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研究成果の概要（和文）： 

発生過程において、多分化能を持つ組織幹細胞が特定の形質のみを示す細胞へと分化する
過程は、特定の遺伝子群の発現カスケードとして捉えられ、解析されてきた。しかし最近
我々は、神経幹細胞の分化過程においてこのような「ローカルな」遺伝子座の制御に加え
て、核ゲノム全体で起こる「グローバルな」クロマチン状態の変化が存在していることを
示唆する結果を得た。すなわち、神経系前駆細胞がニューロン分化し成熟するときに、ク
ロマチンが核全体で「ゆるく」なるという驚くべき結果である。今回観察された変化はた
かだかゲノムの５％を占めるに過ぎない遺伝子コード領域の変化だけでは説明できない。
さらに成熟に伴いクロマチン状態をゆるくする候補分子を得ており、そのノックダウンで
ニューロンの成熟が著しく阻害されるという予備的結果を得ている。従ってクロマチン状
態がゆるくなることが、ニューロン成熟のトリガーになっている可能性が考えられた。 
また、ニューロン成熟に伴って「ゆるく」なるクロマチン領域を調べ、リピート配列のひ
とつ major satellite を含む事、またニューロン成熟に伴って major satellite の転写が上昇
する事、を見いだした。Major satellite 領域の転写はこれまで細胞周期に伴って起こる事
が知られていたが、postmitotic な細胞における major satellite の役割はこれまで知られ
ていなかったので、ニューロン成熟との関わりは興味深い。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Neurons, astrocytes and oligodendrocytes, three major cell types that consist the 
central nervous system, are derived from common neural stem cells (NSCs). Whereas 
NSCs generate neurons in the early stages of neocortical development, they lose the 
neurogenic potential and generate only glial cells in the late stages. In this study, we 
found “global” changes of the chromatin state in NPCs during neocortical development 
in addition to “local” changes at specific gene loci. Chromatins isolated from 
early-stage NSCs were less condensed compared to those from late-stage NSCs, as 
revealed by nuclease digestion and salt-extraction analyses, as well as by a fluorescent 
recovery after photobleaching (FRAP) analysis using histone H1-GFP. We also 
identified chromatin-binding proteins necessary for the “less condensed” state of the 
chromatin in early-stage NSCs. Importantly, knockdown of these proteins reduced the 
neurogenic capacity of early-stage NSCs, and conversely, their overexpression 
increased neurogenesis and suppressed astrogenesis of late-stage NSCs. These results 
suggest that global chromatin condensation might contribute to the fate restriction of 
NSCs during neocortical development. 
Recent studies have revealed various biological functions for repetitive sequences, 
which make up about half of the human genome. One such sequence, major satellites, 
which are tandem repetitive sequences adjacent to the centromere, have been shown to 
be a kinetochore component that plays a role in the formation and function of the 
pericentric heterochromatin necessary for mitosis. However, it is unknown whether 
these regions also play a role in post-mitotic cells. Here, we show that, during neuronal 
differentiation, the heterochromatin domains that include major satellite regions 
become both enriched with the active histone modification lysine-4 trimethylation of 

機関番号：１２６０１ 

研究種目：基盤研究（A） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：20241044 

研究課題名（和文） 神経幹細胞の運命転換における核クロマチンの「グローバルな」状態 

変化の意義 

研究課題名（英文）  Global regulation of the chromatin state of neural progenitors 

during development 

研究代表者    

後藤 由季子（GOTOH YUKIKO） 

東京大学・分子細胞生物学研究所・教授 

研究者番号：７０２５２５２５ 



histone H3, and more sensitive to nuclease, both of which suggest increased activation 
of this area. Further supporting this notion, we also found that transcription from 
major satellite regions is significantly increased during neuronal differentiation both 
in vitro and in vivo. These results together suggest that the structural and 
transcriptional state of major satellite regions changes dramatically during neuronal 
differentiation, implying that this region might play a role in differentiating neurons. 
 
交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008 年度 13,900,000 4,170,000 18,070,000 

2009 年度 12,600,000 3,780,000 16,380,000 

2010 年度 11,800,000 3,540,000 15,340,000 

年度    

  年度    

総 計 38,300,000 11,490,000 49,790,000 

 
 

研究分野：複合新領域 

科研費の分科・細目：ゲノム科学・基礎ゲノム科学 

キーワード：クロマチン、神経幹細胞 

 
１．研究開始当初の背景 

繰り返し配列は哺乳類ゲノムの約 50%を構
成しており、様々な生命現象に関与すること
が示唆されている。セントロメア近傍にはメ
ジャーサテライトと呼ばれる繰り返し配列
が存在する。この繰り返し配列は、増殖中の
細胞では構成的ヘテロクロマチンを形成し、
染色体の分配に関与する。一方、ニューロン
のような非分裂細胞でメジャーサテライト
がどのような機能を持つかは、未だ明らかで
ない部分が多く残されている。 

