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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者等が同定した大脳形成初期の神経幹細胞の維

持に必須なNotch下流の新規因子Neproの作用機作と発現制御の解析を行った。Neproの機能ドメ

インを解析した結果、種間で保存されたC末端領域とその内部の核移行シグナルがNeproの機能

に重要であることが明らかとなった。さらに、Neproの発現制御領域の解析により、Nepro遺伝子

の上流に大脳神経幹細胞での発現を制御する領域が存在することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：In a previous study, we identified Nepro, a gene expressed in the developing 
mouse neocortex at early stages and showed that Nepro is involved in the maintenance of NPCs 
downstream of Notch.  In this study, we examined whether the conserved parts of Nepro are important 
for its activity by transfecting deletion mutants into NPCs.  In contrast to full-length Nepro, the mutant 
lacking conserved C-terminat part of Nepro did not inhibit neuronal differentiation, suggesting that this 
region is required for Nepro function.  Furthermore, Nepro mutant in which the NLS is disrupted by 
amino acid substitutions did not exhibit Nepro activity, suggesting that the NLS is important for Nepro 
function.  To search for regulatory regions responsible for Nepro expression in early NPCs, we 
constructed reporter vectors carrying parts of the Nepro genome. We electroporated them into the 
embryonic mouse brain and identified a regulatory region located upstream of Nepro, which directs Nepro 
expression in the early NPCs. 
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類の高次脳機能を担う大脳皮質は入力

と出力を分担する六つの神経細胞層から成る。

大脳発生過程においてはこれらの神経細胞が

正しく生み出されることが必須である。大脳皮

質の神経細胞は脳室沿いに存在する神経幹

細胞と呼ばれる多分化能と自己複製能を持つ

細胞から生み出される。神経幹細胞はくり返し

分裂し、発生の早い時期に下層の神経細胞を

生 み 出 し た の ち 、 順 に 上 層 へ 向 か っ

て’inside-out’方式で異なる層の神経細胞を生

み出す。細胞移植の実験から、神経幹細胞は

時間経過に伴って性質が変化し、分化能力が

減衰することにより、生み出す神経細胞の種類
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図１． 初期神経幹細胞
を維持する機構
(Muroyama and Saito, 
Development 2009) 。 

が時系列で変化すると考えられる。すなわち、

異なる種類の神経細胞が特定の時期に決まっ

た数だけ生成するためには、適切な時期に至

るまで神経幹細胞が正しく維持される必要があ

る。 

Notchシグナルは種を超えて保存され、様々

な発生現象を制御する細胞間シグナルである。

ノックアウトマウス等の解析から Notch シグナル

は神経幹細胞の維持に必須の役割を果たすこ

とが示されている。Notch の細胞内ドメインは転

写調節因子の Rbpjや Maml と結合し、Hes や

Hey などの bHLH 型転写調節因子の転写を活

性化する。Hes1 及び Hes5 は神経幹細胞の維

持における Notch シグナルの主要な下流因子

であり、神経分化の正の制御因子であるプロニ

ューラル遺伝子の発現を抑えることにより、神

経分化を抑制し神経幹細胞を維持することが

知られている。一方で、Hes1 と Hes5 のダブルノ

ックアウトマウスの大脳において神経幹細胞が

若干残存していることなどから、他に神経幹細

胞の維持に働く因子が存在することが示唆さ

れていた。しかし、他の種類の Notch 下流因子

については不明であった。 

研究代表者等は大脳神経幹細胞の時系列

における性質変化の分子機構を解明するため、

大脳形成の初期と後期以降で発現する遺伝子

を網羅的に比較解析すると同時に、発現パタ

ーンを詳細に調べ、初期の神経幹細胞で特異

的に発現する遺伝子を多数同定した。これらの

遺伝子群の殆どは生体内機能が未知である。

研究代表者等の解析により、その中の一つは

初期の神経幹細胞の維持に必須であることが

示され、Nepro と名付けた。さらに、Nepro が

Notch の下流の新

しい必須因子であ

ることも初めて明ら

か に し た ( 図 １ ; 

