Stop codon を除いた Coding 

sequence に 3xHA tag を付加し、さらに Dll1 mRNA の 3’UTR領域を繋げて、BamHI-SpeI領域

に挿入した(図 18E)。 

 

6) pLR5-pNeuroD1-RFP (0.5 mg/ml) 

pLR5-NeuroD1 の BamHI 領域に 3xNLS-GS linker-mCherry (Clontech)および mem-

mCherryを挿入した。 
3xNLS-GS linker: 5’- 
ATGGTGGACCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGATCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGATC
CAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGGCGGCGGAGGATCGGGTGGTAGTGGTGGTTCAGGAGG
AGGA-3’ 
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vi. mRNA in situ hybridization 
マウス大脳の in situ hybridization は下郡智美教授の研究室のプロコトルに準じた

(Shimogori et al., 2010; Shimogori and Seth, 2015)。以下でその方法を概説する。 

4%PFA/30% sucrose/0.1MPB で一晩固定した大脳組織を RNase free の実験環境下でク

ライオスタット (#CM30505S, Leica Mycrosystems)で 25μm の厚さに薄切し、切片を Superflost 

plus(#48311-703, 日本ジェネティクス)にマウントした。切片を再度 4%PFA で 15 分間室温で

固定し、Protease K(Roche)で 30 分間 37℃で処理したのち、非放射性色素の Digoxigenin(DIG, 

Roche)で標識した Dll1 の 3’UTR のアンチセンス RNAプローブ(配列は下記)で 70℃で一晩ハ

イブリダイゼーションした。過剰なプローブを洗浄後、1%子羊血清/TBST で blocking を施

し、アルカリフォスファターゼを結合した DIG抗体で発色させた。発色画像は MVX10 with 

DP71 digital microscope camera (Olympus)で撮像した。 
 

Dll1 3’UTR probe: 5’- 
gctgtgctgctgtggtggtctgcgtccggctgaagctacagaaacaccagcctccacctgaaccctgtgggggagagacagaaaccatgaacaac
ctagccaattgccagcgcgagaaggacgtttctgttagcatcattggggctacccagatcaagaacaccaacaagaaggcggactttcacggggac
catggagccgagaagagcagctttaaggtccgataccccactgtggactataacctcgttcgagacctcaagggagatgaagccacggtcaggga
tacacacagcaaacgtgacaccaagtgccagtcacagagctctgcaggagaagagaagatcgccccaacacttaggggtggggagattcctgac
agaaaaaggccagagtctgtctactctacttcaaaggacaccaagtaccagtcggtgtatgttctgtctgcagaaaaggatgagtgtgttatagcgact
gaggtgtaagatggaagcgatgtggcaaaattcccatttctcttaaataaaattccaaggatatagccccgatgaatgctgctgagagaggaaggga
gaggaaacccagggactgctgctgagaaccaggttcaggcgaagctggttctctcagagttagcagaggcgcccgacactgccagcctaggcttt
ggctgccgctggactgcctgctg  -3’ 

 

vii. 子宮内電気穿孔法 
マウス胎仔大脳背側の VZ に存在する RGC へ発現ベクターをトランスフェクション

する方法として、子宮内電気穿孔法 (in utero electroporation)を用いた(Konno et al., 2008; 

Tabata and Nakajima, 2001)。その方法を以下に概説する。 

 妊娠 12 または 13日目のマウスを小動物実験用簡易吸入麻酔装置(#KN-1071, 夏目

製作所)を用いてイソフルランを使用して麻酔した。開腹して子宮を露出させ、37度の生理

食塩水（大塚製薬）で開腹部を加温しながら、0.01% Fastgreen FCF(Wako)で加色した発現ベ

クターを含む DNA溶液(~3.0mg/ml in PBS)を、先端を研磨したガラスキャピラリー

(Drummond Scientific Company)で吸い込み、DNA溶液を胎仔の右脳の脳室へ 0.5~1μl吹き入

れた。DNA溶液注入後 2 分ほど静置し、φ5mm の電極(Biorads)のプラス端を大脳背側に、マ

イナス端を反対側面の下顎に当て、Pulse Generator(CUY21 EDIT II, BEX)により電気パルス

(100mA, 50V, 5x 50msec pulse in 5sec)を与えた。この一連の操作を複数の胎仔に終えたあとで

子宮を腹腔内に戻し、夏目糸付縫合針(針:外科用角針 強弯 No.1 17mm, 糸:黒ブレードシルク 

No.5-0 50cm, 夏目製作所)で開腹部を縫合した。 
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viii. 全胚培養と電気穿孔法 
E9.5 のマウス胎仔を胎盤と羊膜を付着させたまま 37度の生理食塩水中で摘出した

(Kulkeaw et al., 2009)。電極チャンバー内の生理食塩水中で、発現ベクターを含む DNA溶液

を右脳室に注入し、Pulse Generator (CUY21 EDIT II, BEX)で電気パルス(80mA, 60V, 5x 50msec 

pulse in 5sec)を与えた。マウス胚は 100% retired rat IC serum (Charles river)に、2mg/ml の D-

(+)-glucose (#16806-25, Nacalai)と 100U/ml100U/ml ペニシリン/ストレプトマイシン (#09367-

34, Nacalai) を添加した培地 1.5ml を入れた培養ボトル中で、Whole Embryo Culture System 

(#10-0310, Ikemoto Scientific Technology)で 37度で 20rpm で穏やかに撹拌しながら培養した。

はじめの 24 時間のガス流量は 60% O2, 75cc/min、次の 24 時間は 90% O2, 75cc/min で培養し

た (Kulkeaw et al., 2009)。培地は 24 時間ごとに交換した。 

 

ix. タモキシフェン依存的な遺伝子ノックアウト 
4-OH tamoxifen (#’5648, Sigma Aldrich)をピーナッツオイル(#P2144, Sigma Aldrich)に

溶解し、CreERT2 を発現する E12.5, E13.5, E14.5 の妊娠マウスに 2mg / pregnant mouse で腹腔

内投与して、ターゲットの遺伝子をノックアウトした。 

 

x. 統計検定 
統計分析は Excel (Microsoft)を用いて行った。はじめに F検定(α＝0.05）によって等

分散性を検定した。その後、不等分散と推定されたデータセットについては Welch’s t-test を

行い、等分散と推定されたデータセットについては Student’s t-test を行った。比較による有

意性は、グラフ上にアスタリスクで次のように表した; *P < 0.05。 
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7. 結果  
 

i. 姉妹細胞間のNotch活性化の非対称性は分裂後に短期間で形成
される 

はじめに、神経幹細胞 Radial glial cell (RGC)の姉妹細胞において、Notch が非対称に活

性化されるまでのタイムスケールを調べた。 

E13.5 のマウス大脳背側に GFP を外来性に発現させて、3 時間後に固定することで姉妹

細胞を識別した（図 11A）。次に活性化型 NICD を検出する断端抗体を用いて、核内の活性

化型 NICD を染色した。姉妹細胞の Radial fiber を持つ娘細胞と持たない娘細胞を識別し、

（図 11B）、それぞれの核内の活性化型 NICD のシグナル量を計測した。姉妹細胞間で核内

の活性化型 NICD のシグナル量を比較し、シグナルが大きい娘細胞のシグナル量を、シグナ

ルが弱い娘細胞のシグナル量で除すことで、核内の活性化型 NICD の姉妹細胞におけるシグ

ナル比を得た。36 の姉妹細胞のペアから得たシグナル比を、Radial fiber を持たない娘細胞が

他方より強いシグナルを持つ姉妹細胞のペアと、Radial fiber を持つ娘細胞がより強いシグナ

ルを示す姉妹細胞のペアをプロットした結果 (n=36)、姉妹細胞の脳室面からの距離の重心が

13μm 以上の姉妹細胞では、全て Radial fiber を持つ娘細胞が核内により多くの活性化型

NICD を有した（図 11C）。 

RGC の姉妹細胞は、非対称分裂後 3 時間以内には脳室面から 30μm 以内に滞在する

(Ochiai et al., 2009)。このことから、RGC の姉妹細胞における Notch 活性化の非対称性は、姉

妹細胞がおよそ 1 細胞分の距離を基底膜側に移動する、つまり分化する娘細胞が apical 

process を失う以前の、細胞分裂後の遅くとも 3 時間以内に形成されることが示唆された。 
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図１１ RGC の姉妹細胞は脳室面から 1 細胞分移動する前に Notch が非対称に活性化する 
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図１１ RGC の姉妹細胞は脳室面から 1 細胞分移動する前に Notch が非対称に活性化する 
E13.5野生型マウス大脳背側の RGC の姉妹細胞間で、核内の活性化型 NICD のシグナル量を

比較した。 
(A, B) E13.5 マウス大脳背側に、GFP を発現するベクターを電気穿孔法で導入した 3 時間後

の免疫染色画像。GFP の発現が連続的に見られる２細胞を姉妹細胞として識別した。

DAPI(青)、GFP（マゼンタ）および、活性化型 NICD（緑）、Tbr2（赤）を示した。白矢印

は Radial fiber を示す。スケールバーは 10μm。 
(B) A の白四角で囲われた領域の拡大画像。Radial fiber を持つ娘細胞の核内に、活性化型

