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研究成果の概要（和文）：　神経系の幹細胞の成立過程および維持機構の理解は、生物学的にも、再生医療への応用と
いう観点からも非常に重要な課題である。本研究は、ゼブラフィッシュをモデル生物として利用することで、グループ
B1 Sox転写因子(Sox1/2/3/19) が、神経細胞の分化を、どのようなメカニズムで抑制することで、神経系の幹細胞の成
立と維持にかかわるのかに焦点をあてて研究を行った。その結果、 Zic1などの転写抑制因子、ならびにいくつかのmiR
NAが、B1 Sox転写因子の下流で神経分化抑制のプロセスに関わる可能性が見いだされた。

研究成果の概要（英文）：Mechanisms of how neural stem/precursor cells are established and maintained have 
been important questions. In this study, we investigated mechanisms of how group B1 Sox transcription fact
ors (Sox1/2/3/19) regulate neural stem cell states using zebrafish as a model system. We show that transcr
iptional repressors including Zic1 and several miRNA are involved in B1 Sox-dependent-inhibition of neuron
al differentiation.
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１．研究開始当初の背景 
	 	 Sox2 を代表とするグループ B1 Sox 
(Sry-type HMG box)転写因子（以下 SoxB1
因子）は、神経系の成立および神経幹細胞の

維持に重要な因子であると考えられてきた

が、その制御メカニズムはこれまでほとんど

分かっていなかった。私たちは、ゼブラフィ

ッシュをモデル動物として利用することで、

SoxB1 の活性をほぼ完全にノックダウンし
た胚を作り出すことに成功し、実際に SoxB1
因子が、神経系の初期発生を支配する遺伝子

制御ネットワークにおいて中心的な役割を

持つことを示した。この SoxB1ノックダウン
胚を利用した一連の研究で、神経細胞の分化

に関わる遺伝子が SoxB1 因子により抑制さ
れていることが見出された。SoxB1は転写活
性化因子として機能することから、未知の転

写抑制因子を活性化することで神経分化の

抑制に関わることが強く示唆された。 
 
２．研究の目的 
	 神経系の幹細胞の成立過程および維持機

構の理解は、生物学的にも、再生医療への応

用という観点からも非常に重要な課題であ

るが、多くの不明な点が残されている。私た

ちは、SoxB1グループ転写因子(Sox1/2/3/19) 
が、神経系の成立の鍵となる因子であること

をこれまでに示した。この一連の研究におい

て、SoxB1の下流で働く未知の因子が神経細
胞特異的な遺伝子の発現を抑制することが

示唆された。この新規転写抑制機構は、神経

系の幹細胞の成立と維持に密接に関係して

いる、極めて重要な制御機構である可能性が

高いことから、本研究での解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
	 SoxB1の下流で働き、神経分化に抑制的に
働く未知の転写抑制因子の同定およびその

機能の解析を、ゼブラフィッシュをモデル動

物として実施する。  
(1)	 SoxB1ノックダウン胚では、神経特異的
遺伝子の抑制に必要な因子の発現が低下し

ていると予想される。マイクロアレイによる

発現解析を行い、転写抑制因子として働く可

能性がある因子を候補として選び出し、それ

らの因子の神経分化に関係する遺伝子群

（ascl1a, stmn2aなど）の発現に対する作用
を調べる。 
(2) 	  神経分化関連遺伝子群（ ascl1a, 
stmn2a 遺伝子など）の転写抑制に必要なシ
スエレメント（SoxB1に間接的に依存したも
の）を同定し、その部位に作用する転写抑制

