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研究成果の概要（和文）：胎児神経幹細胞では Hes1 の発現は約２時間周期でオシレーションし、

Hes1によって周期的に抑制されるためプロニューラル遺伝子Ngn2や NotchリガンドDll1の発

現もオシレーションした。Dll1 オシレーションによって Notch シグナルが相互に活性化されて

神経幹細胞が維持された。一方、Hes1 の発現が無くなると、Ngn2 の発現が持続してニューロン

に分化した。成体脳でも神経幹細胞からのニューロン新生が必須で、神経幹細胞は Notch-Hes

経路によって維持された。以上から、胎児および成体神経幹細胞制御におけるリズム遺伝子

Hes1 の重要性が明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：In embryonic neural stem cells, Hes1 expression oscillates with a period of 
about two hours, and Hes1 oscillations drive oscillatory expression of the proneural gene Ngn2 and the 
Notch ligand Dll1. Dll1 oscillations lead to mutual activation of Notch signaling and maintenance of 
neural stem cells. When Hes1 expression disappears, Ngn2 is expressed in a sustained manner, thereby 
promoting neuronal differentiation. In the adult brain, neurogenesis from neural stem cells is essential, 
and neural stem cells are maintained by the Notch-Hes pathway. These results revealed the significance 
of the rhythmic gene Hes1 in regulation of embryonic and adult neural stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 神経幹／前駆細胞は、発生初期には対称分
裂を繰り返して増殖するが、やがて非対称分

裂によって多くの種類のニューロンを産生
し、最後にグリア細胞に分化する。このよう
に、神経幹／前駆細胞は、発生の進行ととも



に徐々に分化能を変えていく。したがって、
正しい数の多様な種類の細胞を生み出すに
は、神経幹／前駆細胞を最後まで維持し続け
ることが重要である。我々は、神経幹／前駆
細胞の維持に Notch-Hesシグナルが必須な役
割を担うことを明らかにしてきた。Mash1 や
Neurogenin2 (Ngn2)などのプロニューラル遺
伝子が働くと神経幹／前駆細胞はニューロ
ンに分化する（図１）。プロニューラル遺伝
子は、Delta1 のような Notch リガンドの発現
を誘導し、隣接細胞の Notch シグナルを活性
化する。Notch シグナルが活性化されると、
Notch の細胞内ドメイン(NICD)が切り出され、
核に移行して RBPj と複合体を形成する。
NICD-RBPj 複合体は、Hes1 や Hes5 といった
転写抑制因子の発現を誘導する。Hes1や Hes5
は、プロニューラル遺伝子の発現を抑制する
ため、Notch シグナルが活性化された細胞は
ニューロンに分化できず、神経幹／前駆細胞
に止まる（図１）。すなわち、ニューロンに
分化しつつある細胞は、Notch シグナルを介
して隣接細胞のニューロン分化を抑制する
（側方抑制）。しかし、Hes1 や Hes5 を欠損す
ると、Notch シグナルが活性化されてもプロ
ニューラル遺伝子の発現が抑制されず、すべ
ての細胞がニューロンに分化する。その結果、
神経幹／前駆細胞が枯渇し、細胞数の著しい
減少や後から産生される種類の細胞欠損が
起こる。このように、胎児脳では、Notch-Hes
シグナルを介して神経幹／前駆細胞の維持
とニューロンへの分化のバランスが保たれ、
脳形成がうまくコントロールされている。 
 神経幹／前駆細胞の維持に重要な役割を
担う Hes1 の発現は一定ではなく、細胞間で
ばらついていた。また、以前、我々は、Hes1
の発現は多くの種類の細胞において約２時
間周期で増減を繰り返す（オシレーションす
る）ことを見出していた。この発現オシレー
ションは、ネガティブフィードバックで起こ
る。すなわち、Hes1 プロモーターが活性化さ
れると転写抑制因子である Hes1 蛋白量が増
加するが、Hes1 蛋白はプロニューラル遺伝子
だけでなく、自分自身のプロモーターにも直
接結合して発現を抑制する（図２）。Hes1 mRNA
および Hes1蛋白ともに非常に不安定なため、
新たな発現が抑制されると両者はすぐに分
解されて無くなる。Hes1 蛋白が無くなると、
抑制が解除されて、また新たな合成が始まる。
このように、Hes1 はネガティブフィードバッ
クを介して自律的に発現がオシレーション
する（図２）。神経幹／前駆細胞で Hes1 の発
現がばらついていることから、これらの細胞
でも Hes1 の発現がオシレーションしている
のではないかと考えられた。Notch-Hes シグ
ナル系の活性は今まで考えられてきたより
ももっとダイナミックに変動することが示
唆され、このシグナル系の発現動態の解明が、