NICD の強いシグナルが検出された。一方で Radial fiber を持たない娘細胞では、核内に活性

化型 NICD のシグナルがほぼ認められなかった。白点線は脳室面を示す。 
(C) 姉妹細胞の核内に存在する活性化型 NICD のシグナル比（シグナルが強い娘細胞/シグナ

ルが弱い娘細胞）を横軸に、姉妹細胞の脳室面からの距離の重心の位置を縦軸に示した。黒

の菱形（◆）は Radial fiber を持たない娘細胞の方が核内のシグナルの強い姉妹細胞のペア

を、オレンジの菱形（◆）は Radial fiber を持つ娘細胞の方が核内のシグナルの強い姉妹細胞

のペアを示す。脳室面から 13μm 以上離れた姉妹細胞の全てのペアで、Radial fiber を持つ娘

細胞の核内により多くの活性化型 NICD が検出された (n=36)。 
 
 
 

ii. 活性化型 NICDが radial fiberに存在する 
Notch1 の活性化産物である活性化型 NICD は RGC の核移行後には確認されてきた

が、一方で、RGC の核移行前の活性化型 NICD の分布は報告がなかった。本研究ではまず、

活性化型 NICD の RGC の核以外における細胞内分布を確認することとした。 

E14.5 の野生型マウス大脳切片を抗原賦活化処理し、活性化型 NICD の断端を検出す

るモノクローナル抗体で染色した結果、核以外では Nestin陽性の radial fiber 上でシグナルが

観察された(図 12A-G)。同様の染色像はマウス胎仔に限らず、E36 のフェレット胎仔でも

radial fiber と思われる繊維状の染色像が共通に観察された(図 12H)。 

活性化型 NICD が RGC の核以外では radial fiber に存在することが発見されたが、こ

れまでに報告がない染色像であることから、次にこのシグナルの真正性を検証した。 

まず、Notch1 を KO した組織で fiber 状のシグナルが消失するか否かを確認した。そ

れには Notch1 のコンディショナルノックアウトマウス(Notch1flox/flox)を、Emx1遺伝子座に Cre

をノックインした大脳背側特異的に Cre を発現する Emx1-CreKI/+マウス系統を掛け合わせ、

大脳背側特異的に Notch1 を KO した(Notch1Δ/Δ, 図 12 I, J)。その結果 radial fiber と思われる繊

維状の活性化型 NICD のシグナルが、Notch1 が KO された領域のみで消失した(図 12J, 白点

線の上方)。 

  



 48 

図１２ 活性化型 Notch1 が RGC の radial fiber に分布する （続く) 
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図１２ 活性化型 Notch1 が RGC の radial fiber に分布する （続く) 
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図１２ 活性化型 Notch1 が RGC の radial fiber に分布する （続き） 
(A-C) E14.5 の野生型マウスの大脳背側における 、(A, D) 活性化型 NICD （緑）, (B, E) Nestin
（マゼンタ）と Tbr2 （青） , (C, F) 活性化型 NICD （緑）と Nestin （マゼンタ）の免疫染色

画像。スケールバーは 50μm。 
(D-F) SVZ周辺の高倍率画像。(D) 活性化型 NICD（緑）と Tbr2（青）、 (E) Nestin（マゼン

タ）と Tbr2, (F) 活性化型 NICD と Nestin のそれぞれの重ね合わせ画像。(G) D の画像内の黄

四角で囲まれた領域の超解像度顕微鏡画像。活性化型 NICD が Nestin陽性の RGCの RF 上に

分布する（白矢頭）。スケールバーは 10μm。 
(G) SVZ の活性化型 NICD（緑）と Nestin（マゼンタ）、Tbr2（青）染色を重ね合わせた超解

像顕微鏡画像。活性化型 NICD が Nestin陽性の radial fiber に連続して分布した（白矢頭）。

スケールバーは 10μm。  
(H) E36フェレット大脳背側における、活性化型 NICDの免疫染色画像。VZ より基底膜側に

活性化型 NICD のシグナルが見られた（白矢頭）。スケールバーは 100μm。 
(I, J) E14.5 の Notch1Δ/Δマウスの大脳背側における、活性化型 NICD の免疫染色画像。(J) I
の画像内の黄四角で囲まれた領域の高倍率画像。Emx1-Cre の発現する境界（白点線）を境

に、背側で活性化型 NICDのシグナルが消失した。スケールバーは 100μm。 
 
 
 
 

さらに、Notch 活性化に必須の ADAM-10 の酵素活性を阻害した際に、VZ より基底

膜側の活性化型 NICD のシグナルが消失するか否かを確認した(図 13A)。野生型のマウス大

脳背側の組織スライスに、ADAM-10阻害剤（GI254023X）を６時間暴露させたところ、VZ

より基底膜側の活性化型 NICD のシグナルが消失した(図 13C)。続いて ADAM-10阻害剤を

取り除くと、60 分以内に再度 VZ より基底膜側で活性化型 NICD のシグナルが回復したこと

から(図 13D)、VZ より基底膜側で観察される活性化型 NICD のシグナルが、Notch1 の活性化

の有無に依存していることが確認された。 

以上の結果から、RGC の radial fiber 上に分布する活性化型 NICD は間違いなく

Notch1 の活性化産物を検出しており、このことは RGC の radial fiber 上で Notch1 の活性化が

生じていることを強く示唆した。 
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図１３ Notch 活性化阻害により活性化型 NICD が消失する（続く） 
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図１３ Notch 活性化阻害により活性化型 NICD が消失する（続き） 
(A, A’) Notch1 の活性化を阻害後に回復の開始する領域を調べるための実験スキーム。E14.5
野生型マウスの大脳背側原基の組織スライスを、0.5% DMSO または ADAM阻害剤 (50μM 
GI254023X)存在下で透過膜上にて培養した。6 時間後に(B, B’) DMSO を添加した組織スライ

スと (C, C’) ADAM阻害剤を添加した組織スライスをサンプリングし、(D, D’)ADAM阻害剤
を添加した組織スライスは PBS で 3回液交換して阻害剤を取り除いた後、60 分後にサンプ

リングした。 
(B-E) 活性化型 NICD(緑）と、(B’-E’) Notch1（マゼンタ）を重ね合わせた免疫染色画像。 ス
ケールバーは 100μm。 
(B, B’) 0.5% DMSO を添加して 6 時間後の大脳背側の組織スライス。活性化型 NICD が再度

VZ と VZ より基底膜側（白矢頭）に分布した。 
(C, C’) ADAM阻害剤を添加して 6 時間後の大脳背側の組織スライス。Notch1 は組織全体で

発現しているが、活性化型 NICD は血管内皮細胞と思われる領域(*)にのみ限定して検出され

た。 
(D, D’) ADAM阻害剤を添加して 6 時間後に阻害剤を取り除き、さらに 60 分間培養した大脳

背側の組織スライス。活性化型 NICD が再度 VZ と VZ より基底膜側（白矢頭）に分布し

た。 
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iii. Dll1は VZより基底膜側でシグナル伝達の活性を持つ 
Radial fiber に活性化型 NICD が分布することから(図 12)、Notch1 の活性化が RGC の

radial fiber 上で生じる可能性が示唆された。一方で、マウス大脳背側の発生期における主要

なリガンドである Dll1 は、VZ で mRNA が強く発現しているものの(Campos et al., 2001; A. 

Kawaguchi et al., 2008)、抗体染色によって検出される Dll1 タンパクの分布は VZ 内側に限定

して細胞質中に確認される場合や(Nelson et al., 2013)、VZ より基底膜側でも広く検出される

場合が報告されている(D. Kawaguchi et al., 2008)。これらのことから Dll1 の発現とタンパク

の細胞内局在の詳細を明らかにすることが、実質的なシグナル伝達細胞が分布する領域を同

定することを試みた。 

 

1) VZ中では Dll1の一部がライソソームに分布する 

本研究における実験手技では、E12.5 の野生型マウス大脳背側における Dll1 タンパ

クは VZ〜SVZ主に点状に検出され、細胞膜と思われる領域の連続したシグナルは限定的で

あった（図 14B, 15 B, B’）。次に Dll1 の点状の局在がどのような性質のものであるかを調べ

た。その結果一部の Dll1 が、活性型に限らず細胞内ドメインを持つ全ての形態と等しく反応

する抗体で検出された Notch1 の細胞内ドメイン(NICD)、およびライソソームマーカーであ

る Lamp1 と共局在することがわかった（図 14A-D）。Dll1 は隣接する細胞の発現する Notch

の細胞外ドメイン(NECD)をエンドサイトーシスすることで Notch を活性化するが（trans-

activation, 図 3, 14E）、Dll1 が NICD と共局在した場合には、同一細胞内の Notch と Dll1 間

で生じる cis-inhibition である可能性が考えられる(De Celis and Bray, 2000; Del Álamo et al., 

2011; Klein et al., 1997; Sprinzak et al., 2011, 2010) (図 14F）。点状に染色される Dll1 の内、

NICD と Lamp1 と共局在しないものも多く確認されたが、VZ 内側に存在する一定数の Dll1

は cis-inhibition の結果、分解系で不活化されている可能性が示唆された（考察を参照）。 
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図１４ Dll1 の一部は VZ 内で Notch1 の細胞内ドメインと Lamp1 と共局在する （続く） 
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図１４ Dll1 の一部は VZ 内で Notch1 の細胞内ドメインと Lamp1 と共局在する （続き） 
(A-D) E12.5 のマウス大脳背側の VZ における(A) 活性型に限らず細胞内ドメインを持つ全て