そこで本研究では、ニューロンにおけるメジ
ャーサテライト領域の機能解析を試みた。メ
ジャーサテライトのクロマチン状態に注目
して実験を行い、従来ヘテロクロマチン化し
た静的な領域だと考えられていたメジャー
サテライトが、ニューロン分化過程では大き
く変化していることを見出した。 

 

２．研究の目的 

多細胞生物を構成する細胞は、同じ DNA の
一次配列情報を持っているにもかかわらず
発生の時期や組織ごとにその性質は大きく
異なる。これを実現するには、非常に多くの
遺伝子の転写状態を細胞ごとに制御するこ
とが重要となる。そして、これまで遺伝子の
転写制御については個々の遺伝子の転写と、
それを制御する転写因子の発現や活性に着
目して多くの研究がなされてきた。しかしな
がら、細胞の状態変化に伴ってどのように数
多くの遺伝子の転写を協調的に変化させて
いるのかについてはほとんどわかっていな

かった。クロマチン構造は、転写因子の DNA

への接近のしやすさなどを制御しているた
め、遺伝子の転写に非常に重要な要素の 1 つ
である。本研究では、このクロマチン構造の
変化に注目して、ニューロン成熟におけるゲ
ノムワイドな制御について検討をおこなっ
た。 

繰り返し配列は哺乳類ゲノムの約 50%を構
成しており、様々な生命現象に関与すること
が示唆されている。セントロメア近傍にはメ
ジャーサテライトと呼ばれる繰り返し配列
が存在する。この繰り返し配列は、増殖中の
細胞では構成的ヘテロクロマチンを形成し、
染色体の分配に関与する。一方、ニューロン
のような非分裂細胞でメジャーサテライト
がどのような機能を持つかは、未だ明らかで
ない部分が多く残されている。そこで本研究
では、ニューロンにおけるメジャーサテライ
ト領域の機能解析を試みた。    

 

３．研究の方法  ４．研究成果 

発生過程のマウス大脳新皮質でニューロン
が成熟していく過程において、ヒストン修飾
への抗体の接近しやすさが上昇する 
 
 ニューロンの分化、成熟過程において、ク
ロマチンの状態がどのように変化している
のかを調べるために、in vitro 初代培養系の
細胞を用いてヒストン修飾を認識する抗体
を用いた免疫染色をおこなった。胎生 11.5
日目(Embryonic day 11.5; E11.5)マウス胎
仔大脳新皮質より採取した神経系前駆細胞



を Fibroblast growth factor 2 (FGF2)と
Epithelial growth factor (EGF)を添加した
条件で 3 日間浮遊培養し(3 days in vitro; 
3DIV)、その後単層培養した。そして、FGF2
存在下(+FGF)あるいは非存在下(-FGF)で 3日
間培養して、ヒストン修飾やヒストン H1 を
認識する抗体を用いて免疫染色を行った。
FGF2 は神経系前駆細胞の未分化維持因子で
あり、これを除くとニューロンへと分化する
ことが知られている(Johe et al., 1996)。
このため、+FGF ではより未分化/未成熟なニ
ューロンが存在し、-FGF では分化/成熟した
細胞が存在するようになる。この条件で培養
した細胞を、H3K9K14Ac を認識する抗体を用
いて免疫染色を行った。すると、驚いたこと
に-FGF において+FGF よりも染色強度が核全
体で強くなることがわかった。アセチル化の
状態は、ニューロンの分化、成熟による遺伝
子の転写変化に伴って、それぞれの遺伝子座
においてその状態が変化すると考えられる。
しかし、いくつかの遺伝子座においてアセチ
ル化の状態が変化しても、今回観察されたよ
うな核全体での染色強度の変化は起きない
と考えられ、この結果は非常に興味深い。 
 さらに、H3K4Me3、H3K9Me3、H3K27Me3 を認
識する抗体でも免疫染色を行ったところ、や
はり H3K9K14Ac の結果と同様、いずれのヒス
トン修飾においても-FGF において+FGF より
も染色強度が上昇することがわかった(Fig. 
1-1)。この結果は、転写の活性化に寄与する
ヒストン修飾でも抑制に寄与するヒストン
修飾でも同様の染色パターンになることを
示唆しており興味深い。さらに、この結果が
ヒストン修飾でのみ観察されるものなのか、
あるいはクロマチンの構造タンパクの特徴
であるのかを調べるために、リンカーヒスト
ン H1 に対する抗体でも免疫染色を行った。
すると、-FGF において+FGF よりも染色強度
が上昇するというヒストン修飾のときと同
様の結果が得られた。 
 ここで観察している in vitro 初代培養系
の細胞では、FGF2 の有無でニューロンの分化、
成熟状態を変化させている。FGF2 は細胞内の
様々な状態を変化させる可能性があるため、
ヒストン修飾やヒストン H1 の染色強度の変
化は、FGF2 の有無そのものによる可能性があ
る。そこで、Ngn2 を神経系前駆細胞に過剰発
現させ、+FGF で培養し、免疫染色を行った。
Ngn2 を過剰発現させると、+FGF でも神経系
前駆細胞はニューロンに分化することが知
られている(Fode et al., 2000; Sun et al., 
2001)。その結果、+FGF でも Ngn2 を過剰発現
した細胞はコントロールの細胞に比べてヒ
ストン修飾の染色強度が強くなることがわ
かった。この結果は、観察されたヒストン修
飾の染色強度の変化は FGF2 の有無によるの
ではなく、ニューロンの分化、成熟そのもの

