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研究成果の概要（和文）：記憶等に重要な役割を果たしている脳の海馬では、ニューロンを生み出す神経幹細胞が存在
し、絶えず分裂して、自身の数を絶やさないようにしています。この海馬・神経幹細胞の細胞分裂は１日の中で特定の
時間帯に起こることが実験動物を用いた研究により明らかになっております。ところが、その詳しいメカニズムは不明
のままです。本研究では、神経幹細胞の細胞分裂がいつ起こるのかを自動で解析する実験系を構築しました。また、こ
のシステムを用いてSirt1という脱アセチル化酵素が細胞分裂の日内リズムを生みだしていることが分かりました。こ
の成果は抗がん剤の副作用を軽減する時間薬物療法の開発に応用できる可能性を秘めています。

研究成果の概要（英文）：In the hippacampus, it was reported that the cell division occurs during specific 
time-window in a day. However, its mechanism remains to be fully clarified. In this study, we tried to 
clarify how the molecular clock regulates the circadian proliferation of the neural stem cells. We found 
that Sirt1 is causally involved in the circaidan proliferation of the neural stem cells using automatic 
real-time monitoring system for cell division.

研究分野：神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
（１）神経幹細胞の機能調節 
 神経幹細胞は増殖能と神経系細胞への多
分化能を有する未分化細胞であり、神経系の
発生だけでなく、成体脳におけるニューロン
新生も担っている。特に海馬歯状回に存在す
る神経幹細胞はストレスや脳障害、薬物など
に応答し、ニューロン新生を調節することに
よって様々な脳機能および薬物の効果に重
要な役割を果たしていることがわかってき
た。神経幹細胞の増殖活性やニューロン等へ
の分化は様々な生理活性物質により制御さ
れていることが報告されているが、これまで
我々は、神経幹細胞の増殖能や分化能に対す
る生理活性物質の調節作用を解析し、メラト
ニン①や J2 型プロスタグランジン②が神経
幹細胞の機能を調節していることを明らか
にしてきた。 
 
（２）神経幹細胞の増殖における日内リズム 
 ところで近年、海馬歯状回の神経幹細胞の
増殖は特定の時刻に好発することが報告さ
れ、我々も夜行性のマウスでは神経幹細胞の
DNA合成（S期）は明期（休息期）に活発に
なり、引き続く有糸分裂は暗期（覚醒期）に
多くみられることを観察しているが、細胞内
外のどのようなメカニズムが海馬歯状回の
神経幹細胞の増殖における概日リズムの形
成に関与しているのかについては全く明ら
かになっていない。海馬歯状回における神経
幹細胞の増殖リズム形成のメカニズムとし
て、「概日リズム形成を担う時計遺伝子が細
胞自律的に増殖の概日リズムを作り出して
いる」ことが予想される。我々はこの可能性
を検証するため、生体から切り離した培養下
の神経幹細胞を用いて検討したところ、増殖
因子 EGF の刺激により神経幹細胞の増殖に
約 24 時間の周期性が認められ、これが時計
遺伝子による周期的な制御によってもたら
されることを報告した③。また、国外のグル
ープから時計遺伝子 Per2 の変異マウスでは
海馬歯状回の神経幹細胞の増殖が亢進して
いることが報告され④、神経幹細胞の増殖リ
ズムは時計遺伝子から構成される分子時計
の制御によって形成されることが in vivo お
よび in vitro の両面から明らかになった。
我々はさらに解析を進めたところ、時計遺伝
子制御分子であり、NAD+サルベージ経路の
律速酵素である NAMPT⑤の mRNA レベル
が神経幹細胞において概日変動を示すこと
や、NAD+依存性脱アセチル化酵素 SIRT1の
阻害薬処理が増殖の概日リズムを消失させ
ることを見出した。最近、国内外の研究グル
ープにより、SIRT1は細胞内の酸化状態を感
知し、Hes1などの転写調節因子や p53など
の細胞周期関連タンパク質と相互作用する
ことによって、神経幹細胞の増殖やニューロ
ン・アストロサイトへの分化を調整する重要
な役割を果たすことが報告された⑥。以上の
ような背景から、我々は時計遺伝子・転写ネ