Muroyama and 

Saito, Development 

2009）。興味深いこ

とに、Notch 阻害剤

存在下で Hes1 や

Nepro をそれぞれ

神経幹細胞で発現

させても維持には

不十分であったが、

両者を共に発現させると効果的に神経幹細胞

が維持された。このことから初期の神経幹細胞

の維持においては Notch の下流で Hes のみで

は不十分であり、Nepro を必要とすることが明ら

かとなった。 

一方、Nepro の分子機作や発現制御機構や

さらには発現細胞の動態については全く不明

である。Nepro は核移行シグナルを有し、HA タ

グと共に神経幹細胞で発現させると核に局在

することから核タンパク質であると予測されるが、

核移行の必要性や、Nepro がどのように Hes と

関わり合い、神経幹細胞を維持するのかは全く

分かっていない。また大脳形成初期に特異的

な Nepro の発現がどのように制御されおり、

Nepro を発現する細胞が脳内でどのような動態

を示すのかについても不明である。 
 
２．研究の目的 

本研究は、研究代表者等が明らかにした大

脳形成初期の神経幹細胞の維持に必須な

Notch 下流因子 Nepro の機能に基づき、以下

の研究を行うことを目的とする。 

（１） Nepro の機能ドメインを明らかにし、分子

機作を解析することにより、Notch の下流で Hes

及び Nepro を要する神経幹細胞維持の分子メ

カニズムを解明する。 

（２） 初期神経幹細胞に特異的な Nepro の発

現の制御機構を明らかにするとともに、Nepro

を発現する細胞の生体脳における動態を解析

することにより、大脳形成初期の神経幹細胞の

性質の分子基盤を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

本研究は研究代表者等が新たに見出した 

Nepro を軸として、生化学的手法や独自の遺伝

子導入法を用いた個体レベルでの解析により、

Nepro の分子機作の解析と、発現制御機構の

解析を行った。 

 

（１） Nepro の分子機作の解析 

Nepro は三つの種間で保存された領域と核

移行シグナルを有する（図２）。Nepro の機能ドメ

インを明らかにするため、種間で保存された領

域を欠損させたコンストラクトを作製した。欠損

体の発現及び細胞内局在を確認するため、HA

タグを C 末端側に付置した。それぞれの欠損体



 

 

は EYFP を発現させるダブルプロモーターベク

ターに組み込み、電気穿孔法により Nepro の発

現が消失する時期のマウス大脳の神経幹細胞

で発現させ、Nepro 全長で見られた神経分化抑

制作用の有無を EYFP の蛍光を指標に確認し

た。Nepro 機能欠損体については、Nepro を強

く発現する時期の神経幹細胞で発現させ、欠

損体のドミナントネガティブ作用についても検証

した。 

 

（２） Nepro ポリクローナル抗体の作製 

Nepro の内在性の細胞内局在の解析や生化

学的な解析に用いる特異的な抗体を得るた

め、GST と Nepro の融合タンパク質を大腸菌で

発現させて抗原として用い、ウサギに免疫した。

得られた抗血清についてはアフィニティー精製

を行った。 

 

（３） Nepro 発現制御機構の解析 

Nepro の発現を制御する DNA 領域を同定す

るため、Nepro 遺伝子を含む BAC クローンを用

い、Nepro のゲノム領域に蛍光タンパク質をコ

ードする Venus 遺伝子を連結したレポーターベ

クターを構築した。電気穿孔法を用いて、Nepro

の発現が開始する胎生 10.5 日から消失する

13.5 日にかけてベクターを遺伝子導入し、1~3

日後に大脳を回収し、切片を作製し、Venus の

蛍光を指標として、Nepro 発現細胞の分布を解

析した。遺伝子導入された部位を示すため、

DsRed を発現するベクターを共に導入した。    

 

（４） Nepro 発現細胞の動態の解析 

Nepro発現細胞をマウス生体脳内で可視化

するため、Nepro遺伝子の発現制御下にVenus

を発現するトランスジェニックマウスの作製

を行った。今回同定したNeproの発現制御領域

を含むゲノムDNA断片の下流にVenus遺伝子

とSV40のイントロンとポリAをつないだコン

ストラクトを作製し、受精卵へのマイクロイ

ンジェクションを行った。 

 

４．研究成果 

研究の主な成果 

（１） Nepro の分子機作の解析 

マウス胎児への電気穿孔法を用いて、

Nepro を胎児の大脳で強制発現させると、脳

室層の神経幹細胞は維持される。一方、Nepro

の C 末端側の保存された領域を欠損させる

と神経幹細胞は維持できず、Nepro の siRNA

を発現させた場合と同様に神経細胞への分

化が促進された。このことから、C 末端側の

保存された領域は Nepro の機能に必須であ

り、その欠損体はドミナントネガティブ作用

を示すことが明らかとなった。 

さらに、C 末端側領域内に存在する Nepro

の核移行シグナルの必要性を明らかにする

ため、核移行シグナルの塩基性アミノ酸をア

ラニンに置換した変異体を発現させたとこ

ろ、神経幹細胞を維持する活性が失われるこ

とが明らかになった。このことから核移行が

Nepro の機能に重要であることが示唆された。 

 