によるものであることを示唆している。 
 
 次に、in vivo においてもヒストン修飾や
ヒストン H1 の染色強度が同じように変化す
るのかどうかを、組織免疫染色によって検討
した。E18.5 のマウス胎仔大脳新皮質の切片
を、ヒストン修飾やヒストン H1 を認識する
抗体を用いて免疫染色した。すると、移動中
で未成熟なニューロンが存在する脳室下帯
や中間帯に比べて、より成熟したニューロン
が存在する皮質板でヒストン修飾やヒスト
ン H1 の染色強度が核全体で強くなることが
わかった。この結果は、 in vivo においても
ニューロンの成熟に伴ってヒストン修飾や
ヒストン H1 の染色強度が上昇することが示
唆している。 
 ヒストン修飾とヒストン H1 の組織免疫染
色の結果をよく見てみると、皮質板において
も染色強度が弱い細胞がまばらに存在する
ことがわかった。皮質板内には、脳表層に向
かって移動中の未成熟なニューロンと、脳表
層に到達してすでに移動を止めたより成熟
したニューロンが存在する。これらのニュー
ロンの間で染色強度が違うのではないかと
考え、移動中のニューロンと移動を止めたニ
ューロンを区別するために Birth date 
analysis を行った。Birth date analysis で
は、DNA のチミジンの類似物である BrdU や
CldU、IdU を用いて同じ時期に産まれたニュ
ーロンをラベルする手法である。BrdU などを
妊娠マウスに腹腔注射すると、大脳新皮質で
は増殖中の神経系前駆細胞にDNA複製依存的
に取り込まれる。この BrdU などは、増殖を
繰り返す神経系前駆細胞ではDNA複製によっ
て薄まり、免疫染色によって検出できなくな
るが、取り込まれた直後に分化し、細胞分裂
を止めた細胞では検出できる。そのため、取
り込まれた直後に分化したニューロンのみ
がラベルされる。CldU を E12.5 に、IdU を
E16.5に腹腔注射し、E18.5に胎仔を固定し、
組織免疫染色を行った。この実験では、CldU
陽性のニューロンはすでに脳表層に到達し
て移動を止めており、逆に IdU 陽性の皮質板
内に存在するニューロンは移動中であると
考えられる。すると、CldU 陽性の細胞の方が
IdU 陽性の細胞よりもヒストン修飾の染色強
度が強くなることがわかった。また、E12.5
に BrdU を取り込ませた胎仔と E16.5 に BrdU
を取り込ませた胎仔を用意し、それぞれヒス
トン H1 で免疫染色した。すると、ヒストン
修飾での結果と同様、E12.5 に BrdU を取り込
ませた細胞では周りの細胞に比べて染色強
度が強く、逆に E16.5 に BrdU を取り込ませ
た細胞では周りの細胞に比べて染色強度が
弱いことがわかった。これらの結果から、移
動中の未成熟なニューロンが移動を止めて
成熟していく過程でヒストン修飾やヒスト



ンH1の染色強度が上昇することがわかった。 
 ただし、大脳新皮質においては、様々な種
類のニューロンが時期依存的に産生され、そ
れぞれの種類で大まかに II/III、IV、V、VI
と呼ばれる層構造を作ることが知られてい
る(McConnell, 1995)。このため、Birth date 
analysis で観察されたヒストン修飾の染色
強度の変化はニューロンの種類による違い
である可能性がある。しかし、すでに全ての
ニューロンの移動が止まった生後 5 日目
(Postnatal day 5; P5)でヒストン修飾の組
織免疫染色を行ったところ、II/III〜VI まで
いずれの層に存在する NeuN 陽性ニューロン
でもヒストン修飾の染色強度が脳室下帯や
中間帯よりも強いことがわかった。このこと
から、観察されたヒストン修飾の染色強度の
変化はニューロンの種類の違いによるもの
ではないことが示唆された。 
 
