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研究成果の概要（和文）：Notch リガンドである Jagged が発生過程で Delta とは異なる機能を

持ち、脊索細胞の発生制御を介して、体軸構造形成に重要な働きをする事が明らかとなった。

また、Notch シグナルを調節するタンパク質として、NLK を同定し、NLK が Notch をリン酸

化する事で、その活性を抑制し、神経細胞発生を制御する事を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

Notch シグナルは発生段階で異なった組織
で繰り返し働くことが知られるシグナル伝
達経路である。リガンドとの結合により、
Notch 受容体は活性化され、その細胞内ドメ
インが核内移行後、DNA 結合因子 CSL と結
合し、標的遺伝子の活性化を行うということ
が知られている。さまざまな組織で実際にこ
の共通の Notch-CSL 経路が使われているこ
とが分かってきているが、神経、体節、血液
細胞などの異なった組織では異なった標的
遺伝子群の活性化が必須であり、Notch-CSL

経路以外に、それぞれのコンテキストに依存
したシグナルの調節機構や標的遺伝子の活
性化機構が存在する。しかしながら、このよ
うな研究は個体レベルでの実験が必須であ
り、まだ十分研究がなされているとはいえな
い。 

これまでに国内外にて、数多くの Notch シ
グナル関連分子のノックアウトマウスが作
成されているが、胎生致死となる場合もあり、
母体内で発生が進行するマウス胚の発生異
常の詳細な解析は進んでいない。逆に、マウ
スを用いた手法では、組織特異的ノックアウ
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トといった手法で神経、免疫などの高次機能
を解析が進んでいる。しかし、この方法では、
複数のシグナル伝達分子の個体発生におけ
る生理的機能を解析するには時間がかかる。
一方、ゼブラフィッシュはその発生が体外で
進行するため、初期発生における遺伝子の機
能解析に適している。 

我々はこれまでに、ゼブラフィッシュをモ
デルとして、Notch シグナルの個体レベルで
の機能を解析してきた。近年、Notch シグナ
ル伝達経路に異常のあるゼブラフィッシュ
変異体 mind bomb (mib) の原因遺伝子をポ
ジショニングクローニングにより同定した。
その結果、mib は Notch のリガンドである
Delta をユビキチン化するユビキチンリガ
ーゼであり、膜上の Delta を細胞内に取り
込むのを促進することで、隣接する細胞の
Notch 細胞外領域を Delta 発現細胞側へ引
き抜き、Notch の細胞内領域の核内移動を効
率化するという機構を提唱した(Itoh, M et 

al, Dev. Cell, 2003)。その後の研究により、
Notch のもう一つのリガンドである Jagged

もまた、Mib によって、ユビキチン化される
こ と が 分 か っ て き た 。 し か し 、
Mib-Jagged-Notch シグナルが発生期におい
て、どのような生理機能を持つかは未だ不明
であった。当時、Mib-Jagged-Notch シグナ
ルの発生過程における生理機能の一つとし
て、脊索形成を発見していた。他方、Notch

活性化制御機能の解明を目指した研究とし
て、Notch をリン酸化するキナーゼの同定と
その生理機能解析に着手したところであっ
た。 

２．研究の目的 

個体発生期における Notch シグナル伝達
機構について、時空間を考慮した統合的解析
を行うことである。これまでのシグナル伝達
経路の研究は新しいシグナル伝達経路分子
の発見に重点が置かれてきた。このような研
究の多くは細胞レベルで行われ、シグナル伝
達経路における分子機構の解明に寄与した
が、個々の分子の生理的機能は個体レベルで
解析する必要がある。なぜなら、シグナル伝
達経路で用いられる分子の組み合わせや標
的遺伝子は細胞、組織、時間ごとで、共通で
ある部分と異なった部分が存在するからで
ある。本研究では、当時研究の緒にあった、
１）Jagged-Notch シグナルが脊索や骨の形
成に関する機能と作用メカニズム、および 

２）Notch をリン酸化するキナーゼ （NLK：
nemo-like kinase）の生理機能と Notch に対
する制御機構の解明を目標とした。 

 