神経幹／前駆細胞の維持の分子機構の理解
に繋がることが期待された。 
 
２．研究の目的 
 上記の側方抑制経路は、Notch シグナルを
活性化して神経幹／前駆細胞を維持するに
は、隣に Notch リガンドを発現する分化途中
のニューロンが必要であることを示唆して
いる。しかし、ニューロン分化が起こる前の
発生の初期には、神経幹／前駆細胞のみが増
殖し続けている。このような発生初期には、
どのような分子機構で、神経幹／前駆細胞が
維持されているのであろうか？ 実は、ニュ
ーロン分化が起こる前の発生の初期でも、
Hes1、Notch リガンド、およびプロニューラ
ル遺伝子が salt-and-pepper状に発現してい
ることから、Notch シグナルが働いているこ
とが示唆される（図３）。すなわち、神経幹
／前駆細胞においても、プロニューラル遺伝
子が Notch リガンドの発現を誘導し、Notch
シグナルを活性化していると考えられた。そ
れでは、なぜ発生初期には、プロニューラル
遺伝子はニューロン分化を引き起こせない
のだろうか？ 本研究では、これらの疑問に
答えるべく解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 神経幹／前駆細胞における Hes1 の発現動
態を明らかにするために、リアルタイム・イ
メージング・システムを開発した。Hes1 は非
常に不安定なため、ユビキチン化して不安定
にしたルシフェラーゼをレポーターとして
用いた。Hes1 プロモーターにユビキチン化ル
シフェラーゼをつないだベクターをもつト
ランスジェニックマウスを作製し、神経幹／
前駆細胞の分散培養や胎児脳のスライス培
養を行い、超高感度 CCD カメラで発光を測定
した。また、神経幹細胞における Notch シグ
ナルの役割を明らかにするために、コンディ
ショナル・ノックアウトマウスを作製した。 
 
４．研究成果 
(1) 神経幹／前駆細胞における発現オシレ
ーション 

Notch シグナル系はダイナミックな発現変
動を示す（図１〜３）。Notch シグナル分子で
ある Hes1 の発現をリアルタイム・イメージ
ングによって解析したところ、神経幹／前駆
細胞では２〜３時間周期でオシレーション
することが明らかになった。マウス胎児脳組
織切片を作製して免疫染色や in situ 
hybridization による発現解析を行ったとこ
ろ、プロニューラル遺伝子 Ngn2 や Notch リ
ガンド Delta1 の発現量が高い細胞では Hes1
の発現量は低く、逆に Ngn2 や Delta1 の発現
量が低い細胞では Hes1の発現量は高かった。
すなわち、Ngn2 や Delta1 の発現量は Hes1 と



は逆の関係であった。Hes1 の発現はオシレー
ションするため、Ngn2 や Delta1 の発現も逆
位相でオシレーションすることが示唆され
た。そこで、Ngn2 や Delta1 のプロモーター
にユビキチン化ルシフェラーゼをつないだ
レポーターを作製して発現をリアルタイム
で測定したところ、次のような２種類の発現
パターンがあることがわかった。神経幹／前
駆細胞では Ngn2 や Delta1 の発現はオシレー
ションしていたが、ニューロンに分化しつつ
ある細胞では Ngn2 や Delta1 の発現は持続し
ていた（図４）。Hes1 は、Ngn2 や Delta1 の
プロモーターに直接作用して発現を抑制す
ることから、Hes1 の発現がオシレーションす
る神経幹／前駆細胞では、Ngn2 や Delta1 の
発現が Hes1 によって周期的に抑制されて逆
の位相でオシレーションすると考えられた。
一方、Hes1 の発現が無くなってニューロンに
分化しつつある細胞では、Hes1 の抑制を受け
ないため Ngn2 や Delta1 の発現は持続すると
考えられた。 

 

図３：胎生 9.5 日マウス背側終脳における
Delta1 の 発 現 。 神 経 幹 ／ 前 駆 細 胞 に
salt-and-pepper 状に発現している。 
 

 

 

 

図４：神経幹／前駆細胞と分化しつつあるニ
ューロンにおける Hes1 と Ngn2 の発現動態。 
 
Ngn2 はニューロン分化を決定・促進するが、

多くの下流遺伝子の発現がオンになるのに
時間がかかるため、Ngn2 の発現が２〜３時間
周期でオシレーションしているときは、それ
らの下流遺伝子はオンにならないようであ
った。Ngn2 の発現が持続すると初めてすべて
の下流遺伝子の発現がオンになり、ニューロ
ン分化が始まると考えられた。Ngn2 の発現が
２〜３時間周期でオシレーションしている
ときは、Delta1 のように素早く反応する遺伝
子が選択的にオンになっているようであっ
た。Delta1 の発現オシレーションによって、
神経幹／前駆細胞はお互いに Notchシグナル
を活性化しあって未分化性を維持すると考
えられた。したがって、Ngn2 は発現動態の違
いによって、まったく異なる現象を引き起こ
すことが示唆された。すなわち、Ngn2 の発現
がオシレーションすると神経幹／前駆細胞
の維持に働き、持続するとニューロン分化に
働くと考えられた。 
 発生初期には、神経幹／前駆細胞では Hes1
オシレーションによって Ngn2 や Delta1 の発
現がオシレーションし、集団全体で Notch シ
グナルを活性化しあって未分化状態を維持
しているらしい。発生初期に Ngn2 や Delta1
が salt-and-pepper状に発現していることは
よく知られているが、陽性細胞がいち早くニ
ューロン分化を開始すると信じられてきた。
しかし、我々の結果から、salt-and-pepper