 では、どうしてヒストン修飾の染色強度が
ニューロンの成熟に伴って上昇するのだろ
うか。ここでは、少なくとも 2 つの可能性が
あると考えた。1 つは、ニューロンの成熟に
伴ってヒストン修飾やヒストン H1 の量が核
全体で大きく増加した可能性である。2 つ目
は、例えばクロマチンの高次構造が核全体で
大きく変化し、抗体の抗原への接近のしやす
さが変化する可能性である。そこで、まず in 
vitro 初代培養系の細胞を用いてウェスタン
ブロットを行い、ヒストン修飾の量を定量し
た。その結果、ヒストン修飾の量はニューロ
ンの分化、成熟に伴って大きく上昇しないこ
とがわかった。また、細胞内の高次構造がヒ
ストン修飾やヒストン H1 の染色強度の何ら
かの影響を与えている可能性を、抗原腑活
(Antigen retrieval)を用いて検討した。こ
れは、組織免疫染色を行う前に組織切片をオ
ートクレーブすることで、クロマチンなどの
細胞内の高次構造を壊し、抗原の露出具合を
変化させて染色する手法である。その結果、
免疫染色する前にオートクレーブすること
でオートクレーブしないで免疫染色するよ
り脳室下帯、中間帯と皮質板の間の染色強度
の差が小さくなった。この結果は、観察され
た脳室下帯、中間帯と皮質板の間の染色強度
の差は、クロマチンの高次構造の変化による
ものであることを示唆しており、ニューロン
の成熟過程ではクロマチン構造に何らかの
大きな変化が起きている可能性が考えられ
る。 
 
ニューロンの成熟に伴ってクロマチン状態
がグローバルに脱凝集する 
 ヒストン修飾とヒストン H1 の免疫染色の
結果より、ニューロンの成熟過程ではクロマ
チン状態が核全体でグローバルに脱凝集し
ており、その結果抗体のヒストンへの接近し

やすさが上昇して染色強度が上昇するとい
う仮説を立てた。この仮説をより直接的に検
討するために、生化学的な実験を用いてクロ
マチンの凝集状態を検討した。 
 まず行ったのは、ヌクレアーゼによる切断
実験である。この実験では、細胞から核を抽
出した後に適当な濃度のヌクレアーゼで処
理する。もし、クロマチンがあまり凝集して
いない状態であれば、ヌクレアーゼが DNA に
接近しやすいためにより多くの DNAが切断さ
れると考えられる。In vitro 初代培養系の細
胞から抽出した核を、DNaseI と呼ばれるヌク
レアーゼ 100U/ml で 5 分間処理したところ、
溶液中に溶出されるヒストンの量が-FGF で
は 27%であったにも関わらず、+FGF では 6%
であった。また、切断される DNA の量も-FGF
で多くなることがわかった。さらに、MNase
と呼ばれるヌクレオソームの間で DNAを切断
するヌクレアーゼを用いても検討を行った。
すると、やはり 1U/ml の MNase で 5 分間核を
処理すると、-FGF では 84%もの DNA が 2000bp
以下に切断されたにも関わらず、+FGF では
46%しか切断されなかった。これらの結果は、
ニューロンが分化、成熟する過程ではクロマ
チンが核全体で、グローバルにヌクレアーゼ
が接近しやすい状態になることを示唆して
いる。 
 マウスのゲノムのうち遺伝子をコードし
て い る 領 域 は お よ そ 2% 程 度 で あ る
(Waterston et al., 2002)。しかし、ニュー
ロンの成熟に伴ってヌクレアーゼによって
切断されるDNA量や溶出されたヒストンの量
の割合の変化は 20%〜40%程度であることか
ら、今回観察されたクロマチン状態の変化は
遺伝子座におけるクロマチン状態の変化だ
けを反映しているわけではないと考えられ
る。そこで、クロマチンの状態が遺伝子座だ
けでなく、その他の遺伝子間領域でも脱凝集
しているかを、ヌクレアーゼによって切断さ
れた DNA の配列を読むことで検討した。Fig. 
1-9 でモノヌクレオソームまで切断されたと
考えられる 150bp〜200bp 程度の DNA を精製
し、その配列を次世代シーケンサーによって
読んだ。およそ 3.2×107、あるいは 3.5×107
のゲノム上でユニークなタグが、それぞれ
+FGF と-FGF から得られ、これらの配列を、
NCBI version 36 genome sequence assembly
にマップした。するとこれまでの報告通り、
登 録 さ れ て い る 遺 伝 子 の 転 写 開 始 点
(Transcription start site; TSS)付近で、
読まれたタグが濃縮していることがわかっ
た(Boyle et al., 2008; Crawford et al., 
2006a; Crawford et al., 2006b; Gargiulo et 
al., 2009; Sabo et al., 2006) 。また、+FGF
と-FGF で遺伝子の発現状態を、マイクロアレ
イを用いて検討したところ、より多く発現し
ている遺伝子ではTSS付近でタグが濃縮して



いる割合が高かった(Boyle et al., 2008) 。
これらの結果によって、MNase による切断実
験がゲノムをランダムに切断しているわけ
ではなく、より開いた、脱凝集したゲノム領
域を切断していることが確認できた。このと
き、遺伝子のエクソンとイントロン、2kbp 上
流と下流を含む遺伝子領域と、それ以外の遺
伝子間領域で読まれたタグの割合は+FGF と
-FGF でほとんど変化しなかった。+FGF では
56%のタグが、-FGF では 54%のタグが遺伝子
領域にマップされた。この結果は、ニューロ
ンの成熟に伴って遺伝子領域に加えて遺伝
子間領域でもクロマチンが脱凝集し、MNase
が接近しやすくなったことを示唆している。
よって、ヌクレアーゼによる切断実験で観察
されたクロマチン状態の変化は、ニューロン
の分化、成熟に関連する遺伝子座の変化だけ
ではなく、遺伝子間領域も含んだよりゲノム
ワイドでグローバルな変化であると考えら
れる。 
 