の形態に等しく反応する抗体で検出された Notch1 intracellular domain (NICD), (B) Dll1, (C) 
Lamp1(ライソソーム）、および(D)それらの重ね合わせの免疫染色画像 (Merge)。白矢頭は

Notch1, Dll1, Lamp1 の共局在を示す。スケールバーは 10um。 
(E-F) E) Trans-activation と、F) Cis-inhibition の模式図。オレンジ色がリガンド(Dll1)発現細胞

の細胞膜を、緑色が Notch 発現細胞の細胞膜を示す。(E)隣接細胞の発現する Dll1 が Notch
に結合すると、リガンド発現細胞が Dll1 と結合した Notch extracellular domain (NECD)を
trans-endocytosis する。これがトリガーとなって ADAM-10 とγ-secretase が Notch を酵素的に

切断し、活性化型の Notch intracellular domain (活性化型 NICD)が核移行しシグナル伝達す

る。リガンド発現細胞に Trans-endocytosis された NECD と Dll1 は分解される。 
(F) Notch に同一細胞上の Dll1 が結合すると、Notch と Dll1 の両方が細胞質中に内在化され

る結果、これらはいずれもシグナル伝達に寄与しない。Notch と Dll1 の cis-interaction は、ゴ

ルジ体・小胞体・細胞膜などで生じると考えられる。 
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2) VZ中では Dll1が Notch1と Notch2によって細胞質中に内在化される 

図 14 の結果から、Dll1 が同一細胞内の Notch と結合（cis-inhibition）することでライ

ソソームへ移行している可能性が示唆された。先行研究では、Notch が Delta の endocytosis

に積極的に寄与しており、Notch のノックダウンによって Delta が細胞膜に蓄積することがゼ

ブラフィッシュを用いた先行研究で報告されている(Matsuda and Chitnis, 2009)。 

そこでマウス大脳背側において、Dll1 の主要な相互作用対象である Notch1及び

Notch2 が同一細胞内に存在しない場合に、Dll1 が細胞膜に表出するか否かを調べた。そのた

めに Notch1Δ/Δマウスと Notch2Δ/Δマウス大脳背側の Dll1 を観察したところ、E12.5 の野生型マ

ウスでは主に Dll1 は細胞質と思われる領域に分布するのに対して(図 15B’)、Notch1Δ/Δおよび

Notch2Δ/Δマウスでは、SVZ 周辺の細胞の細胞膜と思われる領域に Dll1 が連続的な分布を示

した (図 15E’, H’)。Notch1Δ/Δマウスの SVZ 周辺で Dll1 が蓄積している細胞が IPC であるか

を確かめるために、IPC で発現開始する NeuroD1 のプロモーター領域を使用して（図 18D を

参照）、IPC特異的に膜移行型の赤色蛍光タンパク（memRFP）を発現するベクター

（pNeuroD1-memRFP）を E12.5 の Notch1Δ/Δマウスに電気穿孔法で導入し、E14.5 で Dll1 と

Tbr2 と共に免疫染色を行った。その結果、memRFP を発現する IPC の細胞質だけでなく、細

胞膜にも Dll1 が連続的に分布していた（図 15R, 白矢頭）。さらに Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウ

スでは、VZ より基底膜側だけでなく、VZ 内側で Dll1 を発現する細胞の細胞膜と思われる

領域にも、Dll1 が連続して分布した (図 15K’)。 

これらの結果から、Notch1 および Notch2 が正常に存在する野生型マウス胎仔におい

て、大脳背側の VZ で Dll1 を発現した細胞では、周辺細胞の Notch1 あるいは Notch2 と結合

してシグナル伝達を行う（trans-activation）、あるいは、同一細胞内の Notch1及び Notch2 が

Dll1 と相互作用が存在した（cis-inhibition）結果、Dll1 が細胞質中に内在化されている可能

性が示された。 
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図１５ Notch1Δ/Δ および Notch2Δ/Δマウスでは Dll1 が VZ より基底側で、Notch1Δ/Δ; 
Notch2Δ/Δマウスでは VZ 内側でも細胞膜と思われる領域に連続的な分布を示す（続く） 
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図１５ Notch1Δ/Δ および Notch2Δ/Δマウスでは Dll1 が VZ より基底側で、Notch1Δ/Δ; 
Notch2Δ/Δマウスでは VZ 内側でも細胞膜と思われる領域に連続的な分布を示す（続く） 
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図１５ Notch1Δ/Δ および Notch2Δ/Δマウスでは Dll1 が VZ より基底側で、Notch1Δ/Δ; 
Notch2Δ/Δマウスでは VZ 内側でも細胞膜と思われる領域に連続的な分布を示す（続く） 
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図１５ Notch1Δ/Δ および Notch2Δ/Δマウスでは Dll1 が VZ より基底側で、Notch1Δ/Δ; 
Notch2Δ/Δマウスでは VZ 内側でも細胞膜と思われる領域に連続的な分布を示す（続き） 
(A-C’) E12.5 の Wildtype, (D-F’) Notch1Δ/Δ, (G-I’) Notch2Δ/Δ, (J-L’) Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウ

ス大脳背側の免疫染色画像。スケールバーは 100μm。 
A’-C’は C の、D’-F’は F の、G’-I’は I の、J’-L’は L の、白四角で囲われた領域の高倍率画

像。スケールバーは 10μm。 
 (A, A’, D, D’, J, J’) Notch1 intracellular domain (マゼンタ）, (G, G’) Notch2 intracellular domain
１（マゼンタ）, (B, B’, E, E’, H, H’, K, K’) Dll1（緑）, (C, C’,F, F’, L, L’) Notch1 intracellular 
domain, Dll1, Tbr2（シアン）の重ね合わせ画像、(I, I’) Notch2 intracellular domain, Dll1, Tbr2
の重ね合わせ画像。Notch1Δ/Δまたは Notch2Δ/Δの VZ より基底膜側では、Dll1 が細胞膜と思

われる領域と思われる領域に連続的な分布を示した (E’, H’)。Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスで

は RGC が残存する Emx1-Cre の発現境界部分を観察したため、Notch1 がモザイク状に発現し

ている(J’)。Notch1 が発現していない細胞では、VZ 内外問わず Dll1 が連続的な分布を示し

た (K’)。Notch1 発現細胞と Dll1 発現細胞は相補的な発現パターンを示した(L’)。 
(M-S) E12.5 の Notch1Δ/Δマウス大脳背側に、NeuroD1プロモーター制御下で膜移行型の赤色

蛍光タンパク(memRFP)を発現するベクターを電気穿孔法で導入し、E14.5 でサンプリングし

た免疫染色画像。(M, P) memRFP (マゼンタ)、 (N, Q) Dll1（緑）、(O,S) Dll1（緑）と Tbr2
（赤）の重ね合わせ、(R) 膜移行型 RFP（マゼンタ）と Dll1（緑）の重ね合わせ。SVZ 周辺

の Tbr2陽性の IPC の細胞膜（白矢頭）と細胞質に Dll1 が分布した。スケールバーは 10μ
m。 
 
 
 

3) Notch1-Dll1の相互作用を阻害すると Dll1が VZより基底膜側の細胞膜

と思われる領域に連続的に分布する 

次に、Notch1, Notch2 による cis-inhibition による細胞質中への内在化を逃れて、Dll1

を細胞膜に提示してシグナル伝達可能になる細胞が、神経発生初期から後期までの間に分布

する領域を調べることにした。 

Notch1Δ/Δ; Notch2Δ/Δマウスでは神経発生早期に RGC が分化して枯渇するため、神経

発生初期から後期まで発現が持続する Notch1 について（第一部）(Mase et al., 2020)、神経発

生の初期(E10.5)から後期(E16.5)までの Notch1Δ/Δマウスの表現型を確認した。 

まず E10.5 の野生型マウスでは、Dll1 は一部の細胞でのみ細胞膜と思われる領域に

分布するが (図 16C)、Notch1Δ/Δマウスでは VZ の細胞の大部分で Dll1 が細胞膜と思われる領

域に連続して分布した (図 16F)。これは E10.5 頃までの神経上皮細胞/RGC のほとんどが Dll1

を発現していることを示唆するが、このことはこの時期の神経上皮細胞/RGC が Dll1 を発現

し、隣り合う細胞同士が mutual-activation によって互いに Notch を活性化し合うという知見

と一致している(Kageyama et al., 2008; Shimojo et al., 2008)。 

次に、盛んな神経発生の開始する E11.5 での Dll1 の分布を調べた。野生型マウスで

は大部分の Dll1 が細胞質と思われる領域に分布したが(図 16I)、Notch1Δ/Δマウスでは SVZ と

それより基底膜側で顕著に Dll1 が細胞膜と思われる領域に連続して分布した (図 16L)。これ

は前述した E12.5 の Notch1Δ/Δマウスの表現型と同様である(図 15E’)。次に、E11.5 と同様の
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Dll1 の分布が、Notch1Δ/Δマウスで E14.5及び E16.5 でも共通して観察されたが、Dll1 が細胞

