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研究成果の概要（和文）：神経分化抑制因子Restの非神経組織と神経組織における機能的役割の違いを、神経細胞と非
神経細胞に分化する能力を有する神経堤細胞において解析した。Restは神経堤細胞の発生、分化、増殖には影響しない
が、神経堤細胞由来の腸管神経節細胞の機能異常に寄与することを発見した。
また、Restの発現の減少は未分化性維持に影響するため、Restの発現を制御することで、神経堤細胞の運命修飾や分化
転換を試みた。細胞の運命を変えることはできなかったが、神経堤細胞からの派生する色素細胞前駆細胞の発生を障害
する事を発見した。

研究成果の概要（英文）：RE1-silencing transcription factor (REST) is a transcriptional repressor of 
neural genes. Rest null mice have embryonic lethality which prevents further investigations of the 
functions of the Rest gene in vivo . I studied neonatal but not embryonic lethality that was 
characterized by gastrointestinal tract dilation in the neural crest cell (NCC)-specific Rest conditional 
knockout (CKO) mice. While no histological abnormalities except the thinning of the digestive tract as a 
consequence of the gas accumulation were found in the digestive tract of the mutant mice, they do not 
have proper gastric retention after oral dye administration and the reduction of acetylcholinesterase 
(AChE) activity in NCC-derived myenteric plexus in the stomach was detected. High CO2 concentration in 
the dilated digestive tract of the Rest CKO mice indicates a failure of gut function by underdeveloped 
cholinergic transmission in the enteric nervous system.

研究分野：発生生物学、神経科学

キーワード： 神経堤細胞　転写調節因子　神経分化制御　遺伝子組み換え　コンディショナルノックアウトマウス
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１．研究開始当初の背景 
 

 転写因子“Rest (RE-1-silencing 

transcription factor)”は、無脊椎動物から

ヒトまで様々な動物に保存されたmaster 

negative regulatorで、神経分化抑制遺伝子

として報告されている。 

 Restは、RE-1と呼ばれる21塩基のDNA配列に

結合して転写を抑制する転写調節因子 (Cell 

80, 949-957, 1995; Science 267, 1360-1363, 

1995)として報告され、その標的遺伝子には神

経分化に重要な遺伝子が多数含まれる。 

 Restは未分化なES細胞から最終分化した神

経に至る神経発生の全ての過程に関与し、

Restの発現は分化した神経細胞で失われるの

に対し、非神経組織や未分化な神経前駆細胞

では発現が維持されることから、神経幹細胞

の可塑性消失にも関与していることが示唆さ

れている。 

 しかしながら、Rest KOマウスは胎生11.5 

日目までに致死性を示す(Nat Genet 

20,136-142, 1998)ため、Restのin vivoでの

役割や機能は明らかでない。 

 
 
２．研究の目的 
 
Restの非神経組織と神経組織における機能

的役割の違いは、神経細胞と非神経細胞に

分化する能力を有する神経堤細胞の分化過

程においても発揮されることが期待される。

そこで本研究では、神経系と非神経系に分

化する能力を有する神経堤細胞に注目し、 

・神経堤細胞の分化決定機構におけるRest

の役割 

・神経細胞、非神経細胞の分化におけるRest

の機能 

・Restの発現制御による神経堤細胞の未分化

性維持機構への影響 

 をRest遺伝子改変マウスを用いて解析し、

Rest遺伝子の機能を明らかにする。 

 