因子を探索する。 
(3)	 以上の方法で同定された新規の転写抑
制因子が、神経系細胞の分化にどのような役

割を持つのかを、 loss-of-function および
gain-of-functionの解析を通して調べる。 
	 

４．研究成果	 

(1)	 ４つの SoxB1 因子(Sox2,	 Sox3,	 Sox19a,	 

Sox19b)をアンチセンスモーフォリノオリゴ

でノックダウンした（4 重ノックダウン）ゼ

ブラフィッシュ胚では、通常は神経細胞の分

化に伴い発現される遺伝子が、早いステージ

で活性化される。転写活性化型の bHLH 因子

(achaete-scute	 complex-like	 1	 [Ascl1]な

どの proneural 因子)は、神経分化を促進す

る鍵となる転写因子であるが、SoxB1	 4 重ノ

ックダウン胚では、ascl1a が本来は発現がな

い時期に活性化されてしまう（図１）。これ

に加えて、通常は神経分化にともなって発現

が開始される遺伝子群（stmn2a,	 tuba1 遺伝

子など）が、SoxB1 ノックダウン胚では早期

に活性化されてしまうことも見出された（図

１）。SoxB1 は転写活性化因子として機能する

ことから、未知の転写抑制因子を活性化する

ことで神経分化の抑制に関わることが強く

示唆される。したがって、まず SoxB1	 4 重

ノックダウン胚で発現が低下している転写

抑制因子に注目した解析をおこなった。マイ

クロアレイ法を用いて、正常胚と SoxB1	 4 重

ノックダウン胚との間で網羅的に遺伝子の

発現レベルの差違を解析したところ、神経板

が形成される時期に SoxB1	 4 重ノックダウン



胚で発現が低下している転写抑制因子とし

て、Her3,	 Hesx1,	 Zic1 などが見いだされた。

これらの転写因子が、ascl1a などに対する転

写抑制因子となり得るかどうかを調べるた

め、	 SoxB1 の４重ノックダウンを行うのと同

時に、それぞれの mRNA を共導入することで、

ascl1a などの発現上昇が抑えられるのかを

調べた。その結果、Zic1	 mRNA を共導入して

その発現を回復させたときに、ascl1a,	 

stmn2a の発現上昇が抑制されることが分か

った（図２）。このとき、tuba1 の発現上昇が

抑制されることはなかった。一方、Her3,	 

Hesx1 には、このような抑制効果はほとんど

見られなかった。したがって、SoxB1 は転写

抑制因子 Zic1 を活性化することで、神経細

胞の分化を抑制していると考えられる。しか

し、tuba1 遺伝子などは別の因子を介して発

現が抑制されていることが示唆される。	 

	 

(2)	 多くの遺伝子の制御配列は、転写活性

化因子と抑制因子が隣接したゲノム領域に

作用することで、制御配列（エンハンサー・

プロモーター）の活性が厳密にコントロール

されている場合が多い。	 この点に注目して、

まず ascl1a 遺伝子の正常な発現に必要な制

御配列の解析を行った。周辺のゲノム域を調

べたところ、興味深いことに ascl1a 同様に

SoxB1	 4 重ノックダウン胚で発現が上昇する

遺伝子の一つである pah	 (phenylalanine	 

hydroxylase)	 が、上流約８kb に存在するこ

とが分かった（図３）。さらに、この二つの

遺伝子の間には、脊椎動物の種間でよく保存

された配列があることから、この領域が両方

の遺伝子の発現に関わる制御配列である可

能性が予測された。このゲノム配列をレポー

ター遺伝子と連結したコンストラクトを作

製し、これらのコンストラクトをゼブラフィ

ッシュに顕微注入することで制御配列の同

定を行ったところ、胚の神経板でエンハンサ

ー様の活性を持つことがわかった。現在、こ

の活性が SoxB1 に間接的に制御されているの

かを調べている。stmn2a に関しては、そのプ

ロモーター領域を制御配列の候補として調

べたが、ゼブラフィッシュ胚における領域特

異的な活性は明確には確認できなかった。	 

	 

(3)	 SoxB1 因子４重ノックダウン胚で発現が

低下している転写抑制因子として見いださ

れた Hesx1,	 Zic1 因子の神経分化における詳

細な役割の解析は、今後の課題として残され

ている。特に、Zic1 がどのようなメカニズム

で SoxB1 に制御されているのか、またどのよ

うなメカニズムで ascl1a などの発現抑制に

関わるのかを今後詳細に調べる必要がある。	 

	 

(4)	 SoxB1 因子の下流で働き神経分化を負

に調節する可能性がある因子として転写調

節因子以外に、miRNA が関与することが予想

されたことから、本研究では miRNA も研究対

象とした。microRNAは、機能性小分子RNAで、

胚発生、細胞の分化や増殖に重要な役割を持

つ。実際、SoxB1	 ４重ノックダウン胚におけ

る様々な miRNA 遺伝子の発現変化を RT-PCR

方により調べたところ、神経系の発生との関

連も知られている mir-430	 クラスターを含

めて複数の miRNA に発現レベルの変化が見い

だされた。現在、これらの miRNA と神経系の

発生との関わりをさらに解析中である。	 
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