膜と思われる領域に連続的に分布する細胞は 、Tbr2 を発現する IPC の存在する SVZ か、

SVZ より基底膜側で顕著に確認された(図 16R, X)。 

また、Notch1Δ/Δマウスの SVZ から基底膜側の細胞で Dll1 のタンパク量が増大した

が、in situ hybridization により Dll1 mRNA の発現パターンを確認したところ、コントロール

とした Notch1+/Δマウスと同様に、VZ 内側で高く VZ より基底膜側では低い発現パターンを

示し、特筆して Dll1 mRNA の発現上昇は認められなかった(図 16Y, Z)。このことは

Notch1Δ/Δマウスで Dll1 タンパクが蓄積する理由は、Notch シグナルの減少などによる分化促

進の結果とは考えにくく、Notch-Dll1 の相互作用による Dll1 タンパクの trans-activation, cis-

inhibition の両方に起因する endocytosis や、タンパク分解の変化等の翻訳後修飾による影響が

最も可能性が高いと考えられる。 

これらのことから、SVZ が形成される E11.5 以降、Notch1Δ/Δマウスにおいて Dll1 が

細胞膜に効率的に分布可能な細胞は、IPC 以降の分化段階にあることが示唆された。すなわ

ち、Notch1,2共に存在する野生型マウスでは、Dll1 は VZ 内側では Notch1,2 により細胞質中

に内在化されており、Dll1 を表出してシグナル伝達が可能な細胞は、IPC よりさらに進んだ

分化段階の細胞であると推定された。 
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図１６  Notch1Δ/Δマウスでは Dll1 が細胞膜と思われる領域で連続的に分布する（続く） 
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図１６  Notch1Δ/Δマウスでは Dll1 が細胞膜と思われる領域で連続的に分布する（続く） 
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図１６  Notch1Δ/Δマウスでは Dll1 が細胞膜と思われる領域で連続的に分布する（続き） 
(A-C’, G-I’, M-O’, S-U’) 野生型マウス, (D-F’, J-L’, P-R’, V-X’) Notch1Δ/Δ マウス大脳背側の免

疫染色画像。Notch1 intracellular domain はマゼンタ、Tbr2 はシアンまたは赤、Dll1 は緑で示

した。 
(A-F’)は E10.5, (G-L’)は E11.5, (M-R’, Y, Z)は E14.5, (S-X’)は E16.5 のマウス大脳背側。スケ

ールバーは A,D,G,J,M,P,Q,S,V は 100μm、C’,F’,I’,L’,O’,R’,U’,X’は 10μm。 
E10.5 では Dll1 が VZ全体で、E11.5, E14.5, E16.5 では VZ より基底膜側の細胞で顕著に、

Dll1 が細胞膜と思われる領域で連続的に分布する（白矢頭）。 
(Y, Z) E14.5 の Notch1+/Δ マウス(Y)と Notch1Δ/Δ マウス (Z)の大脳背側における、Dll1 mRNA
の in situ hybridization画像。Notch1Δ/Δマウスの VZ より基底膜側での Dll1 mRNA の発現上昇

は認められなかった。スケールバーは 1mm。 
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4) VZより基底膜側に蓄積する Dll1は Notch1と trans-interactionするこ

とで消失する 

次に、SVZ とそれより基底膜側の細胞群の細胞膜に表出する Dll1 が、シグナル伝達

に寄与可能であるかを明らかにするために、隣接する細胞の Notch1、主に RGC の radial 

fiber に発現する Notch1 との間で相互作用が可能であるか否かを調べた。 

E14.5 の Notch1Δ/Δマウスは、野生型（図 17A, 16N）とは異なり、大脳背側の SVZ お

よびそれより基底膜側に位置する細胞群に Dll1 がすでに強く分布している（図 17B, 

16Q ）。E13.5 の Notch1Δ/Δマウスの大脳背側で、Notch1 発現ベクターを電気穿孔法により導

入することで主に RGC が Notch1 を発現させた場合（図 17C, E-K）、その 1日後には、RGC

から生じた姉妹細胞（Notch１を強く発現)で SVZ に到達するのは極一部であり、ほとんどの

姉妹細胞は SVZ に到達していないと考えられる。つまり、その時点で SVZ およびそれより

基底膜側の細胞と接触できるのは、Notch1 を発現させた RGC がほとんどであるはずであ

る。したがって、この実験条件で、SVZ およびその基底膜側の細胞群の Dll1 が消失した場

合、RGC に強制発現した Notch1 との trans-endocytosis によって Dll1 が分解されたと解釈さ

れる。これを検証するために、Notch1 を電気穿孔法で E13.5 マウスの大脳背側に発現させる

と（図 17E-K）、Notch1 が遺伝子導入された領域では、SVZ 周辺に存在していた Dll1 が劇

的に減少した(図 17G, K)。このことから、SVZ およびその外側の細胞に蓄積していた Dll1

は、周囲の細胞の Notch1 と trans-interaction による相互作用が可能であることが示された。 

次に、trans-activation のみが可能な細胞における Dll1 の局在を調べることで、

Notch1Δ/Δマウスの SVZ より基底膜側の細胞で Dll1 が細胞膜と思われる領域に蓄積する主因

が、trans-activation の欠如、あるいは cis-inhibition の欠如のいずれであるかを調べた。図

17E-K の実験では、大脳背側の全ての細胞で Notch1 を KO し、その内の一部の細胞に

Notch1 を強制発現した。その反対の状況、すなわち、極一部の RGC のみで Notch1 を KO さ

せた場合を作出した。これにより、それらの Notch1 KO 細胞では、cis-inhibition に必要な

Notch1 が存在しない一方で、その細胞をとりまく周囲の細胞には、trans-activation に働く

Notch1 が豊富に存在する(図 17D, L, N)。Notch1 KO マウス大脳背側の SVZ およびその基底

膜側の細胞では trans-activation と ci-inhibition のいずれも生じない状況とは異なり（図

17B）、一部の RGC でのみ Notch1 を KO した細胞では、cis-inhibition が起きないので Dll1 が

細胞膜に表出するはずであるが、周囲の細胞が発現する Notch1 と trans-interaction を行うこ

とができるので、trans-endocytosis を経て Dll1 が細胞質中に内在かされるはずである（図

17D)。この仮説が正しいかどうかを検証するため、Notch1flox/floxマウスに少量の Cre を発現さ

せることで、一部の細胞だけでのみ Notch1 を KO した(図 17L-O)。そして、大脳背側 Notch1 

KO マウスでは、Dll1 が細胞膜と思われる領域に強く分布する SVZ およびその外側の領域に

着目して、まばらに存在する Notch1Δ/Δ細胞の Dll1 の細胞内局在を観察したところ、Dll1 は
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細胞質中に内在化され、細胞表面と思われる領域には分布を示さなかった(図 17N, 黄矢頭)。

すなわち、上述した仮説は妥当であり(図 17D)、周囲に相互作用可能な Notch1 が存在する場

合には、VZ より基底膜側に存在する Notch1 KO 細胞でも、Dll1 は細胞膜に蓄積せず、細胞

質中に内在化されることが示された。 

これらの結果から、野生型マウスの SVZ より基底膜側の細胞膜と思われる領域で

Dll1 が検出されない理由は、Dll1 が周囲の細胞の Notch1 を trans-endocytosis することで、

Dll1提示細胞内に Dll1 が取り込まれ、分解されているためである可能性が示唆された。 

図１７ Notch1 と Dll1 の trans-interaction が存在する場合は Notch1 KO 細胞の細胞膜と思

われる領域に Dll1 が蓄積しない（続く） 
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図１７ Notch1 と Dll1 の trans-interaction が存在する場合は Notch1 KO 細胞の細胞膜と思

われる領域に Dll1 が蓄積しない（続く） 

E F

G H

I J K

E14.5

Notch1Δ/Δマウス
+ pCAG-memGFP-IRES2-Notch1

Notch1 DAPI GFP DAPI

Dll1 DAPI GFP Dll1

GFP Dll1GFP DAPINotch1 DAPI
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図１７ Notch1 と Dll1 の trans-interaction が存在する場合は Notch1 KO 細胞の細胞膜と思

われる領域に Dll1 が蓄積しない（続く） 

Notch1flox/floxマウス
+ pCAG-Cre & pCAG-flox-memGFP

Notch1GFPDll1Tbr2L M

O

Dll1 GFP
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図１７ Notch1 と Dll1 の trans-interaction が存在する場合は Notch1 KO 細胞の細胞膜と思

われる領域に Dll1 が蓄積しない（続き） 
(A-D) Notch1-Dll1 の trans (異なる細胞間）または cis (同一の細胞内）での相互作用が存在す

るケースごとの Dll1 の細胞内分布の解釈を図示した。緑は Dll1、マゼンタは Notch1、シア

ンは Notch1 および膜移行型 GFP を外来性に発現させた細胞を意味する。 
(A) 野生型マウスの VZ より基底膜側の細胞の Dll1 は、自身の Notch1 との cis-interaction と、

