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研究成果の概要（和文）：胎生期の神経幹細胞は、まず多様なニューロンを産生し、最後にグリア細胞を産生する。し
たがって、胎生期の神経幹細胞は経時的に分化能を変化させているが、この分子機構の詳細は不明である。多分化能を
持った神経幹細胞では、多種類の分化決定因子の発現が振動すること、またニューロンやグリアの遺伝子発現を制御す
るヒストンメチル化酵素ESETの発現が発生の進行とともに減少することがわかった。ESET遺伝子の上流には分化決定因
子の１つであるHes1の結合配列が多数存在することから、Hes1の発現振動がESETの発現制御を介して神経幹細胞の分化
能の経時的変化に関わることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Embryonic neural stem cells give rise to various types of neurons first and glial 
cells later. Thus, embryonic neural stem cells change their competency during development, but the 
detailed mechanism is not known. We found that in multipotent neural stem cells, multiple fate 
determination factors are expressed in an oscillatory manner, and that the expression of the histone 
methyl transferase ESET, which regulates neuronal and glial gene expression, gradually decreases during 
development. Because the ESET gene promoter contains multiple binding sites for Hes1, one of the fate 
determination factors, it was suggested that Hes1 oscillation regulates temporal changes of competency of 
neural stem cells via ESET expression.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 胎生期の神経幹細胞は、まず多様なニューロ
ンを産生し、最後にグリア細胞を産生する。した
がって、胎生期の神経幹細胞は経時的に分化
能を変化させることによって多様な細胞を産生
するが、この分子機構の詳細は不明である。今
までの解析から、bHLH 型転写因子 Hes1 は神
経幹細胞の未分化性の維持とアストロサイト分
化を制御し、他の bHLH 型転写因子である
Mash1Ascl1 と Olig2 はそれぞれニューロン分化
とオリゴデンドロサイト分化を制御することが明ら
かにされていた。しかし、これらの bHLH 因子と
神経幹細胞の経時的な分化能の変化との関係
も不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、胎生期の神経幹細胞が経時的
に分化能を変化させる分子機構を明らかにする
ために、bHLH 因子の機能解析およびその標
的遺伝子の候補の一つであるヒストンメチル
化酵素 ESET に注目して、発現・機能解析を
行った。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ホタルの発光タンパク質である
ルシフェラーゼとHes1、Mash1/Ascl1、Olig2の3
種類のbHLH型転写因子の融合タンパク質を発
現する遺伝子改変マウスを作製し、bHLH 型転
写因子の発現動態を単一細胞レベルで解析し
た。また、ヒストンメチル化酵素 ESET/Setdb1
に関して in situ hybridization 法で発現を
調べるとともに、神経系特異的な ESET コン
ディショナル・ノックアウトマウスを作製し
て脳発生における機能を組織学的に解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1)神経幹細胞におけるbHLH因子の発現イメ
ージング 
 ホタルの発光たんぱく質であるルシフェラー
ゼと Hes1、Mash1/Ascl1、Olig2 の 3 種類の
bHLH 型転写因子の融合たんぱく質を発現する
遺伝子改変マウスから、それぞれ神経幹細胞培
養系を準備した。高感度の発光イメージングに
よって、Hes1、Mash1/Ascl1、Olig2 の 3 種類の
分化運命決定因子の発現動態を観察・解析し
たところ、神経幹細胞では Hes1 と Mash1/Ascl1
タンパク質は2〜3時間周期で、Olig2タンパク質
は 5〜8 時間周期で発現の増減を繰り返すこと
（発現振動）、一方、分化決定時にはこの３種類
の中から選ばれた１種類が持続発現して他の因
子の発現が抑制されることが明らかになった（図
１）。これらの結果から、分化決定因子の発現が
振動すると神経幹細胞の増殖能が活性化される
のに対し、持続発現すると細胞周期が抑制され
て分化決定が誘導されると考えられた。さらに、
光感受性タンパク質 hGAVPO を利用した光遺
伝学的手法を用いて Mash1/Ascl1 の発現動態
を操作することで、発現動態の重要性が確認で
きた。 

 次に、神経幹細胞の経時的な分化能の変化
に上記の bHLH 因子が関与する可能性を探る
ために、多数の Hes1 の結合部位をプロモータ
ーに持つヒストンメチル化酵素 ESET に着目
して、発現および機能解析を行うことにした。 

 

図１：神経幹細胞(NPC)における bHLH 因子
の発現動態。多分化能を持つ神経幹細胞では、
３種類の bHLH 型運命決定因子 Hes1, Mash1/ 
Ascl1, Olig2 の発現が振動している。一方、細
胞分化のときは、選ばれた１種類の因子の発
現が持続するが、それ以外の因子の発現は無
くなる。 
 