図１：Notch-Hes シグナルを介した側方抑制。 
 
 

 

図２：ネガティブフィードバックによる Hes1
の発現オシレーション。 
 



状の発現は単に発現オシレーションの一瞬
間を見ているだけで、陽性細胞は次の瞬間に
陰性に、逆に陰性の細胞は陽性になること、
したがって陽性の細胞も陰性の細胞も等価
であって、陽性の細胞がいち早くニューロン
分化を開始するわけではないことが強く示
唆された。これは、側方抑制に関して、今ま
での考え方をまったく変えるものである。 
 
(2) 境界領域におけるHes1 の持続発現 
神経管は、境界構造によっていくつものコ

ンパートメントに区切られる。一般に、細胞
は境界構造を越えて遊走しないので、それぞ
れのコンパートメントは一つのユニットと
して発生する。コンパートメント内の神経幹
／前駆細胞は盛んに増殖してニューロンを
産生するのに対して、境界構造を構成する細
胞はあまり増殖せず、一般にニューロンを産
生しない。発現解析をしたところ、コンパー
トメント内の神経幹／前駆細胞では Hes1 の
発現がオシレーションするが、境界領域の細
胞は Hes1 を持続発現することがわかった。 

Hes1 の発現動態の違いがコンパートメン
トと境界の細胞の性質の差に関係している
のかどうかをしらべるために、コンパートメ
ント由来の神経幹／前駆細胞に Hes1 を持続
発現させてみた。その結果、これらの細胞は
ニューロンに分化しなくなり、また増殖も遅
くなった。逆に、Hes1 や関連遺伝子を欠損さ
せたマウスをしらべたところ、境界領域の細
胞がニューロンに分化した。したがって、
Hes1 の持続発現が境界領域の細胞の維持に
重要な役割をもつことが明らかになった。 
 次に、線維芽細胞を用いて、Hes1 の発現を
オシレーションさせたり持続させたりする
制御機構を探った。Stat3 はリン酸化される
と活性型になり、Socs3 等の下流遺伝子の発
現を誘導する。Socs3 は脱リン酸化酵素で、
リン酸化 Stat3 を不活性型に変える。このネ
ガティブフィードバックの結果、リン酸化
Stat3 と Socs3 の量が逆位相でオシレーショ
ンすることがわかった。さらに、リン酸化
Stat3はHes1蛋白の不安定性にも関わってお
り、Stat3-Socs3 経路が抑制されると Hes1 蛋
白が安定になり、持続発現するようになった。
同様に、神経幹／前駆細胞で Stat3-Socs3 経
路を抑制すると、Hes1 の発現がオシレーショ
ンしなくなった。これらの結果から、
Stat3-Socs3 経路によってオシレーションす
るか持続するかという Hes1 の発現動態が制
御されることが示された。境界領域で
Stat3-Socs3 経路が抑制されているかどうか
はよくわかっておらず、今後の課題である。 
 
(3) 成体脳の神経幹細胞におけるNotch-Hes
シグナル 

成体脳にも神経幹細胞があり、新生したニ

ューロンは高次脳機能に重要な役割を担う。
成体脳の神経幹細胞でコンディショナルに
Notch-Hes シグナルを欠損させると、神経幹
細胞が枯渇し、ニューロン新生が起こらなく
なった。したがって、成体脳の神経幹細胞の
維持に Notch-Hesシグナルが必須な役割を担
うことが示された。成体脳の神経幹細胞は、
胎児の神経幹／前駆細胞と比較して増殖や
ニューロン産生能が低い。また、予備的な実
験から、成体脳の神経幹細胞では Hes1 の発
現が持続することが示唆された。今後、リア
ルタイムイメージングを行って、成体脳の神
経幹細胞における Hes1 の発現動態を明らか
にする必要がある。 
 
 今回、単に遺伝子が発現しているかどうか
だけでなく、遺伝子発現動態の違いによって
細胞の性質が大きく変わることが明らかに
なった。今後、他の遺伝子についても発現動
態を解析する必要がある。また、神経幹／前
駆細胞は経時的に分化能が変化することが
知られているが、その分子機構はよくわかっ
ていない。このような経時的変化に Hes1 や
Ngn2 の発現オシレーションの関与が示唆さ
れるので、今後、この可能性についても解析
する必要がある。 
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