周囲の radial fiber 上の Notch1 との trans-interaction が存在することで細胞質に内在化される

（図 16. 野生型マウス参照）。 
(B) Notch1Δ/Δ マウスの VZ より基底膜側の細胞の Dll1 は、Notch1 との相互作用が trans, cis
共に存在しない場合に細胞質への内在化が阻害される（図 16. Notch1Δ/Δ マウス参照）。 
(C) Notch1Δ/Δ マウスの VZ より基底膜側の細胞で Dll1 が析出するが、一部の RGC で Notch1
を外来的に発現させると、その細胞の radial fiber と接触可能な VZ 外の細胞は trans-
interaction が可能なため Dll1 が細胞質に内在化される（A, B）。  
(D) Notch1 を一部の RGC で KO すると、その子孫細胞では cis-interaction が生じない一方

で、周囲の野生型の RGC の Notch1 とは trans-interaction が可能なため、Notch1 が KO された

細胞（シアン）でも Dll1 が細胞質に内在化される（C-E）。  
(E-K) E13.5 の Notch1Δ/Δ マウスの大脳背側に、Notch1 および GFP を発現するベクターを遺

伝子導入した、1日経過後の免疫染色画像 (E14.5)。白ブラケットで示した領域で外来遺伝子

が発現した。(E, I)は NICD（白）と DAPI（青）、(F)は GFP（緑）と DAPI（青）、(G)は
Dll1（緑）と DAPI（青）、(H, K)は Dll1（赤）と GFP（緑）のそれぞれ重ね合わせ画像。(I-
K) 外来遺伝子が発現した領域の拡大画像。(J)は Notch1（白）と GFP（赤）の重ね合わせ画

像。Notch1 を外来性に発現させた細胞（黄矢頭）の分布する領域では、VZ より基底膜側の

Dll1 の蓄積が消失し、Notch1Δ/Δ マウスの表現型がレスキューされた。スケールバーは 50μ
m。 
(L-O) E12.5 の Notch1flox/floxマウスの大脳背側に Cre と Cre依存的に GFP を発現させた、E14.5
時点の免疫染色画像。(L)は Dll1（緑）と Tbr2（赤）、(M, M’)は Notch1（マゼンタ）と GFP
（水色）の重ね合わせ画像。(M’,N) M の画像内の白四角で囲った領域の高倍率画像。(N)は
Dll1（緑）と GFP（青）と Tbr2（赤）の重ね合わせ画像。スケールバーは 10μm。 
Notch1 が KO された細胞（白矢印）では、Dll1 は主に細胞質にあり、かつ膜移行型 GFP とも

共局在することから小胞体と思われる構造内に存在する（黄矢頭）。スケールバーは 10μ
m。 
(O) N の画像における GFP陽性細胞の形態と Dll1 の局在の模式図。膜移行型 GFP(黒）と

Dll1（緑）を示した。細胞質に内在化した Dll1 を黄矢頭で指した。 
 
 
 

iv. VZより基底膜側の Dll1は RGCの未分化性を維持できる 
これまでの結果から、SVZ および、SVZ の基底膜側の細胞が RGC との Notch シグナ

ル伝達に寄与していることが示唆されたため、これらの細胞の Dll1 が実際に RGC の維持に

十分なシグナル伝達が可能であるか否かを最後に検討した。 

 野生型マウスでは Dll1 タンパクが VZ 内側の細胞で発現して RGC が維持される一

方(図 18A)、Dll1 KO マウスでは Notch シグナル活性が無いため RGC が急激に神経分化する

(図 18B)。もし Dll1 を IPC で限局的に発現させた場合に、IPC が十分な Notch シグナルの活

性を発揮できるなら、VZ 内側に Dll1 発現細胞が無くても RGC が維持されると考えた(図

18C)。 
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そこで、VZ より基底膜側で生じる Notch シグナルが RGC を維持できるか、その十

分性を検証するために、IPC から migrating neuron の分化段階で発現する NeuroD1 に着目し

(Hevner, 2019; Hevner et al., 2006; Huang et al., 2000; A. Kawaguchi et al., 2008; Yokota et al., 

2007) (図 18D) 、NeuroD1 promoter 制御下で Dll1 を発現させる pNeuroD1-Dll 発現ベクターを

作成した（図 18E）。この Dll1 発現ベクターを Dll1 KO マウスに導入することで、下記のレ

スキュー実験を行った。 

 

図１８ VZ より基底膜側での Dll1 の発現が RGC の未分化性維持に寄与することを分析す

る実験スキーム 
(A-C) Dll1 の発現位置と RGC の維持の関係を調べる実験スキーム。Wildtype では Dll1 が VZ
内側で強く発現してシグナル伝達が生じるが(A, オレンジ色の領域)、Dll1 KO マウスではシ

グナル伝達が起きないため全ての RGC が分化する(B)。一方、Dll1 KO マウスの VZ より基

底膜側で外来性に Dll1 を発現させた時に(オレンジ色の領域）、VZ より基底膜側で生じる

Notch シグナル伝達が RGC の維持に十分であれば、RGC が維持されるはずである(C)。 
(D) マウス大脳背側の細胞種ごとの形態・分布領域および発現する代表的な転写因子(TFs) 。
Hevner, J Anat, 2019 より抜粋した。IZ: intermediate zone, CP: cortical plate, vRG: ventricular 
radial glia, oRG: outer radial glia, vIP: ventricular intermediate neurogenic progenitor, oIP: outer 
intermediate neurogenic progenitor, mPN: migrating projection neuron, dPN: differentiating projection 
neuron. 
(E) Dll1 を VZ より基底膜側で発現させるための Dll1 発現ベクター。脳室面との接触をもた

ない IPC 以降で発現が開始する NeuroD1 promoter によって、Dll1 が VZ より基底膜側で発現

する。Piggybac system によって Dll1 の発現ベクターをゲノムに組み込み、細胞分裂によって

ベクター濃度が希釈される影響を軽減する。3’UTR: 3’ untranscribed region, ITR: inverted 
terminal repeat. 
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1) VZより基底膜側の Dll1によって神経発生前期の RGCが維持される 

 まず神経発生初期(E11.5 頃まで)に、IPC のみで Dll1 を発現させた場合に RGC の未

分化性が維持されるか否かを調べた。 

そのために Dll1flox/floxマウスと Emx1-CreKI/+マウスを掛け合わせて、大脳背側特異的

に E9.5 頃から Dll1 を KO するマウス(Dll1flox/flox; Emx1-CreKI/+)を作出した。このマウスの E9.5

で片側の大脳背側半球に pNeuroD1-Dll1 発現ベクターを電気穿孔法により導入し、全胚培養

によって 48 時間培養した(図 19A)。まず、Emx1-Cre が発現しない大脳腹側領域では、Dll1

が通常通り発現するため Sox2陽性細胞が維持された一方で、Dll1 が KO された大脳背側半

球では上皮構造が崩壊して脳室側に大きくせりだし、この領域では Sox2 を発現する RGC が

ほぼ消滅して、RGC から生じた Tbr2 を発現する多数の細胞が不定形に広がった (図 19B’-

D’)。次に、pNeuroD1-Dll1 により Dll1 を IPC でのみ発現させた大脳背側半球では、Dll1 が

VZ でほぼ確認されないものの、Sox2陽性の RGC が維持され、RGC で構成される VZ と、

Tbr2陽性の IPC で構成される SVZ が、明瞭に区別できる組織構造を維持した(図 19B’’-

D’’)。このことは VZ より基底膜側で IPC の供給する Notch シグナルが、RGC を維持するの

に十分であることを示唆した。 
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図１９ 神経発生前期において VZ より基底膜側での Dll1 の発現により RGC が維持される 
(A) Dll1 KO マウスを全胚培養によって E9.5 から 48 時間培養する実験スキーム。培養開始後

2 時間で右半球に pNeuroD1-Dll1 発現ベクターを電気穿孔法により遺伝子導入した。24 時間

後に培地を交換し、48 時間後にサンプリングした。 
(B-D’’) E9.5 から 2日間全胚培養した Dll1 KO (Dll1f/f; Emx1-CreKI/+)マウスの、 (B, B’, B’’)Dll1, 
(C,C’,C’’) Sox2 （マゼンタ）と Tbr2（シアン）, (D,D’,D’’) GFP の免疫染色画像。B’, C’, D’
は Emx1-Cre を用いて Dll1 を KO した半球 (Non-electroporated hemisphere: Non-EP)では、Emx1 
promoter の発現する大脳背側で Dll1 が KO される。B’’, C’’, D’’は内在性の Dll1 を KO し、電

気穿孔法により Dll1 を VZ より基底膜側で発現させた半球 (Electroporated hemisphere: EP)。
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電気穿孔法により遺伝子導入されなかった側の半球(Non-EP)において、Emx1-Cre が発現しな

い大脳腹側領域では、Dll1 が通常通り発現するため Sox2陽性細胞が残存した一方、大脳背

側の Sox2陽性の細胞はほぼ消失して脳室面が崩壊し、Sox2陽性細胞より生じた Tbr2 が神経

管の両側に不定形に広がった(C’)。一方で Dll1 を VZ より基底膜側で発現させた半球(EP)で
は VZ の Sox2陽性細胞層と VZ より基底膜側の Tbr2陽性細胞層がほぼ正常に形成された