 さらにクロマチンの状態を検討するため
に、塩によるヒストンの溶出実験を行った。
この実験では、細胞から抽出した核を適切な
塩濃度で処理をして溶出されるヒストンの
量を定量する。これによって、ヒストンが静
電的にどの程度強くDNAやその他のクロマチ
ン分子と結合しているかを知ることができ
る。その結果、-FGF では H2A、H2B、H3、H4
のコアヒストンが+FGF よりも多く溶出され
ることがわかった。1M の塩化ナトリウムで溶
出されたヒストン H2A とヒストン H2B の量は、
-FGF では 42%であったにも関わらず、+FGF で
は 18%しか溶出されず、ヌクレアーゼによる
切断実験同様、遺伝子座での変化だけでは説
明できない程度にヒストンの溶出量が変化
することがわかった。この結果は、ニューロ
ンの成熟に伴ってクロマチンの静電的な結
合状態が弱くなっていることを示唆してい
る。 
 ES 細胞などの系では、クロマチン状態がグ
ローバルに変化するのに伴って、核の大きさ
やクロモセンターの数や大きさが変化する
ことが知られている。このため本研究でもそ
ういった変化が観察されるかについて、
Hoechst 染色を行って検討した。すると、予
備的な結果ではあるが、核の大きさはほとん
ど変化しなかったのに対して、クロモセンタ
ーの数は 10個から 12個程度に増加すること
がわかった。 
 本研究で用いている in vitro 初代培養系
では、+FGF では-FGF よりも細胞の増殖が盛
んであるために、増殖細胞の割合の変化のた
めにクロマチン状態が異なるという可能性
が考えられる。これは、M 期の細胞では染色
体が非常に凝集しているからである。しかし、
M 期の細胞の割合を Hoechst 染色によるクロ

マチンの凝集を指標に算出したところ、M 期
の細胞は+FGF でも約 2%しかいなかった。こ
のことは、ニューロンの成熟に伴ってヌクレ
アーゼによる切断のされやすさが変化する
のは、少なくとも M 期の細胞の割合が変わっ
たからではないことを示唆している。 
 
 次に、in vitro 初代培養系の細胞で観察さ
れたようなクロマチン状態の変化が、in vivo
でも観察されるかを検討した。E16.5 のマウ
ス胎仔大脳新皮質を、顕微鏡下で皮質板と中
間帯の間で分け、皮質板と脳室帯〜中間帯の
細胞の間でクロマチン状態を比較した。まず、
この解剖によって皮質板と中間帯の間を適
切に分けられているかを、解剖した直後の細
胞を培養皿にまいて、脳室帯〜中間帯あるい
は皮質板のマーカーで染色して確認した。す
ると、脳室帯のマーカーであるNestinやSox2、
脳室帯〜中間帯のマーカーである Ki67 や
Tbr2 陽性細胞が脳室帯〜中間帯に濃縮され
ていた。逆に、皮質板のニューロンのマーカ
ーである Map2 や V 層ニューロンのマーカー
であるCtip2陽性細胞が皮質板に濃縮されて
いた。これらの細胞を用いて、ヌクレアーゼ
による切断実験を行ったところ、皮質板由来
の細胞において 5U/ml の MNase によって切断
される DNA は 60%であったにも関わらず、脳
室帯〜中間帯由来の細胞では 23%であった。
また、塩による溶出実験を行ったところ、皮
質板由来の細胞で 1M の塩化ナトリウムで溶
出されるヒストンは 67%であったにも関わら
ず、脳室帯〜中間帯由来の細胞では 24%であ
った。これらの結果は、in vivo においても
in vitro と同様、ニューロンの成熟に伴って
クロマチン状態がグローバルに脱凝集する
ことを示唆している。 
 
ニューロン分化過程でメジャーサテライト
を含む領域はエンドンヌクレアーゼに対す
る感受性が上昇する 
メジャーサテライト領域は構成的ヘテロク
ロマチンを形成し凝集した構造を取ること
が知られている。そこで、ニューロン分化過
程でメジャーサテライト領域のクロマチン
状態を in vitro 初代培養系を用いて検討し
た。胎生 11.5 日目(E11.5)マウス大脳新皮質
より採取した神経系前駆細胞を FGF2 と EGF
存在下で３日間浮遊培養した後、１日 FGF2
を含む条件で単層培養した。その後、FGF2 存
在下で３日間(+FGF2,3d)もしくは非存在下
で ３ 日 間 (-FGF2,3d) ま た は ７ 日 間
(-FGF2,7d)培養した。この培養系において、
FGF2 存在下では神経系前駆細胞は未分化性
を保持したまま増殖する。一方 FGF2 非存在
化では、神経系前駆細胞は細胞周期を停止し
ニューロン分化が促進される。 
まず、最初に細胞より単離したクロマチン画



