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研究成果の概要（和文）：我々は、抑制型の転写因子Hes1がES細胞内で周期的に発現振動（オシレーション）し、マウ
スES細胞分化のタイミングや運命決定に寄与している事を見いだしてきた。本研究課題により、１，Hes1の発現レベル
が高く、Hes1がオシレーションしていないマウスES細胞では、Notchシグナルが抑制され、中胚葉分化が昂進する事、
２，ヒトES細胞、iPS細胞においても、マウスES細胞と同様に、Hes1の発現レベルの低下によって神経分化が昂進する
事、３，Hes1タンパク質を安定化する脱ユビキチン化酵素を同定し、その脱ユビキチン化酵素がHes1の安定化を介して
幹細胞の神経分化を制御すること、を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Embryonic stem (ES) cells display heterogeneous responses upon induction of differ
entiation. We have shown that Hes1 expression oscillates in mouse ES cells and that this oscillating expre
ssion contributes to the heterogeneous responses. We found the following three results supported by this g
rant. 1. We found that Hes1 acts as an inhibitor but not as an effector of Notch signaling in ES cell diff
erentiation and that sustained Hes1 expression promotes the preference for the mesodermal rather than the 
neural fate by suppression of Notch signaling. 2. We found that Hes1 depletion enhances the neural differe
ntiation in both human ES and iPS cell lines as well as mouse ES cell lines. 3. We searched new regulators
 of Hes1 oscillation from affinity-purified proteins with Hes1 from mouse ES cells and found that the deub
iquitinases stabilize Hes1 protein via removing ubiquitin molecules from Hes1, modulate Hes1 oscillation a
nd regulate the neuronal differentiation of neural stem cells.
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１．研究開始当初の背景 
（１）近年、胚性幹(ES)細胞から様々な種類
の細胞を分化誘導する方法が確立されてき
た。しかし、いずれの系においても、ES細胞
は均一に分化するのではなくばらばらに分
化してゆく。たとえば、ES 細胞から神経細
胞を分化誘導する条件下では、神経幹細胞の
マーカータンパク質 Sox1 や Nestin を発現す
る細胞が次第に現れるが、その分布やタイミ
ングは多様であり、さらに、未分化な状態を
維持し続ける細胞、他の性質を持つ細胞に分
化してしまう細胞も共存する。そのため、純
粋な分化細胞を得るには、セルソーターによ
る純化作業等が必要となる。この様な ES 細
胞分化の不均一性は長年観察されていたも
のの、そのメカニズムは全く分かっていなか
った。 
 
（２）bHLH ファミリーに属する抑制型の転
写因子 Hes1 は、様々な細胞においてその発
現を振動（オシレーション）させることが明
らかになっていた。しかし、一方で、細胞が
休眠状態を維持するには常に高レベルの
Hes1の発現が必須であり、発現が低いと老化
や分化が進行することが報告されている。ま
た、発生期の脳組織の構造を維持する（増殖
していない）境界領域の細胞では一様に強く
Hes1 の発現がみられることが報告されてい
る。これらの細胞では、Hes1の発現は振動し
ていないと予想される。つまり、細胞は Hes1
の振動を維持したり失わせたりすることに
よって、細胞の性質を調節している可能性が
考えられる。細胞内転写因子の発現や活性の
動態変動による細胞機能調節は、NF-κBの核
内外の移動によるオシレーションでも報告
されている。しかし、Hes1の振動を制御する
細胞内の分子機構はほとんど明らかになっ
ていない。 
 
２．研究の目的 
	
 我々は、ES細胞において Hes1が 3-5時間
の周期で発現振動（オシレーション）してい
ること、オシレーションが細胞間で同調して
いないために、細胞間で不均一な発現量を示
すことを見いだしていた。また、このオシレ
ーションは Hes1 が発現を制御する下流遺伝
子の発現変動を引き起こし、ES細胞の分化の
タイミングや運命決定を調節していること
を明らかにしていた（図１）。さらに、Hes1
の振動を失ったHes1のノックアウト ES細胞
では、約 100%の効率で神経系に分化誘導す
ることを見いだしていた。これらの結果は、
Hes1 の短周期のオシレーションが、幹細胞
の不均一性を維持するメカニズムの一つで
あること、また、様々な分化ポテンシャルを
もつ細胞を共存させることによって、一つの
外界シグナルに対して、多様な細胞応答を可
能にする戦略となりうることを示していた。
これらの成果を元に、以下の点に着目して研
究を行った。 

（１）マウス ES細胞を用い、Hes1の発現を
人為的に操作することによって、幹細胞を神
経系以外の細胞（中胚葉や内胚葉）にも均一
に分化できるかどうかを検討した。 
（２）ヒトの ES 細胞、iPS 細胞でも、Hes1
のレベルを操作して細胞分化を操作できる
かどうかを検証し、効率的かつ均一な幹細胞
分化の方法を確立することを試みた。 
（３）Hes1のオシレーションを支える細胞内
の分子機構を明らかにし、明らかになった分
子機構を利用して Hes1の発現動態を操作し、
細胞分化を制御する方法の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）Hes1 を均一に持続発現するマウス ES
細胞を作成し、その分化の傾向や分化を制御
する分子機構を調べた。どの発生のステージ
でも構成的に発現する Rosa プロモーター下
にHes1を導入したノックイン ES細胞を用い
て、分化の程度や下流のシグナル経路を解析
した。 
 