(C’’)。スケールバーは 100μm。 
  



 74 

2) VZより基底膜側のDll1によって神経発生中期から後期のRGCが維持

される 

前項で観察した E11.5 までのステージでは、初期の IPC が apical process を持つ場合

も多い。そのためより後期のステージで、apical process を持たない SVZ より基底膜側で Dll1

を発現させた場合にも、RGC の未分化性が維持されるか否かを次に確認した。 

神経発生中期以降 (E12.5 以降)に Dll1 がノックアウトされるように、Nestin陽性の

RGC で Tamoxifen依存的に Cre を発現する Nestin-CreERT2 マウスを Dll1flox/floxマウスと掛け

合わせ、Dll1 のコンディショナル KO マウスを作出した(Dll1flox/flox; Nestin-CreERT2)。このマ

ウスの E12.5 で、片側の大脳背側半球に pNeuroD1-Dll1 発現ベクターを電気穿孔法により導

入し、同時に Tamoxifen の腹腔内投与により内在性の Dll1 をノックアウトした。すべての

RGC で Dll1 のノックアウトが確実になされるよう、E13.5, E14.5 でも継続的に Tamoxifen を

腹腔内投与し、E15.5 で表現型を解析した(図 20A)。 

まず、遺伝子導入された細胞の同定用のコントロールベクター（pLR5-NeuroD1-

RFP-NLS）のみを導入したマウスでは、電気穿孔法を未実施の大脳背側半球(contralateral 

hemisphere, 図 20B)と、実施した大脳背側半球(Electroporated hemisphere, 図 20C)の両方で

Pax6陽性の RGC の大部分が消失し、維持された Pax6陽性の RGC の単位面積あたりの数に

差は見られなかった(図 20F, control)。 

次に、pNeuroD1-Dll1 発現ベクターを遺伝子導入したマウスでは、電気穿孔法を未実

施の大脳背側半球では Dll1 の KO によって大部分の Pax6陽性細胞が消失したものの(図

20D)、実施した大脳背側半球ではより多くの Pax6陽性細胞が維持された(図 20E, Dll1-EP, 

*p<0.018)。Tamoxifen腹腔内投与による Dll1 のノックアウト効率は各個体間差が生じるた

め、個体ごとに contralateral hemisphere の Pax6陽性細胞数で electroporated hemisphere の Pax6

陽性細胞数を除すことで Tamoxifen濃度による影響を標準化した比をとり、この比をコント

ロールベクターのみの群と pNeuroD1-Dll1 発現ベクターを導入した群とで比較した。その結

果、Dll1 を発現させた群で有意に Pax6陽性の細胞が維持された (図 20G, *p<0.044)。 

これらのことから、VZ より基底膜側に存在する IPC が発現する Dll1 は、RGC を維

持するために十分であることが示唆された。 
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図２０ 神経発生中期において VZ より基底膜側での Dll1 の発現により RGC が維持される 
(A) Tamoxifen依存的に活性化する Nestin-CreERT2 を用いて、Dll1 を KO するマウス(Dll1f/f; 
Nestin-CreERT2) を使った実験スキーム。E12.5 で片半球に電気穿孔法を施し、E12.5, E13.5, 
E14.5 で妊娠マウスの腹腔内に Tamoxifen 2mgずつを投与して Dll1 をノックアウトして E15.5
でサンプリングした。 
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(B, C) Dll1 をノックアウトしたマウスにおける電気穿孔法実施のコントロール実験。分化し

た細胞で発現する NeuroD1 promoter で RFP（赤色蛍光タンパク）を発現した半球では、VZ
より基底膜側に RFP を発現する細胞が散在する(C)。電気穿孔法を実施した半球(以下、EP
とする)と(C)、その反対側の電気穿孔法を実施していない半球(Non-electroporated hemisphere. 
以下、Non-EP とする)（B)共に、Dll1 の KO により Pax6陽性の RGC が VZ にほぼ存在しな

い。スケールバーは 10μm。 
(D, E) Dll1 をノックアウトしたマウスに、NeuroD1 promoter を用いて Dll1 transgene を VZ よ

り基底膜側で発現させた (Dll1-EP)。電気穿孔法を実施した半球(E)では VZ より基底膜側に

核移行型 RFP を発現する細胞が散在し、VZ には Pax6陽性の細胞が多数存在する一方、その

反対半球（D)にはほとんど存在しない。スケールバーは 10μm。 
(F) 脳室面から 50μm 以内に存在する Pax6陽性の細胞数（個/100μm幅）。白丸は電気穿孔法

を実施した半球(EP)、黒丸はその反対半球(Non-EP)の Pax6陽性の細胞数で、同一の脳のデー

タを線で結んだ。左側が Dll1 KO マウスで(control)、右側が Dll1 KO マウスに Dll1 transgene
を VZ より基底膜側で発現させたサンプル (Dll1-EP)。Control の Non-EP は 23.0±11.3(平均値
±s.d., n=4), EP は 14.8±8.7 (n=4)。P value = 0.29 (Welch’s t-test)。ns は not-significant を示す。

Dll1-EP実験の Non-EP は 29.3±18.3(n=5), EP は 78.9±29.0(n=5)。P value = 0.018 (Welch’s t-test )
で、Dll1 を発現させた実験の control では Non-EP 側の Dll1 の発現により有意に Pax6陽性細

胞が回復した。 
(G) F で計数した、電気穿孔法を実施した半球(EP)とその反対半球(Non-EP)の Pax6陽性細胞

数の比(EP/Non-EP)をプロットした。Control は 0.73±0.47(平均値±s.d., n=4), Dll1-EP は

4.44±2.95(s.d., n=5)。P value = 0.044 (Student’s t-test )で、有意に Pax6陽性細胞がレスキューさ

れた。 
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8. 考察 
 

i. 本研究が提唱する RGCの姉妹細胞の運命決定モデル 
本研究では、trans-interaction 可能な Dll1 が VZ より基底膜側に存在し、かつ活性化

型 NICD が radial fiber に分布することを示し、さらに VZ より基底膜側の Notch シグナルに

よって RGC の未分化性が維持できることが示唆された。これらの結果から、VZ より基底膜

側の IPC の発現する Dll1 が、radial fiber 上の Notch1 を活性化するという可能性が示唆され

た。このことから本研究では、RGC の姉妹細胞の内、Notch シグナルのアンテナの役割を果

たす radial fiber を受け継いだ娘細胞が、RGC として未分化性を維持するというモデルを提唱

する (図 21)。 

 

図２１ Radial fiberが Notchシグナルを受容するアンテナとして機能する 

RGC が非対称分裂後に、radial fiber を受け継いだ娘細胞では、VZ より基底膜側に分布する

リガンド発現細胞が、RF の Notch を活性化することで未分化性が維持される。一方、Notch
シグナルを受容するためのアンテナを持たない娘細胞では Notch が活性化されない。 
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ii. 活性化型 NICDの起源部位 
本研究では活性化型 NICD が RGC の核だけでなく、radial fiber にも豊富に存在する

ことを初めて明らかにした。一方で、Radial fiber が実質的な Notch シグナルの受容領域であ

ることを示すためには、radial fiber で生成された活性化型 NICD の核移行を、直接的あるい

は間接的な方法で検証する必要がある。 

その方法の１つとして、Photoconvertible な蛍光タンパクで NICD を標識し、radial 

fiber に由来する NICD が核移行することを検証する方法が挙げられる。先行研究では in vitro

でのロゼット型培養環境で、apical 側に存在した NICD を photoconversion し、これが核移行

することが観察されている(Hatakeyama et al., 2014)。in vitro では SVZ が十分に形成されない

ため、RGC の構造や周辺細胞の分布を in vivo の状態に近づけて確認するためには、大脳背

側の組織中で同様の実験を実施する必要がある。 

 この際に注意しなければならない点としては、NICD を標識するために蛍光タンパ

クを融合することが、NICD の転写因子としての機能へ影響を及ぼす可能性である。他のタ

ンパクと複合体を形成する NICD は、複数のドメイン・モチーフから構成されており、単純

なカルボキシ末端への蛍光タンパクの融合では、NICD の機能が阻害されることが確認され

ている（当研究室の未発表データ）。そのため、NICD の転写制御因子としての機能を維持

したまま蛍光標識する方法を開発する必要がある。 

また、本研究では ADAM-10 を阻害して Notch の活性化を停止させたのちに、いずれ

の領域から活性化型 NICD の産生が開始するかの検証も試みた。検証の中では１例だけ、VZ

より基底膜側でのみ活性化型 NICD が確認された大脳スライスがあったがその再現性は得ら

れておらず、そのほかの検体は、活性化型 NICD が RGC に全く存在しないか、VZ の RGC

の核と radial fiber に回復していたかのいずれかであった。したがって、免疫染色によるスナ

ップショット的なアプローチによって、核移行前の活性化型 NICD の起源を明らかにするこ

とは難しいと考えられる。その理由としては２点考えられ、1点目は大脳背側組織スライス

からの ADAM-10阻害剤の洗い流しが十分になされないと活性化型 NICD の回復が見られな

い一方で、Notch2 ではリガンドによる刺激から活性化型 NICD の核移行までが 15 分以内に

完了することからも(Shimizu et al., 2000)、洗い出しに時間を要した場合は VZ の細胞核での

活性化型 NICD の回復が完了してしまうと考えられること。2点目は、一定の免疫染色条件

が整わねば活性化型 NICD の核以外での分布は観察が難しいことである。活性化型 NICD

は、微小管を介した輸送などにより高速で核移行している可能性が考えられるが、その輸送

機構は不明であるため、上述したように蛍光標識した NICD をトラッキングすることが、現

在考えうる有効な手段の１つであると考える。 
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一方で、VZ 内側の細胞膜に Dll1 が存在することを示した報告もあることから