分を制限酵素 MvaI で処理し、エンドヌクレ
アーゼに対する感受性の検討を行った。メジ
ャーサテライトはタンデムな反復配列によ
り構成され、１繰り返し単位中に MvaI によ
る切断部位が１か所だけ存在する。したがっ
てメジャーサテライト領域は MvaI によって
切断されると、234 の整数倍のラダー状のバ
ンドとして検出されると予想される。一般に
クロマチンが凝集した構造を形成している
と制限酵素による切断を受けにくくなると
考えられることから、ラダー状のバンドの濃
さからクロマチンの凝集状態を検討するこ
とができると考えられる。 +FGF2,3d、
-FGF2,3d、-FGF2,7d の条件を比べると、
-FGF2,3d、-FGF2,7d の分化条件時に+FGF2,3d
の時よりラダー状のバンドが濃く観察され
た(Figure 1-1-C)。メジャーサテライト領域
は一般に凝集した構造を取るとされている
が、この結果からニューロン分化に伴って、
クロマチンが脱凝集する可能性が示唆され
た。 
 
ニューロン分化過程でメジャーサテライト
に由来する FISH のシグナルの変化は観察さ
れなかった 
クロマチンの構造を検討する手法としては
エンドヌクレアーゼを用いた生化学的な実
験 以 外 に 、 Fluorescence in situ 
hybridization(FISH)による方法も知られて
いる。そこで、今度はニューロン分化に伴う
メジャーサテライトのクロマチン構造の変
化を FISH により検討した。メジャーサテラ
イ ト に 対 す る DNA プ ロ ー ブ は
digoxigenin(DIG)により標識し、抗 DIG 抗体
にて検出した。+FGF2,3d、-FGF2,3d、-FGF2,7d
の各種条件で培養した細胞に対し FISH の実
験操作を行った。その結果、顕微鏡下の観察
では、各条件でニューロンマーカーβⅢ
-tubulin 陽性細胞と陰性細胞あるいは培養
期間の長短による FISH のシグナルに違いは
ほとんど無かった。ニューロン分化過程では、
少なくとも FISH で観察されるようなレベル
ではメジャーサテライトに変化は起きてい
ないと考えられる。 
 
ニューロン分化に伴いヒストン H3K4 トリメ
チル化修飾がクロモセンターに局在するよ
うになる 
次に、メジャーサテライト領域のクロマチン
の状態がどのような因子により制御される
かを免疫細胞染色により調べた。一般に、メ
ジャーサテライトはヘキストのシグナルが
強く検出される領域（クロモセンター）に含
まれることが既に知られている（Solovei et 
al., 2009）。このことからクロモセンターを
メジャーサテライトが存在する領域の指標
として、メジャーサテライト領域のクロマチ

ンの状態を制御する因子を検討した。実際に
染色を行ったのは、ヘテロクロマチン領域に
局在することが知られているヒストン H3K9
トリメチル化修飾(H3K9Me3)、ヘテロクロマ
チンタンパク質 HP1α、HP1β、HP1γと転写
の活性化と関係のあるヒストン H3K4 トリメ
チル化修飾(H3K4Me3)である。この実験では
ニューロンマーカーdoublecortin (DCX)、ア
ストロサイトマーカーglial fibrillary 
acidic protein (GFAP)を共染色し個々の細
胞の種類を特定したうえで目的タンパク質
の局在を評価した。 
まず H3K4Me3 に対する抗体を用いて、その局
在の変化を調べた。すると H3K4Me3 は DCX、
GFAP 共陰性の神経系前駆細胞では核全体に
拡散して存在したのに対し、DCX 陽性のニュ
ーロンにおいては、クロモセンターに強く局
在していた。このとき各培養条件中の各種細
胞におけるH3K4Me3の染色パターンを定量し
たところ、確かに、+FGF2,3dの条件での DCX、
GFAP 共陰性の神経系前駆細胞と考えられる
細胞においては、そのほとんどでH3K4Me3は、
核全体に拡散して存在していた。一方、
-FGF2,3d、-FGF2,７d の条件で DCX 陽性のニ
ューロンにおいては、H3K4Me3 がクロモセン
ターに強く局在する傾向が見られた。また、
GFAP陽性細胞においてもH3K4Me3はクロモセ
ンターに強く局在していた(data not shown)。 
ところで、増殖因子 FGF2 は rRNA の転写など
に関わることが知られており（Zhao et al., 
2003; Sheng et al., 2005）、H3K4Me3 の局在
の変化は単に FGF2 の有無に起因する可能性
も充分考えられる。しかしながら、+FGF2,3d、
-FGF2,3d、-FGF2,7d のいずれの培養条件でも、
DCX 陽性のニューロンで、H3K4Me3 がクロモ
センターに強く局在するという傾向が見ら
れたことから、FGF2 の有無ではなくまさにニ
ューロン分化により、H3K4Me3 の局在の変化
が起きたと考えられる。一般にヒストン
H3K4Me3 は、ユークロマチン領域に存在し転
写の活性化と関係があると考えられている。
一方で、メジャーサテライト領域を含むクロ
モセンターは、ヘテロクロマチンを構成し転
写が抑制されている。したがって、H3K4Me3
がニューロンでクロモセンターに強く局在
するという今回の結果は非常に驚きであっ
た。 
 