(2) ヒストンメチル化酵素 ESET の発現・機
能解析 
 発生期の脳における ESETの発現を in situ 
hybridization 法で調べたところ、神経発生
初期の神経幹細胞に強く発現するが、時間と
ともに減少し、ニューロン産生期からグリア
（アストロサイト）産生期に変わるころには
ほぼ無くなることがわかった（図２）。 
 

 
図２：胎生期大脳における ESET の発現。神経
発生初期の神経幹細胞に強く発現するが、時
間とともに減少する。 
 
 ESETの機能解析を行うために、ESET floxマウ
スを作製し、Nestin-CreERT2 mice あるいは
Emx2-Cre mice と掛け合わせた。前者の場合は、
胎児期にタモキシフェンを投与することによって
神経幹細胞特異的な ESET コンディショナ
ル・ノックアウト(cKO)マウスを作製した。
両方のノックアウトマウスで同じ神経発生
異常が起こった。まず、マイクロアレー法に
よって大脳における遺伝子発現を野生型と
比較したところ、多くの遺伝子発現が変化し
ていた。ESET cKO マウスで発現が低下する遺
伝子群(cluster 1)の多くはニューロン分化
に関わる遺伝子群で、ニューロン形成が阻害
されていることが示唆された（図３）。一方、
ESET cKO マウスで発現が増加する遺伝子群



(cluster 2 および cluster 3)には、神経系
では本来発現しない遺伝子群が多く含まれ
ていた。代表的なものとして、内在性レトロ
トランスポゾン配列IAPやその近傍遺伝子群
の異所性発現が神経系に見られた。これらの
遺伝子のプロモーターは、正常な神経系では
ヒストンH3のLys９のトリメチル化によって
抑制されていた。しかし、ESET の欠損によっ
てこのトリメチル化が低下し、さらに DNA メ
チル化も低下することで、異所性の発現が起
こることが分かった。以上から、ESET の欠損
で神経発生に大きな異常が起こることが明
らかになった。 
 

 
図３：マイクロアレー解析。野生型と比較して
ESET cKO マウスで発現が低下する遺伝子群
(cluster 1)や増加する遺伝子群(cluster 2
および cluster 3)が多数同定された。 
  
 次に、ESET cKO マウスの胎児脳の組織学的
解析を行ったところ、発生初期に産生される
Ctip2 陽性の深層ニューロンの形成が早期に
止まることにより、その数が減少した（図４
右上）。一方、発生後期に産生される GFAP 陽
性のアストロサイトの形成が、より早期に起
こっていた（図４右下）。逆に、ESET の強制
発現で、アストロサイト特異的な遺伝子発現
が抑制された。これらのことから、ESET は、神経
幹細胞の経時的な分化能の変化に重要な役割
を担うことが明らかになった。 
 

 

図４：ESET 欠損による神経幹細胞の分化能の
変化の加速化。ESET 欠損によって、発生初期
に産生されるCtip2陽性の深層ニューロンの
形成が早期に止まって減少し、逆に発生後期
に産生される GFAP 陽性アストロサイトの形
成がより早期に起こった。 
 
(3)今後の展望 
 以上の結果から、ESET の発現は徐々に低下
することによって、ニューロン形成からアス
トロサイト形成への移行のタイミングを制
御すること、ESET 欠損によってこの移行のタ
イミングが加速化することが明らかになっ
た。すなわち、ESET は、神経幹細胞の経時的
な分化能の変化に非常に重要な役割を担うこと
が示された。 
 ESET のプロモーターには転写抑制因子で
ある Hes1 の結合部位が多数存在することか
ら、Hes1 の発現振動によって ESET の発現が
徐々に低下する可能性が示唆された（図５）。
Hes1 が持続発現すると、ESET の発現が早期
に低下する可能性が示唆されるが、今後の解
析が必要である。ESET とは逆に時間とともに
発現量が徐々に増加する因子も報告されて
いる。これらは、転写活性化因子である
Mash1/Ascl1 等の発現振動によって制御され
る可能性がある（図５）。今後、Hes1 や
Mash1/Ascl1の発現振動とESET等の発現レベ
ルとの詳細な比較をすることによって、上記
の可能性を調べる必要がある。 

 

図５：神経幹細胞の経時的な分化能の変化にお
ける Hes1 やプロニューラル因子 Mash1/Ascl1
の役割に関する仮説。発現振動によって、下
流因子の発現が徐々に変化するのではない
かと考えられる。 
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