(Hatakeyama et al., 2014)、VZ 内側でも一定量のシグナル伝達は存在していることが想定され

る。今後の研究では、VZ 内外における Notch シグナルの量比を比較することができれば、

RGC の姉妹細胞で Notch1 の活性化レベルが非対称化することへの寄与率を示すことができ

る可能性がある。 

 

 

iii. マウス大脳背側の領域ごとのリガンドの細胞内分布 
1) VZ内側における Dll1の細胞内局在 

Notch1 extracellular domain (NECD)と Dll1 の共局在は、リガンド提示細胞による

trans-endocytosis の結果としての degradation(Andersson et al., 2011; Nichols et al., 2007)、または

ゴルジ体などにおける cis-inhibition による degradation の 2 つの可能性が考えられる(Geffers et 

al., 2007; Sakamoto et al., 2002; Sprinzak et al., 2010)。本研究では、VZ 内側で観察される Dll1

の一部が、Notch1 intracellular domain (NICD)と Lamp1 と共局在することを示した（図 14）。

これは Dll1 との結合ドメインである NECD を含む Notch1全長を内包していると考えられ、

cis-inhibition 後に分解系へと移行した Notch-Delta の結合産物である可能性が考えられる。こ

のことは、VZ 内側で分化初期の細胞が発現する Dll1 は、同一細胞内の Notch1/2 による cis-

inhibition により細胞質中に内在化されやすく、シグナル伝達に寄与しづらい可能性を示唆し

た。 

今後は VZ および SVZ に存在する各種細胞の発現する Dll1 が、trans-activation に寄

与する状態にあるか、cis-inhibition により内在化され分解系に移行しているかを明らかにす

るために、全体の Dll1 の内、ゴルジ体、小胞体、各種エンドソームなどに分布する Dll1 の

割合を分析する必要がある。先行研究では、mRNAレベルでは RGC も少量の Dll1 を発現し

ているが(A. Kawaguchi et al., 2008)、タンパクレベルでは Tbr2陽性の IPC の apical process に

多数の Dll1 が存在することが報告されている(Nelson et al., 2013)。そのため本研究で観察し

た VZ 内側の Dll1 も、主に IPC の apical process が所持するものと推測したが、今後は RGC

または分化にコミットした細胞のうち、trans-activation 可能な Dll1 を細胞膜に提示している

細胞と、cis-inhibition により大部分の Dll1 が内在化されている細胞の種類や割合を分析する

必要がある。 

その一方で、Dll1 が AJ の近傍の細胞膜に分布することが電子顕微鏡による観察で報

告されている(Hatakeyama et al., 2014)。今後の研究の中では、1 つの細胞内で発現する Dll1

タンパクの全体量に占める、trans-activation 可能な細胞膜の Dll1 と、cis-inhibition により細

胞質中に内在化されている Dll1 の割合を、非対称分裂後の経時的な分化軸の中で解析するこ
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とで、組織中で Dll1 を発現する細胞のうち、いずれの細胞が実際にシグナル伝達に寄与する

細胞であるかを明らかにするヒントになると考える。 

 

2) VZより基底膜側における Dll1の細胞膜上の分布 

Notch シグナルの提供細胞と 受容細胞は、細胞自身の持つ Notch/Delta の存在比によ

って明確に区分される(Bray, 2016; Sprinzak et al., 2010)。分化にコミットした細胞が継続的に

Delta を発現し、自身の持つ Notch の大半を cis-inhibition により阻害した結果として、シグナ

ル提供細胞としての役割を果たすと考えられる。本研究では Notch1/2 KO マウスで、Dll1 が

細胞膜と思われる領域に連続的に分布することを確認した。今後これが細胞膜に表出した

Dll1 であるか否かを明らかにするためには、β-catenin などの細胞膜マーカーとの共局在性

を確認する他、エンドサイトーシスを一過性に阻害した大脳スライスに蛍光標識した Dll1抗

体を暴露させることで、Dll1 の全タンパクのうち、細胞表面に存在する Dll1 の割合を分析す

る必要がある。今後これらの追加分析を進めることで、RGC の非対称分裂後に分化にコミッ

トした娘細胞において、Dll1 の細胞膜への表出効率が高まるタイミングが、Dll1 が同一細胞

内の Notch1/2 による cis-inhibition から逃れ、IPC として SVZ に達した以降である可能性を検

証する。 

図 17E-K の実験結果から、Notch1 を KO した IPC では、周囲に Notch1 が存在する場

合に Dll1 が細胞膜に蓄積しないことが示唆され、Dll1 が細胞膜に観察されづらい理由は、周

囲の Notch1 との trans-interaction が存在するためであると推論される。ただし図 17 L-O の実

験では、transgene の導入による Cre の発現後、Notch1 が KO されて細胞内の Notch1 タンパ

ク量がゼロとなるまでの間に、KO 後に残存していた Notch1 による cis-inhibition の結果とし

て Dll1 が蓄積していない可能性も考えられる。そのため cis-inhibition による影響を確実に排

したエビデンスの構築のためには、速やかにターゲットタンパクを分解できる発色団支援光

不活性化(Chromophore-assisted light inactivation)などを用いて(Jay, 1988; Takemoto et al., 

2013)、分裂直後の娘細胞で速やかに Notch1 タンパクを分解させた場合にも、IPC で Dll1 の

膜表出が見られないことを確認する方法が１つ考えられる。 

図 20 で Dll1 KO マウスに Dll1 を外来性に発現させた IPC の細胞数は、SVZ に存在す

る IPC の細胞数と比較して明らかに少数であるにもかかわらず、VZ で一定数の RGC が維持

された。このことは SVZ に存在する IPC が、数細胞分の距離を隔てた位置にある radial fiber

に接触して、広範囲の RGC に Notch シグナルを提供できることを示唆している。すなわ

ち、RGC の非対称分裂で radial fiber を受け継いだ娘細胞は、SVZ に存在する多数の IPC から

Notch シグナルを受容できることで、未分化性を維持できることを示唆する。 
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図 20 の結果で注意せねばならない点は、Dll1 KO マウスに外来性に Dll1 を発現させ

た場合にも組織構造がやや異常となっており、VZ より基底側でのみ発現するべき Dll1 が、

VZ でも観察される領域が散見された。これは外来性の Dll1 が RGC の維持に寄与する前に

Tamoxifen による Dll1 の KO が誘導され、RGC の急激な分化が始まったためである可能性が

考えられる。今後、Dll1 の発現領域を限定してより精度の高い実験系で分析するためには、

例えば外来性の Dll1 の発現を E11.5 から開始し、Tamoxifen による Dll1 の KO は、外来性の

Dll1 を発現する IPC が SVZ に到達した後の E12.5 頃から開始するなどの工夫が必要である。

加えて、外来性に発現させた Dll1 が、IPC に内在性に存在する Dll1 より過剰量が発現し、過

大なシグナル活性を発揮している可能性も考えられる。そのため NeuroD1 promoter と内在性

の Dll1 promoter の発現レベルを比較するほか、Dll1 KO マウスの内在性の Dll1 promoter を

NeuroD1 promoter に置換した場合にも、RGC が維持されるか否かを確認する必要がある。 

 

 

iv. VZより基底膜側での Notchシグナル伝達の必要性の検討 
本研究では、RGC の未分化性維持に対して、IPC が発現する Dll1 の十分性が示唆さ

れた (図 19,20)。一方で、VZ より基底膜側で生じる Notch シグナルによる RGC の未分化性

維持に対する必要性を検証するためには、Radial fiber における Notch シグナル伝達のみを阻

害したときに、RGC の未分化性がどの程度影響を受けるかを調べる必要がある。 

そのための方法としては、発色団支援光不活性化(Chromophore-assisted light 

inactivation) などを用いて IPC特異的に Dll1 を分解できる変異マウスを作出し(Jay, 1988; 

Takemoto et al., 2013)、IPC特異的に Dll1 を分解した場合の RGC の未分化性維持への影響

や、RGC の姉妹細胞の運命決定がランダム化されるのかを調べる方法が考えられる。 

 

 

v. 姉妹細胞間でシグナル活性を非対称化するそのほかの仕組み 
本研究では RGC が自身の姉妹細胞以外の細胞から Notch シグナルを受容すること

で、未分化性が維持されるという仮説を支持した。一方で、RGC の非対称分裂により生まれ

た姉妹細胞間で、radial fiber の有無という形態の違いに依存して運命決定される仕組みとし

て、下記のような可能性も考えられる。 

 

