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研究成果の概要（和文）： 
	 転写因子 Hesは、周期的に発現を振動させてリズムを刻み、個体発生のタイミングを制御す
ると考えられてきた。リズムを刻むためには Hesの速やかな分解が必要だが、その分解がどの
ように制御されているのか、また Hesのリズムが実際にどのように細胞分化を制御しているの
かは分かっていなかった。まず、Hes7タンパク質の分解について検討を行い、いくつかのアミ
ノ酸がタンパク質分解だけではなく Hes7 の機能に必須であることを明らかにした。また、マ
ウス胚性幹(ES)細胞において Hes1の発現量が３−５時間の周期で振動（オシレーション）して
おり、Hes1 の発現量に応じて分化の方向が異なること（Hes1 が高い細胞は初期中胚葉に、低
い細胞は神経に分化すること）を見いだした。さらに、Hes1の発現を完全に失った ES細胞は、
高い効率で均一に神経系に分化することを明らかにした。遺伝的に均一な集団である ES 細胞
が、Hesのリズムを利用して様々な細胞に分化する能力を調節していることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 The basic helix-loop-helix (bHLH) gene Hes is expressed in an oscillatory manner and regulates the 
differentiation timings at developmental stages. Oscillatory expression of Hes depends on rapid 
degradation of the gene products, but the precise mechanisms of both how the degradation of Hes 
protein are regulated and how the timings of cell differentiation are regulated by Hes oscillation remain 
unclear. First, we found that some lysine residues are essential not only for the instability of Hes7 
protein but also for the transcriptional repressor activity. Second, we found that expression of Hes1 
oscillates in mouse embryonic stem (ES) cells every 3-5 hours. ES cells expressing low and high levels 
of Hes1 tended to differentiate into neural and mesodermal cells, respectively. Furthermore, inactivation 
of Hes1 facilitated neural differentiation more uniformly at earlier time. We revealed that the cyclic 
expression of Hes1 gene contributes to heterogeneous differentiation of homogenous ES cell 
populations. 
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１．研究開始当初の背景 
	 幹細胞に発現している転写因子 Hesは周期
的に発現が振動して、発生のタイミングを制
御すると考えられてきた。Hes の周期的な発
現振動にはネガティブフィードバックと Hes
遺伝子産物の速やかな分解が必須である。し
かし、どのように Hesタンパク質の分解が制
御されているのか、また Hesの振動が実際ど
のように細胞分化を制御するのかは全く明
らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
	 細胞内でどのように Hesの分解が制御され
ているのか、また Hesの振動がどのように幹
細胞の分化を制御しているのかを明らかに
する事を目的とした。言い換えると、Hes の
振動を支える細胞システム、ならびに、Hes
の振動と幹細胞分化の関係を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
平成２０年度 
	 Hes7タンパク質はユビキチン化されプロ
テアソームにより分解される。そこでユビキ
チン化を受けると予想されるリジン残基を
それぞれアルギニンに変換した変異体タン
パク質(K14R, K17R, K22R, K52R, K55R, 
K129R, K211R)を用いてユビキチン化のター
ゲットとなるアミノ酸残基の探索とこれら
の変異体の性質を解析した。 
平成２１年度	  
	 幹細胞のモデルとして ES 細胞を用い、
Hes1の発現を、免疫染色、一細胞からのリア
ルタイム PCR、Hes1の発現をルシフェラーゼ
で可視化できるレポーター細胞を用いたリ
アルタイムイメージングにより解析した。転
写因子 Hes1 が転写を制御する下流遺伝子を
DNA アレイを用いて同定した。Hes1 の遺伝
子座に蛍光タンパク質を導入し Hes1 タンパ
ク質レベルを可視化した細胞を用いて Hes1
の発現量の高い細胞と低い細胞を分け、分化
の性質を調べた。また、Hes1ノックアウト細
胞を作製して解析した。 
 
４．研究成果 
	 Hes7 の不安定性に必須のリジン残基を複
数個(K14, K22, K52, K55)同定することが出
来た。K22, K52, K55はリプレッサー活性を失
っていることが分かった。全ての変異体で、
細胞内での核局在のパターンやホモ二量体
化に異常は見られなかったが、K22R, K55R
変異体ではターゲット DNA 配列への結合能
力が低下し、K52R 変異体では、野生型に比
べて他の Hes family遺伝子との相互作用が強
く、おそらく不活性なヘテロ二量体を作りや
すいことが分かった。これらの発見は、Hes7
の 22 番目、52 番目、55 番目リジン残基は、

タンパク質分解だけではなく Hes7 の機能発
現に必須であることを明らかにした。 
 
	 次に、ES細胞において Hes1が、ES細胞内
で３−５時間の周期で発現振動（オシレーシ
ョン）することを見いだした。Hes1の下流因
子からその振動を制御する分子の同定を試
みた結果、Hes1の分解に関与すると思われる
いくつかの因子を同定することが出来た。同
時に、細胞周期の G2/M 期のインヒビターで
ある Gadd45g や神経分化に必須とされる
Notch シ グ ナ ル の リ ガ ン ド で あ る
Delta-like1(Dll1)が同定されたので、Hes1の発
現振動と分化との関連を調べた。まず、これ
らの下流因子の発現もダイナミックに変動
していることが分かり、その発現変動が細胞
の分化能力に影響すると予想された。そこで、
Hes1 の発現レベルが高い細胞と低い細胞を
分離した結果、Hes1タンパク質の発現が高い
細胞は初期中胚葉に、発現が低い細胞は神経
に分化する傾向があった。この結果は、分化
誘導時の Hes1 の発現レベルによって、その
後の分化の方向性が決定されることを示す。
さらに、Hes1ノックアウト ES細胞株を作成
し、神経への分化誘導を行った結果、高い効
率で均一に神経系に分化した。以上の発見に
より、Hes1の短周期のオシレーションによっ
て、様々な分化ポテンシャルをもつ ES 細胞
が作られ、幹細胞の不均一な分化に寄与する
ことを見いだした。遺伝子の発現振動は、同
じ遺伝的背景を持つ ES 細胞が、多様な細胞
分化を可能にする基本メカニズムの一つで
あると考えられた。 
 

（図）ES細胞における Hes1の発現振動は分
化シグナルに対して多様な応答を可能にす
る。分化誘導時に Hes1 タンパク質の発現が
低いと神経系へ、高いと中胚葉に分化する。 
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