（２）ヒト iPS細胞、ヒト ES細胞で Hes1の
ノックダウンを行い、Hes1の発現レベルを低
下させ、神経分化を効率よく誘導できるかど
うかを調べた。ヒト細胞への遺伝子導入には、
導入効率の良いレンチウイルスを用いた。 
 
（３）Hes1のオシレーションは Hes1タンパ
ク質の安定性に依存する。Hes1タンパク質の
安定性を制御し、Hes1オシレーションを制御
する因子の同定を以下の手法で試みた。 
①Hes1 の特異抗体を用いたアフィニティ精
製を行い、Hes1タンパク質と相互作用するタ
ンパク質因子をマウス ES 細胞から抽出し、
プロテオーム解析で同定した。②発現がオシ
レーションする転写因子では、転写ネットワ
ーク内に自らの振動を制御する管理システ
ムの存在が示唆されている。例えば、転写因
子 p53 では、その下流遺伝子産物である
Mdm2がユビキチン付加酵素として p53タン
パク質を不安定化し、その振動を制御する。
我々は、ES 細胞を用いた転写産物の Gene 
Chip 解析、クロマチン免疫沈降産物の tiling 
array解析(ChIP-chip)により、Hes1により直接
制御される遺伝子群を既に同定していた。 
①②の解析で同定された候補因子の中から、
Hes1 タンパク質の安定性に関わると考えら
れる因子をピックアップし、培養細胞におけ
る強制発現やノックダウンによる変化を解
析した。また、効果のある因子について、神
経幹細胞へ遺伝子導入を行い、分化の影響を
調べた。遺伝子導入には、マウス胎児脳組織
内の神経幹細胞へのエレクトロポレーショ
ン法を利用した。Hes1 の振動の解析には、
Hes1 の発現をルシフェラーゼで可視化でき
る培養繊維芽細胞を用いたリアルタイムイ
メージング、並びに、血清刺激による発現振
動の継時的観察を行った。 
	
 



４．研究成果	
 
（１）Hes1 を均一に高発現しているマウス
ES 細胞株を用い、Hes1 の発現レベルが一定
で高い状態では、ES細胞は中胚葉分化へ向か
うこと、しかし、機能細胞への最終分化には
Hes1 レベルの減少が必要であることを明ら
かにした。また、Hes1は Notchシグナル下流
で機能するエフェクターであるが、ES細胞で
は、Hes1は Notchシグナルを負に制御するイ
ンヒビターとして機能して、Notch シグナル
を介した分化の運命決定を制御しているこ
とを明らかにした(Genes to Cells, 2010)。Hes1
の発現振動がどのように幹細胞分化の運命
決定に寄与しているのか、その分子メカニズ
ムを明らかにすることができた（図２）。 

図１. ES細胞分化と Hes1オシレーション 

 
図２. Hes1は Notchシグナルを抑制し、ES細
胞から中胚葉前駆細胞への分化を促進する 
 
（２）ヒト ES 細胞、ヒト iPS 細胞において
も、ノックダウンにより Hes1 の発現レベル
を低下させると、神経系に、より分化しやす
いことを明らかにした(Genes, 2011)。ヒトに
おいてもマウスと同様に、ES細胞、iPS細胞
における Hes1 の発現レベルが、神経分化効
率に寄与している事を示した。Hes1の発現振
動が、ヒト幹細胞においても、分化の多様性
に寄与することを示唆する結果である。 
 
（３）Hes1タンパク質はユビキチン化を受け
てプロテアソームによって分解される。前述
の手法により同定された候補遺伝子の中か
ら、ユビキチン・プロテアソーム系に関わる
因子をピックアップして解析を行った。その
結果、ある脱ユビキチン化酵素が、細胞内で
Hes1タンパク質と相互作用して、その脱ユビ
キチン化を促進し、Hes1タンパク質を安定化
していることが分かった。培養繊維芽細胞に
おいて、同定された脱ユビキチン化酵素ホモ

ログをノックダウンすると、Hes1タンパク質
が不安定化し、Hes1オシレーションが減弱す
ること、オシレーションしている細胞でもそ
の周期が長くなることが分かった。さらに、
胎児脳組織内の神経幹細胞において、脱ユビ
キチン化酵素のノックダウンにより、神経分
化の昂進が観察され、一方、脱ユビキチン化
酵素の強制発現により、神経分化が抑制され
ることが分かった。以上の結果から、Hes1タ
ンパク質の翻訳後修飾による安定性制御が、
Hes1 のオシレーションや幹細胞分化に重要
な役割を持つことが明らかになった。この結
果から、Hes1のオシレーションを制御する細
胞内の分子機構の一つを明らかにする事が
出来た（投稿中）。 
今後、同定された他の因子の解析も行い、そ
の機能と幹細胞分化における Hes1 オシレー
ション制御について解析を進め、その分化制
御機構を明らかにしていく予定である。 
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