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研究成果の概要（和文）：神経幹細胞は、多分化能を持つとともに、活発に増殖する。神経幹細胞においてbHLH型転写
因子Hes1の発現が２～３時間周期で振動すること、Hes1依存的にプロニューラル因子Mash1/Ascl1の発現も振動するこ
とがわかった。また、Mash1/Ascl1は発現が振動すると神経幹細胞の増殖能を活性化するが、定常発現になると神経幹
細胞の分裂を止めてニューロン分化を誘導した。Hes1の発現が持続するとアストロサイトへの分化を誘導した。したが
って、Mash1/Ascl1やHes1の発現が振動するか持続するかで、神経幹細胞の細胞周期の進行が活性化されるかどうかが
制御されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Neural stem cells actively proliferate while giving rise to many cell types. The 
expression of the bHLH factor Hes1 oscillates with a period of 2-3 hours, and Hes1 oscillation drives the 
oscillatory expression of the proneural factor Mash1/Ascl1. Mash1/Ascl1 activates the cell cycle 
progression when its expression oscillates but induces the cell cycle exit and neuronal differentiation 
when its expression is sustained. Hes1 induces astrocyte differentiation when its expression is 
sustained. Thus, the oscillatory versus sustained expression of Mash1/Ascl1 and Hes1 regulates the cell 
cycle progression of neural stem cells.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 神経幹細胞の自己複製と細胞分化は、bHLH
型転写因子によって制御されている。神経幹細
胞の未分化性の維持とアストロサイト分化を制御
する Hes1 、 ニ ューロン分化を制御する
Mash1Ascl1、オリゴデンドロサイト分化を制御す
るOlig2という３種類のbHLH型転写因子が重要
な働きを担っていることが知られている。しかし、
Hes1 が神経幹細胞の細胞周期を活性化して未
分化性を維持したり、アストロサイトへの分化を
決定したりするという相反する機能をどのような
機序で発揮するのかよくわかっていなかった。ま
た、Mash1やOlig2 も、ニューロン分化とオリゴデ
ンドロサイト分化以外に、神経幹細胞の増殖・維
持を活性化することが知られているが、この相反
する機能がどのような機序で発揮されるのか不
明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、同一因子が神経幹細胞の細胞
周期を活性化して増殖を促進したり、細胞周
期を抑制して細胞運命決定を促進するとい
う相反する活性を発揮する機序を明らかに
することにした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ホタルの発光タンパク質である
ルシフェラーゼとHes1、Mash1/Ascl1、Olig2の3
種類の bHLH 型転写因子の融合たんぱく質が
発現するような遺伝子改変マウスを作製し、
bHLH 型転写因子の発現動態を単一細胞レベ
ルで解析した。その結果、発現動態の重要性が
示唆されたので、光応答性の転写因子である
GAVPO のコドンをヒト化した hGAVPO を用いて、
光照射依存的に発現動態を人工的にコントロー
ルできる実験系を開発した。この系を用いて、
Mash1/Ascl1 の発現動態を光制御した。 
 
４．研究成果 
(1)神経幹細胞におけるbHLH因子の発現イメ
ージング 
 ホタルの発光たんぱく質であるルシフェラー
ゼと Hes1、Mash1/Ascl1、Olig2 の 3 種類の
bHLH型転写因子の融合たんぱく質が発現する
遺伝子改変マウスから、それぞれ神経幹細胞培
養系を準備した。高感度の発光イメージングに
よって、Hes1、Mash1/Ascl1、Olig2 の 3 種類の
分化運命決定因子の発現動態を観察・解析し
たところ、神経幹細胞では Hes1、Mash1/Ascl1
タンパク質は2〜3時間周期で、Olig2タンパク質
は 5〜8 時間周期で発現の増減を繰り返すこと
（発現振動）、一方、分化決定時にはこの３種類
の中から選ばれた１種類が持続発現して他の因
子の発現が抑制されることが明らかになった（図
１）。これらの結果から、分化決定因子の発現が
振動すると神経幹細胞の増殖能が活性化される
のに対し、持続発現すると細胞周期が抑制され
て分化決定が誘導されると考えられた。したがっ
て、発現動態の違いで異なる活性が発揮される
ことが、強く示唆された。 

 