ニューロン分化過程で H3K9 トリメチル化修
飾のクロモセンターへの局在は変化しない 
次にヘテロクロマチンのマーカーである
H3K9Me3 について検討した。その結果、
H3K9Me3 は+FGF2,3d、-FGF2,3d、-FGF2,7d の
いずれの条件でも DCX、GFAP の陽性陰性にか
かわらず、クロモセンターに局在していた。
したがって少なくとも免疫染色のレベルで
はニューロン分化過程においてH3K9Me3に局



在の変化は起きていないと考えられる。 
 
FGF2 欠損条件で HP1β/γがクロモセンター
上に観察される細胞の割合が増加する 
続いて、ヘテロクロマチンの制御因子 HP1α、
HP1β、HP1γについても同様に検討した。HP1
タンパク質はクロモドメインにより H3K9Me
を認識し、主にヘテロクロマチンに局在する
ことから、元々は発現の抑制に関与すると考
えられていた。しかしながら最近では転写の
活性化にも寄与するという例も報告されて
いる（Vakoc et al., 2005; Kwon et al., 2010）。
これらのことからHP1の局在の変化によって
メジャーサテライト領域の凝集状態の変化
がもたらされた可能性を検証した。 
まず、HP1αに対して染色を行ったところ、
ニューロン分化で HP1αの局在に大きな変化
は観察されなかった。ただ、DCX 陽性細胞、
陰性細胞どちらにおいても一部のシグナル
はクロモセンター上に検出されたり、一部の
DCX 陽性細胞では HP1αは foci 状に染色され
クロモセンターに共局在していたりしたこ
とから、少なくとも一部の細胞集団では HP1
αがメジャーサテライト領域のクロマチン
状態の変化を制御する可能性は充分に考え
られる。 
次に HP1βに関して染色を行ったところ、DCX、
GFAP 共陰性細胞においてクロモセンターと
排反であるのに対し、DCX 陽性細胞ではシグ
ナルの一部がクロモセンターと重なって観
察されるという傾向が見られた。また、一部
のDCX陽性細胞ではHP1βはfoci状に染色さ
れクロモセンターに共局在していた。このこ
とから HP1βのクロモセンターへのリクルー
トが、ニューロン分化過程でのメジャーサテ
ライト領域のクロマチン状態の変化を制御
する可能性が示唆された。 
最後に HP1γについてその局在を検証したと
ころ、DCX、GFAP 共陰性細胞において主にク
ロモセンター以外の領域からシグナルが検
出された。一方 DCX 陽性細胞ではシグナルの
一部がクロモセンターと重なって観察され
た。また、一部の DCX 陽性細胞では foci 状
に染色されクロモセンターに共局在してい
た。このとき、クロモセンター上に HP1γの
シグナルが観察されるかどうかという基準
で、各培養条件中の各種細胞における HP1γ
の染色パターンを分類し定量した。すると
-FGF2,3d、-FGF2,7d の DCX 陽性細胞と比べて
+FGF2,3dの培養条件でのDCX陽性細胞で、HP1
γがクロモセンター上に観察される細胞の
割合が 25%程度少なかった。しかし+FGF2, 3d 
の条件で DCX、GFAP 共陰性細胞よりも DCX 陽
性細胞で HP1γがクロモセンター上に観察さ
れる細胞の割合が多かった。このことから、
ニューロン分化で見られる HP1γの局在の変
化の少なくとも一部は FGF2 に依存せずに起

きていると考えられる。つまりニューロン分
化により何らかのメカニズムで HP1γがクロ
モセンターにリクルートされ、メジャーサテ
ライト領域のクロマチン状態が変化した可
能性が示唆された。また、DCX 陽性細胞の中
でも HP1γの染色のされ方が一通りでなかっ
たことから、ニューロンのサブタイプによっ
て HP1γの機能が異なる可能性が考えられる。 
 
ニューロン分化に伴い、メジャーサテライト
由来の転写産物が増加する 
一般的にヒストンH3K4トリメチル化修飾は、
転写の活性化と関係があるとされることか
ら、次にメジャーサテライト領域の転写状態
を調べた。 
まず in vitro 初代培養系にて+FGF2,3d、
-FGF2,3d、-FGF2,7d の３種類の条件で培養し
た細胞より RNA を抽出し、メジャーサテライ
トの転写産物を定量的逆転写PCR法にて解析
した。その結果+FGF2,3d と比べ-FGF2,3d、
-FGF2,7d の条件でメジャーサテライトの転
写量が増加することが分かった。 
 続いて in vivo での転写状態を検討した。
妊娠 16.5 日目のマウス胎仔大脳新皮質より
脳室帯から中間帯(VZ-IMZ)と皮質板(CP)を
切り出した後、メジャーサテライトの転写産
物を定量的逆転写 PCR 法にて解析した。する
と神経系前駆細胞が多く存在する VZ-IMZ よ
りもニューロンが多く存在する CP で、メジ
ャーサテライトの転写産物が多いというこ
とが分かった。このことから in vitro、in 
vivo 両方において、ニューロン分化に伴いメ
ジャーサテライトの転写産物の量が増加す
ることが示唆された。 
 