ットワークが細胞内のNAD+レベルにおける
概日リズムを形成することによって SIRT1
活性における概日リズムを惹起し、これが神
経幹細胞の増殖における概日リズム形成に
関与しているのではないかとの作業仮説を
考えるに至った。この仮説を証明するために
は、神経幹細胞の増殖をリアルタイムでイメ
ージング解析する技術（細胞周期特異的発光
レポーター発現神経幹細胞、細胞周期特異的
蛍光タンパク質トランスジェニックマウス
由来神経幹細胞）を駆使し、時計遺伝子・転
写ネットワーク、NAD+-SIRT1経路、および
増殖といった３つのシステム間の相互作用
を詳細に解析するとともに、これらのシステ
ムが生体内の海馬歯状回・神経幹細胞の増殖
リズム形成においてどのような役割を果た
しているのかを検討する必要があると考え
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、脱アセチル化酵素 SIRT1
による神経幹細胞の増殖における概日リズ
ム形成の分子基盤を明らかにし、海馬歯状回
における神経幹細胞の増殖リズム形成の全
容を明らかにすることである。この目的を達
成するために次の４つの項目について検討
を行うこととした。 
 
（１）神経幹細胞における NAD+サルベージ
経路／NAD+量／SIRT1活性の概日リズムの
解析 
 すでに培養神経幹細胞において増殖因子
EGF の刺激により NAD+サルベージ経路の
律速酵素である NAMPT mRNAの発現が概
日変動を示すという予備的知見を得ている
ため、これを再確認するとともに、NAMPT
タンパク質量および細胞内 NAD+量の概日リ
ズム（周期とピーク位相）をそれぞれウェス
タンブロットおよび LC-MS 解析によって明
らかにする。また、SIRT1活性の概日リズム
を SIRT1 蛍光基質アッセイによって解析す
る。 
 
（２）単細胞レベルのリアルタイム増殖イメ
ージング法の確立 
 増殖リズムを高精度で解析するためには、
単細胞レベルの空間解像度を有する増殖イ
メージング技術が必要となるが、以下の 2種
類の細胞を用いてこれを確立する。①
CCNB1-dGluc 発現神経幹細胞．②細胞周期
特異的蛍光タンパク質 Tg マウス由来神経幹
細胞． 
 
（３）神経幹細胞の増殖リズムにおける
NAD+サルベージ経路／SIRT1の制御機構の
解析 
 ２）で確立する増殖イメージング技術を用
い、SIRT1阻害薬、NAMPT阻害薬の処理が
培養神経幹細胞の増殖の概日リズムに与え
る影響を検討し、神経幹細胞の増殖リズム形



成におけるNAD+サルベージ経路／SIRT1の
制御機構を明らかにする。 
 
（４）神経幹細胞の増殖リズム形成に関与す
る SIRT1 基質の同定および生体の海馬歯状
回・神経幹細胞の増殖リズムにおける SIRT1
の役割解明 
 神経幹細胞における SIRT1 結合タンパク
質を同定し、得られたタンパク質のノックダ
ウン等を行うことによって、増殖リズム形成
に関与する SIRT1下流分子を同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）神経幹細胞における mRNA 発現にお
ける日内リズムの解析 
 マウス海馬より神経幹細胞をニューロス
フィア法によって分離培養し、EGF 20 
mg/mLで刺激し、その後、4時間毎に 72時
間にわたってサンプリングし、RT-qPCR に
よって当該遺伝子の mRNA 発現の概日リズ
ムを解析した。 
 
（２）単細胞レベルのリアルタイム増殖イメ
ージング法 
 培養神経幹細胞にCCNB1-dGlucを発現さ
せ、（１）と同様に分子時計を同調させ、そ
の後、高感度 CCD カメラ搭載の微弱生物発
光連続測定システムによってタイムラプス
撮像を行い、有糸分裂イベントの時間分布を
解析した。また、Fucci マウス海馬由来の神
経幹細胞を分離培養し、生細胞蛍光連続測定
システム（セロミクスアレイスキャン）を用
いて、Fucci蛍光のタイムラプス撮像を行い、
細胞周期の G1→S イベントの時間分布を解
析した。 
 
（３）BrdU免疫染色 
 マウスに BrdU を投与し（50 mg/kg i.p.）、
一定時間後に 4%PFA によって還流固定し、海
馬歯状回を含む脳スライスを作成し、抗 BrdU
抗体を用いて、海馬歯状回顆粒細胞下層にお
ける BrdU 標識細胞を可視化し、その数を定
量した。 
 
４．研究成果 
（１）神経幹細胞における NAD+サルベージ
経路／NAD+量／SIRT1活性の概日リズムの
解析 
 すでに胎生マウス海馬よりニューロスフ
ェア法によって分離培養した神経幹細胞に
おいて増殖因子 EGF の刺激により NAD+サ
ルベージ経路の律速酵素である NAMPT 
mRNA の発現が概日変動を示すという予備
的知見を得ているため、これを再確認したと
ころ、時計遺伝子 Per2 mRNA と同位相で
NAMPT mRNA が概日変動することを明ら
かにした。また、NAMPT タンパク質レベル
や SIRT1 活性も EGF 刺激により概日変動
することを見出した。 
 