３．研究の方法 

(1) Jagged-Notch シグナルが脊索形成に関
する機能と作用メカニズム 

ゼブラフィッシュ jagged1a, jagged1b の機
能欠損時における表現型を解析するため、 

① jagged1a, 1b に対する、アンチセンスモ
ルフォリノオリゴを注入し、脊索形成におけ
る表現型を解析 

② ①の表現型を Mib 変異体、
deltaA/deltaD 機能阻害胚、CSL 機能阻害胚
と比較し、Notch シグナルにおける jagged

リガンドの役割を解析 

③ jagged1a/1b の脊索形成における標的遺
伝子を既知の Hes ファミリー遺伝子の中か
ら探索。 

(2) Notch をリン酸化するキナーゼ 

（NLK：nemo-like kinase）の生理機能と
Notch に対する制御機構の解明 

① PC12 細胞での NLK の機能阻害、強制
発現による突起伸長における機能解析 

② PC12 細胞での NLK 突起伸長における
基質探索 

③ Notch 機能に対する NLK の機能解析 

④ NLK のゼブラフィッシュにおける生理
機能の解析 

⑤ Notch 機能に対する NLK の作用機序の
解析 

 
４．研究成果 
(1) Jagged-Notchシグナルが脊索形成に関す
る機能と作用メカニズム 
① Jagged1a/1bは脊索形成に関与する。 
 Jagged1a は jagged1b と強調して脊索の形
態形成に関わっていることが明らかとなっ
た。Jagged1a/1b 両方の機能阻害により、脊
索の液胞細胞が増加することが分かった（図
1）。 
② Jagged1a/1b-Notch シ グ ナ ル は
DeltaA/D-Notch シグナルと独立して、脊索
形成に関わる。 
 ①の同様の解析を Notch シグナル下流の
DNA 結合因子である CSL の機能阻害胚や、
Jagged と異 な る ファ ミ リー に 属 し、
hypochord の形成に関わるとして知られてい
る、DeltaA、DeltaDの二重機能阻害胚と比較
したところ、 CSL の機能阻害胚では、
Jagged1a/1b の機能阻害胚と同様の脊索形成
異常が見られたのに対し、DeltaA/D機能阻害
胚では見られなかった。このことから、中胚
葉形成過程で、Jagged-Notch シグナルは、
Delta-Notch シグナルとは別の働きを持つこ
とが明らかとなった。 
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図 1. Jagged1a/1b 機能阻害による脊索の
形態異常 
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図 2 NLK はキナーゼ活性依存的に
Notch1 活性化を抑制する。ＷT: 野生型
NLK, KN:キナーゼ不活型 NLK 

③脊索形成時の Jagged-Notch シグナルの標
的遺伝子は her9である。 
 既知の Notchシグナルの標的遺伝子ファミ
リーである Hes遺伝子の中から、脊索形成に
おける Jagged-Notch シグナルの標的遺伝子
として、her9を見出した。 
 
(2) Notch をリン酸化するキナーゼ 

（NLK：nemo-like kinase）の生理機能と
Notch に対する制御機構の解明 

① PC12 細胞での NLK の機能阻害、強制
発現による突起伸長における機能解析 

NLK は神経系細胞で発現するという知見か
ら、NLK の神経細胞での生理機能を解析し
た。NLK を PC12 細胞で強制発現したとこ
ろ、突起形成が見られた。この突起形成は、
キナーゼ活性欠損型 NLK の強制発現では、
見られなかったことから、キナーゼ活性依存
的であると考えられた。PC12 細胞は、NGF

存在下で神経突起を伸長する事が知られて
いる。NLK は NGF 処理により、リン酸化さ
れ、活性化することが分かった。この NGF

による PC12 細胞神経突起伸長は、NLK に
対する siRNA による機能阻害で抑制された。
これらのことから、神経細胞において、NLK

は NGF により、活性化され、神経突起伸長
を促進することが明らかとなった。 

② PC12 細胞での NLK 突起伸長における
基質探索 

NLK による神経突起伸長の過程で働く
NLK のリン酸化基質を探索したところ、
MAP1BおよびpaxillinがNGF下流で、NLK

によりリン酸化されることが分かった。これ
らのことから、NLK は NGF により活性化さ
れ、微小管などの細胞骨格形成および接着斑
形成に関わるMAP1B, paxillinのリン酸化を
介して、神経細胞の突起伸長を促進すること

が明らかとなった。 

③ Notch 機能に対する NLK の機能解析 

NLK のリン酸化基質として、Notch1 を同
定し、Notch 活性化に対する NLK の機能を
Notch 応答性レポータ活性を測定することに
より、検討した。細胞内ドメインのみ持つ活
性化型 Notch1 による Notch 応答レポータ活
性の上昇は、野生型 NLK によって、抑制さ
れたが、キナーゼ不活型 NLK の存在下では、
抑制されなかった。このことから、Notch1

活性は NLK のキナーゼ活性依存的に抑制さ
れることが明らかとなった（図２）。 

④ゼブラフィッシュ発生過程におけるNLK

の生理機能の解析 

NLKのNotchに対する生理機能を解析する
ため、ゼブラフィッシュの発生過程での NLK

機能を解析した。ゼブラフィッシュ NLK に
対するアンチセンスモルフォリノオリゴを
受精卵に注入することにより、NLK の機能
を阻害したところ、Notch の標的遺伝子の転
写量が増加していることが明らかとなった。
一方、NLK 機能阻害による Notch 標的遺伝
子発現の増加は、NLK と Notch の複合機能
阻害により、消失したことから、NLK によ
る Notch 標的遺伝子発現の抑制効果は、
Notch を介している事が明らかとなった。 

 

⑤ Notch 機能に対する NLK の作用機序の
解析 

 NLKによるNotch活性抑制機構をさらに詳細
に検討したところ、NLK によって、リン酸化
を受けた Notch タンパク質は、Notch 標的遺
伝子の活性化に必要な 3者(Notch, CSL, MAM)
を含む転写活性複合体形成能力が低下して
いた。このことから、NLK は Notch をリン酸
化する事で、CSL/Notch/MAM の 3 者複合体形
成を阻害し、Notch の活性化を抑制すること
が分かった（図 3）。 
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図 3 NLK は Notch のリン酸化により、
3 者転写活性複合体の形成を抑制する。 

 
 これらの解析から、NLKは神経発生過程では、
Notch シグナルを抑制し、神経幹細胞から神
経細胞への分化のタイミングをコントロー
ルする重要な働きを持つことが明らかとな
った。 
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