３．研究の方法  

 Restの機能をloss of functionおよびgain  

of functionの両面から調べるため、神経堤細

胞特異的に発現するWnt1プロモーターの下

流でCre recombinaseを発現するマウスと

Restの機能部位であるexon4がloxPで挟まれ

たマウスを交配し、神経堤細胞特異的なRest 

コンディショナルノックアウトマウス

（CKO）マウスと、Doxycycline（Dox）の

投与によりRestの発現を誘導できる、Dox

依存的なRest強制発現マウスを作製した。

これらのマウスを用い 

 ・神経堤細胞特異的なRest欠損による神
経堤細胞の運命決定への影響 
 ・全身性のRest発現制御が神経堤細胞の

発生へ及ぼす影響 

 ・Restの発現制御による神経堤細胞の未分

化性維持機構への影響 

を形態学的、および組織学的に解析し、神

経堤細胞の発生・分化におけるRestの機能

を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 

（１） 神経堤細胞の分化決定機構におけ

る Restの役割を、神経堤細胞特異的な Rest 
CKOマウスにより解析する。 

 神経組織とは異なり、非神経組織や非神

経系の細胞ではRest欠損によりRestによっ
て抑制されていた神経関連遺伝子の発現が

増加する。神経堤細胞からは神経系である

感覚神経や交感神経と非神経系であるグリ

ア細胞や色素細胞が発生する。そこで神経

堤細胞特異的な Rest CKOマウスを用いて、

Rest の欠損が神経堤細胞の分化へ与える
影響を調べた。Cre の発現により遺伝子組

換えが生じた神経堤細胞を追跡・識別でき

るように、レポーター遺伝子として

Rosa26R loxP-Stop-LoxP LacZを導入し、Rest

を欠損した神経堤細胞を可視化した。 

 神経堤細胞特異的な Rest CKOマウスは
発生学的な異常を示さず、神経堤細胞由来



細胞の発生や分化、増殖及び分布に明確な

異常も観察されなかったが、生後消化管中

にガスが充満し、生後すぐに致死となるこ

とを観察した。また胃の幽門部の収縮が見

られず、胃で食べたものを貯留する機能が

崩壊していることを観察した。そこで、神

経堤細胞由来の腸管神経節細胞の異常を想

定し、出生児における細胞増殖や分化、分

布、機能的解析を行った。腸管神経節細胞

の細胞増殖や分化、分布に有意な差は観察

されなかったが、アセチルコリンエステラ

ーゼ活性を評価したところ、胃や小腸とい

った上位消化管でアセチルコリンエステラ

ーゼ活性が失われていることを発見した。 
 

（２） 神経細胞、非神経細胞の分化にお

ける Restの機能を、Rest CKOマウスによ
り解析する。 

胎児期から新生児期の様々な神経堤細胞の

発生段階に Doxを投与し Restの発現を修

飾するため、Dox依存的な Rest強制発現

マウスを作製した。Dox依存的な Rest強

制発現マウスにおいて、胎児期からあるい

は成体において Dox投与により Restを強

制発現させても明確な形態的異常や致死性

は観察していない。さらに、in vivoで神経

幹細胞や神経堤細胞およびこれらに由来す

る細胞の分化、増殖、分布を解析したが、

優位な違いは検出されなかった。 
神経堤細胞特異的な Rest CKOマウスは、

先に述べたように新生児致死となるが、神

経堤細胞特異的なヘテロ欠損の Rest CKO
マウスは、腹部に高頻度で白斑を形成する

ことを発見した。神経細胞では分化と共に

Restの発現が減少し、神経関連遺伝子の発
現が増加することで神経細胞の分化が促進

される一方で、非神経細胞では Restの発

現が維持され神経への分化が抑制される。

そのため、神経堤細胞での Rest欠損は、

色素細胞へ分化することが運命付けられた

神経堤細胞由来の細胞で、神経関連遺伝子

の発現を脱抑制し、色素細胞の発生が障害

されたことを示唆する。これらの観察から、

神経堤細胞に由来する非神経細胞の分化が

Restの欠損により修飾される可能性を示

した。 

 
（３） Restの発現制御による神経幹細胞

及び神経堤細胞の未分化性維持機構への影

響を、Rest発現制御マウス及び細胞により
解析する。 

これまでの解析から、in vivoでの中枢神経

における Restの欠損は遺伝子発現や表現
型に変化を示さないが、in vitroでの神経幹

細胞における Restの欠損は細胞分化を促

進し、神経幹細胞は Restの発現を失いなが
ら分化する。神経幹細胞同様神経と非神経

に分化する神経堤細胞においても Restの

発現の減少がその未分化性維持に関与する

ことが予想される。 

これまでに Restが単独で分化した細胞の

運命を修飾したり分化転換を誘導したりす

る事は報告されていないが、Restの発現の

減少が幹細胞の未分化性維持に関与するた

め、Restの発現を制御することで、神経幹

細胞および神経堤細胞の多分化能の喪失な

いしは運命修飾や分化転換を試みた。in 

vitroでは Restの発現の有無により細胞の

転写が変わったが、細胞を分化転換させる

には至らなかった。 
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