（２）単細胞レベルのリアルタイム増殖イメ
ージング法の確立 
 単細胞レベルのリアルタイム増殖イメー
ジング法の確立については、2 種類の細胞分
裂可視化技術を用い、培養神経幹細胞の細胞
分裂を 15～30 分の時間分解能で解析する方
法を確立でき、ほぼ当初の目的を達成するこ
とができた。すなわち、①CCNB1-dGluc は
分裂（M）期特異的に発現する CyclinB1 の
遺伝子プロモーターにルシフェラーゼ遺伝
子を融合させた発光レポーターであるが、こ
れを神経幹細胞に発現させる方法を確立し、
研究分担者が作製した生物発光イメージン
グシステムで可視化できることを確認でき
た。また、②Fucci マウスは特定の細胞周期
に特異的にユビキチン分解される細胞周期
関連タンパク質と蛍光タンパク質の融合タ
ンパク質をコードした 2種類のレポーター遺
伝子のダブル Tg マウスであり、細胞周期の
進行を細胞核の緑色（G1期）・赤色蛍光（S・
G2・M 期）で観察できる。そこでまずはじ
めに Fucci マウスより、マウス胎児線維芽細
胞（MEF）を培養し、10% FCS存在下にお
ける Fucci蛍光をライブ撮像したところ、G1
→S 期イベント（細胞核の赤から緑色への変
化）を定量することができた。これを神経幹
細胞に応用し、海馬から神経幹細胞を分離培
養し、増殖因子 EGFで刺激し、Fucci蛍光を
ライブ撮像したところ、G1→S 期イベント
（細胞核の赤から緑色への変化）の時間分布
が概日リズムを示すことが明らかになり、単
細胞レベルのリアルタイム増殖イメージン
グ法を確立することに成功した。 
 
（３）神経幹細胞の増殖リズムにおける
NAD+サルベージ経路／SIRT1の制御機構の
解析 
 ２）で確立した増殖イメージング技術を用
い、SIRT1阻害薬、NAMPT阻害薬の処理が
培養神経幹細胞の増殖の概日リズムに与え
る影響を検討し、神経幹細胞の増殖リズム形
成における NAD+サルベージ経路／SIRT1
の制御機構を明らかにした。すなわち、リア
ルタイム増殖イメージング技術を用い、G1
→S 期および G2→M 期の概日リズムを指標
にして、NAD+サルベージ経路／SIRT1の制
御機構の解析を行ったところ、EGF刺激と同
時に SIRT1 阻害薬（ sirtinol 5 μM、
splitomicin 5 μM）あるいは NAMPT非競
合的阻害薬（FK-866 10 nM）を処置した場
合、神経幹細胞の増殖における概日リズムが
乱れることが観察された。さらにこれらの薬
物が神経幹細胞に対して顕著な毒性を示さ
ないことをWST-8アッセイ、TUNNEL染色、
LDH遊離アッセイなどで確認した。 
 
（４）神経幹細胞の増殖リズム形成に関与す
る SIRT1 基質の同定および生体の海馬歯状
回・神経幹細胞の増殖リズムにおける SIRT1
の役割解明 



 生体の海馬歯状回・神経幹細胞の増殖リズ
ムにおける SIRT1の役割の解明に挑戦した。
その結果、海馬歯状回の神経幹細胞における
NAMPT タンパク質の発現リズムを免疫染
色によって明らかにした。海馬歯状回の増殖
リズムは特に歯状回上側の Type2b細胞にお
いて明瞭に観察されるため、Type2b 細胞マ
ーカーの doublecortin との二重染色によっ
て解析したところ、Type2b 細胞において
NAMPT タンパク質レベルが日内リズムを
示すことを確認できた。これらのリズムは視
交叉上核破壊マウスでは消失することから
中枢時計の制御下にあることが明らかにな
った。今後はレトロウィルスベクターを用い
てマウス海馬歯状回の神経幹細胞にNAMPT
または SIRT1の過剰発現体または siRNAを
導入し、明暗環境下でマウス脳をサンプリン
グし、リン酸化ヒストンH3抗体およびBrdU
抗体を用いた免疫染色法によって海馬歯状
回の増殖リズムを解析し、生体内における
SIRT1の役割を明らかにする必要がある。 
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