1) Notch 関連因子の非対称分配 
姉妹細胞のうち分化する運命の細胞へ Dll1, Mib1, Numb などの Notch関連因子が非

対称に分配されることで、細胞分裂直後の初期状態で Notch の活性に姉妹細胞間でさが生じ
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ることが、非対称分裂の仕組みであるという説も多く報告されてきた(Alexandre et al., 2010; 

Dong et al., 2012; Kawaguchi et al., 2013; Rhyu et al., 1994; Shen et al., 2002; Shen and Temple, 

2002)。ゼブラフィッシュの神経前駆細胞の非対称分裂において、蛍光標識した Mind-bomb

が分化する運命の細胞へ非対称に分配されること、加えて極性因子 Par3 の阻害により、

Mind-bomb が等分配されて細胞運命も対称となることが知られている(Dong et al., 2012; 

Kressmann et al., 2015)。 

特に Mib1 については、ニワトリの中心体のサテライトタンパクと動態を共にするた

め、姉妹細胞における新旧中心体の非対称分配との相関が強く示唆されている(Tozer et al., 

2017)。また、マウス大脳背側の VZ より基底膜側に存在する outer RGC では、姉妹細胞の両

方の Mib-1 の活性を阻害すると、outer RGC が未分化性を維持できなくなることが報告され

ている(Shitamukai et al., 2011)。これは姉妹細胞間、つまり同一クローン内で生じる Notch シ

グナル伝達が、一方の娘細胞の未分化性に寄与するという仮説を支持する。一方で、ニワト

リの Mib1 は Dll1 の endocytosis を促進することで、同一細胞の細胞膜上の Notch を Dll1 が

cis-inhibition できなくなる結果、Mib1 発現細胞が Notch シグナルを受容できる状態になると

いう報告もある(Baek et al., 2018)。つまりマウス大脳背側の outer RGC の持つ Mib1 活性が、

未分化性維持のために必要である可能性を示唆する。したがって、マウス大脳背側における

RGC の未分化性維持が、周辺のリガンド提供細胞から受け取る Notch シグナルに依存するの

か、あるいは姉妹細胞から受け取る Notch シグナルに依存するのかを今後明らかにするため

には、分化する娘細胞でのみ Mib1 の活性を阻害した場合に、radial fiber を持つ娘細胞の未分

化性にどのような影響が生じるのかを確認する必要がある。 

 

2) 姉妹細胞間の Notchと Deltaの存在量の違い 

VZ 内側に存在する細胞は、母細胞の発現する Notch タンパクをその細胞表面積に応

じて受け継ぐ場合には、RF を持たない娘細胞に比べ、RF を受け継いだ娘細胞はその表面積

の分だけ多くの Notch を持つ可能性がある。また、Notch シグナルの受容量はリガンド発現

細胞との接触表面積に比例する(Shaya et al., 2017)。つまり、RGC の姉妹細胞間は分裂直後の

初期状態で Notch の所持量が異なり、細胞膜表面に存在する Notch タンパクの存在量にした

がって運命決定される可能性がある。この可能性を検証するためには、Notch1 を過剰発現さ

せた場合に RF を持たない娘細胞が未分化性を維持できるかを分析する方法が考えられる。

これまでに試験的に実施した実験からは、Notch1 を過剰発現させた大脳背側では、コントロ

ール群と比べてほぼ同数の Tbr2陽性細胞が存在していた。したがって、radial fiber を受け継

いだ娘細胞はもう一方の娘細胞と比較して初期状態での Notch のタンパク量の多いが、それ

だけではなく、SVZ 周辺のリガンド発現細胞との接触面積の違いが、RGC の非対称分裂に
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より生まれた姉妹細胞間で、radial fiber の有無という形態の違いに依存して運命決定される

仕組みの背景にあると考えられる。 

 

 

vi. VZ内側での Notchと Deltaの相互作用  
1) Notchと Deltaを共発現する細胞同士による Notchの相互活性化 
活性化型 NICD は分裂期開始前に CDK1/2依存的に分解されるため (Carrieri et al., 

2019)、RGC とその娘細胞は初期状態として Dll1 を発現しやすい状態にある。また、神経発

生初期の大脳では、神経幹細胞内で Hes1 の発現の振動と同期してその下流の Dll1 が周期的

に振動して発現しており (Shimojo et al., 2008)、神経幹細胞同士における Notch シグナル伝達

（mutual-activation, 相互活性化）が積極的に行われていることが知られている (Kageyama et 

al., 2008)。また、神経産生期の RGC でも同様に Hes1 が振動していることから(Imayoshi et 

al., 2013)、一定の割合で Dll1 が振動してタンパクが発現し、mutual activation が起きていると

考えることが妥当である。 

神経産生期には、神経幹細胞の姉妹細胞の RF の有無という、特徴的な細胞形態の違

いに依存して非対称な運命決定がなされることから、神経産生期には上述の mutual-

activation に加えて、IPC からの RF を介した Notch シグナルの入力が非対称な Notch 活性化

に寄与している可能性が高い。つまり、RF を受け継いだ娘細胞が IPC から優先的に Notch

シグナルを受容した場合、RF を受け継がなかった娘細胞は側方抑制を受けずにシグナル提

供細胞へと分化しやすくなる結果、細胞形態に依存した Notch に非対称な活性化が成立する

ことが推定される。本研究では今後、VZ における mutual-activation による Notch シグナル

と、RF を介して VZ より基底膜側から伝達される Notch シグナルについて、RGC の姉妹細

胞における非対称な Notch の活性化へのそれぞれの寄与度を分析する方法を検討していきた

い。 

また、E14 の RGC の集団の一部に Dll1 を発現する細胞が存在することが単細胞トラ

ンスクリプトームから明らかにされており (A. Kawaguchi et al., 2008)、VZ 内側の細胞におけ

る Notch シグナル受容細胞と伝達細胞の内訳の経時的な変化を明らかにすることも興味深い

課題の１つである。本研究では第一部で単細胞トランスクリプトームを実施しているが（図

9B-E）、今後の追加分析の中で、Notch1/2 を発現する細胞と Dll1 を発現する細胞の重複割合

や、共発現する細胞内での互いの発現レベルの経時的な変化の有無を分析することで、発生

ステージの進行に伴って、集団を構成する各種細胞内における主な Notch-Delta の相互作用

の変遷を明らかにすることにつながると考える。これらの情報は、VZ における cis-inhibition

や RGC 同士の mutual-activation の程度を明らかにすることへも貢献すると考える。 
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2) Cis-inhibition 依存的な Notchと Deltaの分解 
今回提唱したモデルでは、Dll1 のシグナル伝達活性は、VZ 内側では cis-inhibition に

より影響が大きいことで低く、VZ より基底側膜側では cis-inhibition の影響が小さくなるこ

とで強くなることで、RF を持つ娘細胞ほど多くの Notch シグナルを VZ より基底膜側で受容

できると推定した。このモデルでは、Dll1 の発現開始が VZ より基底膜側ではなく、VZ 内

側で Dll1 が発現開始して cis-inhibition が機能する背景として考えられるのは、Notch の分解

の一定割合が Dll1依存的な可能性である。つまり、シグナル伝達細胞が trans-activation 可能

な Dll1 を細胞膜に提示するために、Dll1 が細胞分裂直後から早期に発現し、一定期間の内に

Notch を cis-inhibition により分解しきることが必要である可能性が考えられる。 

Cis-inhibition によって RGC 内で発現する Dll1 を多量の Notch が中和することのメリ

ットは、RF がリガンド提供細胞となることを防ぐことができる点にあると考える。これに

よって、姉妹細胞のうち RF を持つ娘細胞が VZ 内で新たな RGC として確実に維持されるこ

とで、神経細胞が皮質板に到達するための足場である RF が失われることなく維持できる。 

今後、Notch の分解に対する Dll1 の依存度、反対に Dll1 の分解に対する Dll1 の依存

度を検証する方法としては、次の２つの方法が考えられる。 

1 つ目は、trans-activation の影響を排除して、cis-inhibition による Notch の分解の影響

を分析するために、野生型の神経幹細胞または Dll1 KO の神経幹細胞をそれぞれ分散培養し

た場合に、一定時間内の Notch タンパクの減少量に変化があるかを調べる方法がある。もし

Notch の分解が同一細胞内の Dll1 による cis-inhibition に依存する場合は、野生型では Dll1 の

発現に伴って Notch1/2 が分解されながら分化し、反対に Dll1 を KO した場合には Notch1/2

が残存したまま分化するはずである。 

2 つ目は、Notch1/2 を KO し、Notch-Delta の相互作用を無くした神経幹細胞を分散培

養下で分化させた場合と、DAPT などの Notch 活性化阻害剤へ暴露させて Notch-Delta の相互

作用に影響を与えずに分化させた場合で、細胞内の Dll1 の蓄積にどの程度の影響があるかを

調べる方法が考えられる。もし Notch の分解が同一細胞内の Dll1 による cis-inhibition に依存

する場合は、Notch1/2 を KO した場合は Dll1 が蓄積しながら分化し、反対に DAPT 存在化で

は Dll1 が蓄積せずに分化するはずである。 
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