図１：神経幹細胞(NPC)における bHLH 因子
の発現動態。多分化能を持つ神経幹細胞では、
３種類の bHLH型運命決定因子 Hes1, Mash1/ 
Ascl1, Olig2の発現が振動している。一方、細
胞分化のときは、選ばれた１種類の因子の発
現が持続するが、それ以外の因子の発現は無
くなる。 
 
(2) 光遺伝学的遺伝子発現制御による遺伝
子発現動態の意義の解明 
 次に、発現動態の重要性を検証するために、
Mash1/Ascl1 に注目して機能解析を行った。そ
のため、青色光照射でMash1の発現を誘導でき
る hGAVPO システムを作製し、これを Mash1/ 
Ascl1 欠損神経幹細胞に導入した（図２左）。青
色光の照射パターンを変えることによって、この
神経幹細胞に Mash1/Ascl1 の発現振動や持続
発現を誘導することが可能になった。そこで、
Mash1/ Ascl1 の３時間周期の発現振動を３日間
誘導したところ、ニューロンの形成は見られなか
ったが、神経幹細胞の増殖能が活性化された。
Mash1/ Ascl1の発現振動の振幅を強めてもニュ
ーロン分化は起こらなかった。また、６時間周期
の発現振動を誘導したところ、増殖能の活性化
は見られなかった。 
 

 
図２：Mash1/Ascl1 の光遺伝学的遺伝子発現制
御。(左) hGAVPOは、光応答性ハイブリッド
タンパク質 GAVPO のコドンを哺乳動物細胞
に最適化したもの。青色光照射によって
hGAVPOは活性化され、UASの下流の遺伝子
発現を誘導する。(右) Mash1/Ascl1 の発現動
態と機能との関係についてしらべたところ、
３時間周期で発現振動すると神経幹細胞の
増殖能が活性化されたが、持続発現すると増
殖を止めてニューロンに分化した。 



 一方、Mash1/Ascl1 の持続発現を３日間誘導
したところ、細胞周期を離脱して効率よくニュー
ロンに分化した。したがって、振動するか持続す
るかという発現動態の違いによって、同一因子
が神経幹細胞の増殖能を活性化したり、増殖を
止めてニューロン分化を決定できることが明らか
になった。また、この技術を用いることによって、
神経幹細胞の自己複製とニューロン分化誘導を
光で制御できることが可能になった。以上から、
多分化能および増殖能を持った幹細胞とは、複
数の運命決定因子があたかもシーソーのように
拮抗しながら発現の増減を繰り返す状態である
ことが明らかになった（図３）。 
 

 

図３：シーソーモデル。多分化能と増殖能を維持
した神経幹細胞とは、３種類の分化運命決定因
子があたかも３人用シーソーのように拮抗し合っ
ている状態である。 
 
(3)今後の展望 
 本研究は、自己複製能と多分化能の両立とい
う神経幹細胞の根幹をなすメカニズムを明らか
にした。この幹細胞の中心的な性質は、運命決
定に関わる因子が発現振動することによることが
分かった。ただ、運命決定因子が発現動態の違
いで相反する機能を発揮する分子機構は不明
で、今後に残された課題である。下流遺伝子の
プロモーターの反応性の違いなどが想定される。
また、成体脳にも神経幹細胞は存在するが、今
回解析した胎児期の神経幹細胞とは異なり、増
殖能や分化能は限定的である。運命決定因子
の発現動態に差があるのかどうか、今後の解析
が待たれる。 
 Hes1 蛋白質は、神経幹細胞だけではなく、い
わゆる万能細胞(ES 細胞・iPS 細胞)や造血幹細
胞・皮膚幹細胞などほとんどの幹細胞で発現が
確認されていることから、本研究で見出された細
胞分化決定因子の周期的な発現（発現振動）に
よる制御機構は、他の種類の幹細胞においても
普遍的に使用されているメカニズムであると考え
られる。実際、ES 細胞において Hes1 の発現振
動が見られていることから、本研究成果は幹細
胞研究全体への幅広い波及効果をもたらすこと
が予想される。また、神経幹細胞の自己複製と
ニューロン分化誘導を光で制御できる技術は、
脳損傷や神経変性疾患に対する再生医療研究
に貢献することが期待される。 
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