ニューロン分化過程で、メジャーサテライト
は向き特異的に転写される 
初めに述べたように、メジャーサテライトは
AT リッチなタンデムリピート配列である。し
たがって、そこから転写される RNA には、A
リッチなものとUリッチなものが考えられる。
また、転写されるユニット数もさまざまなも
のが想定される。しかしながら定量的逆転写
PCR の実験では実験の性質上、転写産物の向
きと長さを調べることができなかった。そこ
で、向き特異的なリボプローブを設計しノザ
ンブロッティングによりこれらについて検
討した。すると A リッチ、U リッチな転写産
物はいずれも+FGF2,3d と比べて-FGF2,3d の
条件の方でシグナルが強く検出された。この
ことは先ほどの定量的逆転写PCRの結果と合
致する。また A リッチ、U リッチな転写産物
いずれもシグナルは1.5kb付近を中心にスメ
ア状に観察された。つまりタンデムリピート
配列の約７ユニット分程度が転写されてい
ると考えられる。さらに転写産物の向きに関
しては、U リッチな転写産物の方が A リッチ



なものより多く存在するということが分か
った。この結果から、メジャーサテライトの
転写が向き特異的に制御されている可能性
が示唆された。 
 
神経系前駆細胞にてメジャーサテライトの
転写産物をノックダウンすると、DCX 陽性細
胞の割合が増加する 
メジャーサテライトの転写産物は初期発生
に必要であることが示唆されている(Probst 
et al. 2010)。そこで大脳新皮質発生におい
ても、転写産物が機能的かどうかを検討した。
これまでの報告から転写産物は主に核内に
存在すると考えられている。そこで核内の
RNA のノックダウンに効果的であるとされて
いるアンチセンスオリゴヌクレオチドを用
いて、ノックダウン実験を試みた。胎生 11.5
日目のマウスより採取した神経系前駆細胞
を FGF2 と EGF 存在下で 3 日間浮遊培養した
後(3DIV)、エレクトロポレーション法により
アンチセンスオリゴヌクレオチドを細胞に
導入した。その後 2 日間浮遊培養し、定量的
逆転写 PCR 法により解析を行った。用いたア
ンチセンスオリゴヌクレオチドは Probst et 
al., 2010 で用いられているものと同じ配列
を設計した。またエレクトロポレーション時
には、赤色蛍光タンパク質 mCherry の発現ベ
クターも同時に細胞に導入し、mCherry 陽性
細胞をアンチセンスオリゴヌクレオチドが
導入された細胞と判断した。このとき、A リ
ッチな転写産物と相補的なアンチセンスオ
リゴヌクレオチドとUリッチな転写産物と相
補的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを
同時に導入した。その結果、一般に核内の RNA
はノックダウンが容易ではないとされてい
るが、メジャーサテライトの転写産物を細胞
集団全体で 20〜30%ほどノックダウンするこ
とができた。エレクトロポレーションの効率
が 40〜80%程度であることを考慮すると、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチドが導入され
た細胞ではある程度ノックダウンされてい
た計算となる。このとき、神経系前駆細胞で
の発現が知られている遺伝子の転写量を同
時にいくつか調べてみた。すると、予備的で
はあるがメジャーサテライトの転写産物の
ノックダウンにより神経系前駆細胞マーカ
ーNestin、神経系前駆細胞の増殖•分化の制
御因子 Pax6 の転写量が減少していた。この
ことは、メジャーサテライトの転写産物が何
らかのメカニズムにより Nestin、Pax6 の転
写を制御している可能性を示唆している。 
続いて、ノックダウンの影響を免疫細胞染色
により検討した。胎生 11.5 日目のマウスよ
り採取した神経系前駆細胞を FGF2 と EGF 存
在下で 3 日間浮遊培養した後、エレクトロポ
レーション法によりアンチセンスオリゴヌ
クレオチドを細胞に導入した。その後、FGF2

と EGF 存在下で 2 日間浮遊培養し、FGF2 存在
下で３日間単層培養した。そして細胞を固定
しmCherry陽性細胞中のニューロンマーカー
DCX 陽性細胞の割合を調べた。このときも、
先ほどと同様、A リッチな転写産物と U リッ
チな転写産物を同時にノックダウンするこ
とを試みた。すると、コントロールと比べて
メジャーサテライトの転写産物をノックダ
ウンした細胞において、DCX 陽性細胞の割合
が増加する傾向が見られた。このことは、メ
ジャーサテライトの転写産物がニューロン
分化を抑制する可能性を示唆している。以上
のことから、メジャーサテライトの転写産物
が神経系前駆細胞の未分化性に関与する可
能性が示唆された。 
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