（２） Nepro ポリクローナル抗体の作製 

抗原に用いるNepro蛋白は、NeproとGSTタ

グの融合タンパク質を大腸菌で発現させて、

タンパクを可溶化し、グルタチオンセファロ

ースカラムを用いて精製することにより調製

した。また、変性タンパクについては

SDS-PAGEにより分離し、切り出したゲルを

抗原として用いた。それらをウサギに４羽に

免疫し、得られた抗血清についてはマウス組

織切片を用いて免疫染色を行うことによりス

クリーニングした。そのうち１羽のウサギの

抗血清が神経幹細胞に特異的な染色を示した

ことから、アフィニティー精製を進め、免疫

組織化学に使用できる抗体を得ることに成功

した。その抗体を用いた組織化学的解析によ

り、Neproタンパク質はマウス大脳形成初期の

神経幹細胞で発現することが明らかになった。 

 

（３） Nepro 発現制御機構の解析 

 Neproの発現制御機構を明らかにするため

Neproのゲノム領域を含むレポーターベクター

を構築し、それらを電気穿孔法によりマウス

脳組織で発現させたところ、Nepro遺伝子の上

流領域を含むコンストラクトにおいてNepro

の発現が高い胎生11.5日、12.5日の大脳神経幹

図２． Nepro の構造。Nepro タンパク質は三か所

の保存されたモチーフと核移行シグナル（nuclear 

localization signal, NLS）を有する。 



 

 

細胞でVenusが強く発現した。このことから、

Nepro遺伝子の上流領域にNeproの特異的発現

を制御する領域が存在することが明らかにな

った。 

データベース解析によりNepro遺伝子の上

流領域における転写制御に関わる因子の結合

配列モチーフを検索したところ、Notchカスケ

ード下流の転写制御因子の結合配列が複数存

在することが明らかとなった。そこで、種間

で保存された結合配列を含むDNA断片やその

領域を欠損させたゲノムDNA断片にVenus遺

伝子をつないだコンストラクトを作製し、電

気穿孔法を用いてマウス脳組織で発現させて

Neproの特異的発現に必要十分な領域の同定

を行っている。 

 

（４） Nepro 発現細胞の動態の解析 

 Nepro発現細胞をマウス生体脳内で可視化

するため、明らかにしたNeproの発現制御領域

を含むゲノムDNA断片の下流にVenus遺伝子

とSV40のイントロンとポリAをつないだコン

ストラクトを作製し、受精卵へのマイクロイ

ンジェクションを行った。得られたマウスの

組織片からDNAを抽出し、PCRにより

transgeneの有無を解析したところ、一系統の

マウスにおいてtransgeneが確認された。得ら

れた一系統については交配を進めており、今

後発現細胞の解析を行う。さらにtransgneneを

多コピー有する複数の系統を得ることを目指

し、引き続きマイクロインジェクションを行

っている。 

 

得られた成果の位置づけと今後の展望 

Nepro は既知の Notch シグナルの下流因子

と多くの点で異なるユニークな遺伝子であり、

その機能や制御を明確にすることは神経幹細

胞の性質や制御機構を解明するうえで重要で

ある。一つの大きな特色として、Nepro は既知

の分化制御因子や Notch 関連因子の多くが持

つ機能ドメインを持たないことから、既存の機構

に拠らない新しい分子機能を持つと考えられる。

本研究では、Nepro の C 末端側の機能ドメイン

を明らかにし、核移行シグナルの重要性を初

めて示した。今後はこれらの機能ドメインと相互

作用するタンパク質を同定することが急務の課

題である。また、Hes や Hey などの Notch 下流

の転写制御因子との直接的相互作用の有無

についても示す必要がある。 

また、Nepro の発現は主に大脳形成初期の

神経幹細胞に限られており、その分化抑制作

用についても初期の神経幹細胞に特異的であ

ることから、初期に特異的な性質を解明する鍵

の因子である可能性が高い。本研究では今回、

Nepro の特異的な発現を制御する領域の同定

に成功した。これにより、初期特異的性質をもた

らす分子機構の解明が大きく進むと期待される。

さらに、Neproの発現制御領域を用い、Neproの

発現を mimic するトランスジェニックマウスの作

製にも着手しており、得られたマウスを用いて、

初期神経幹細胞の動態や他の遺伝子との関係

についても明らかにすることができると考えられ

る。 
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