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序論 

 

哺乳類中枢神経系を構成する主要細胞種であるニューロン、アストロサイト、オリ

ゴデンドロサイトは共通の神経幹細胞から分化・産生される。しかしながら、神経幹

細胞の各細胞種の分化は時空間的に厳密に制御されている(Temple, 2001)。発生過程に

おいて神経幹細胞は胎生中期にはニューロンのみに分化するが、胎生後期においては

アストロサイトへの分化能を獲得し、多分化能を有した神経幹細胞となる。このよう

に神経幹細胞は発生段階依存的に分化能を獲得していくが、この変化は増殖因子やサ

イトカイン等の細胞外因子と DNA メチル化といった細胞内在性プログラムが協調的

に働くことにより制御されている(Edlund and Jessell, 1999; Hsieh and Gage, 2004; 

Takizawa et al., 2001)。 

神経幹細胞のアストロサイト分化においては転写因子である STAT3 の活性化が重

要である事が報告されており、白血病抑制因子 (leukemia inhibitory factor ; LIF) や毛

様体神経栄養因子 (ciliary neurotrophic factor ; CNTF) といったインターロイキン 

(Interleukin ; IL) -6 ファミリーサイトカインが janus kinase (JAK) –signal transducer and 

activator of transcription (STAT) 経路を介して神経幹細胞のアストロサイトへの分化を

誘導することが知られている(Bonni et al., 1997; Rajan and McKay, 1998)。実際に、LIF 

や LIF 受容体β、共通信号伝達受容体である gp 130、STAT3 といった因子の knock 

out マウスにおいて、神経幹細胞のアストロサイト分化の減少が報告されており、そ

の重要性が示されている(Bugga et al., 1998; He et al., 2005; Koblar et al., 1998; 

Nakashima et al., 1999a)。さらに、形質転換増殖因子 (transforming growth factor-β ; 

TGF-β) スーパーファミリーに属する骨形成蛋白質  (bone morphogenetic protein ; 

BMP) もアストロサイトへの分化を誘導するサイトカインであることが分かってい

る。また、これら異なるサイトカインである LIF、BMP2 は、 それぞれの下流転写因

子である STAT3 と Smad1 が核内転写共役因子 p300/CBP を介して複合体を形成す

ることにより、アストロサイト特異的遺伝子の転写を相乗的に誘導するためと考えら

れている(Nakashima et al., 1999b)。 

 このような細胞外因子による作用に加え、細胞内在性プログラムも神経幹細胞の分

化制御に重要な役割を果たしている。神経幹細胞のアストロサイト分化において、活

性化された STAT3 はアストロサイト特異的遺伝子である Gfap プロモーター上に存在

する STAT3 認識配列に結合することによって転写を促進するが、この STAT3 認識配

列への結合は DNA のメチル化によって制御されている。DNA のメチル化は、DNA

メチル基転移酵素によってメチル基が付加されることによって生じるが、これまでに

DNAメチル基転移酵素としてヘミメチル化されたDNAにメチル基を導入する維持型

Dnmt1（DNA-methyltransferase 1）と、新規にメチル基を導入する新規型 Dnmt3a 及び
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Dnmt3b が知られている(Bestor, 2000)。胎生中期の神経幹細胞においては、Gfap プロ

モーター上の STAT3 認識配列は高頻度メチル化されているため、例え STAT3 を活性

化するサイトカインで刺激しても、STAT3 認識配列に結合できない(Takizawa et al., 

2001)。そのため Gfap の発現に至らず、結果としてニューロン分化が優位となる。発

生の進行に伴い、STAT3 認識配列を含む領域が脱メチル化されるため、胎生後期の神

経幹細胞においてはSTAT3の活性化に伴い神経幹細胞はGFAP陽性のアストロサイト

へと分化する。このように、神経幹細胞の発生段階依存的なアストロサイト分化にお

いては、転写因子 STAT3 の活性化と、DNA のメチル化といったエピジェネティック

なゲノム修飾が重要な役割をはたしている事が知られている。しかしながら、この神

経幹細胞の発生段階依存的な DNA メチル化制御機構については、未だ不明な点が多

い。また、このようなエピジェネティクス変動を伴った神経幹細胞の多分化能獲得に、

どのような転写調節因子群が関与しているかについてはほとんど明らかにされてい

ない。 

これまでに、胎生 10.5、13.5、17.5 日目終脳由来神経幹細胞を培養し、幹細胞の表

面マーカーである SSEA-1（stage-specific embryonic antigen 1）を用いてソーティング

後、マイクロアレイ解析により各胎生期神経幹細胞特異的に発現しているマーカー因

子の探索をした報告や、胎生 12.5、14.5、16.5 日目のそれぞれのマウス皮質において

神経幹細胞が存在する ventricular zone (VZ)より単離した細胞を用いて、ニューロンの

サブタイプの違いに関与する因子をマイクロアレイ解析によりスクリーニングした

報告がなされている(Abramova et al., 2005; Ajioka et al., 2006)。このように、各胎生期

の神経幹細胞での遺伝子発現を Gene Chip を用いて網羅的に解析した報告はあるが、

神経幹細胞の分化制御に関与する因子の同定には至っていない。 

 そこで本研究は、アストロサイト分化能を獲得した胎生後期の神経幹細胞と、獲得

していない胎生中期神経幹細胞において、特異的に発現している遺伝子を GeneChip

を用いた DNA マイクロアレイ解析により比較し、神経幹細胞の発生段階依存的なア

ストロサイト分化制御を担う因子の同定を試みた。神経幹細胞は胎生期によって分化

傾向が違うことから、各胎生期特異的な遺伝子発現を網羅的に解析できる GeneChip

を用いた解析は非常に有効であると考えられる。また、遺伝子発現の解析においては

サンプル間での発現量の補正が重要な要素となることから、Percellome 解析を用いる

ことにより１細胞当たりでの発現量を計算した(Kanno et al., 2006)。さらに、GeneChip

による各胎生期特異的発現遺伝子の一次的スクリーニングに加え、それら遺伝子を in 

situ hybridization により発現時期及び発現領域を特定するといった二次的スクリーニ

ングを行うことで、候補遺伝子の数を絞った。その結果、胎生中期特異的に発現し、

神経幹細胞の存在する脳室周囲部に強い発現を示す N-myc 及び Hmga2 を同定した。

N-myc は bHLH 型転写因子で、E-box に結合することで転写活性化作用を示し、細胞

の増殖や分化を促進することが知られている(Knoepfler et al., 2002; Saiki et al., 2000; 
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Sawai et al., 1990)。Hmga2 はクロマチンリモデリング因子であり、DNA の AT rich な

領域に結合することでアダプターとして機能する。そこに他の様々なタンパク質をリ

クルートすることでクロマチン状態を変化させ、転写活性化・抑制の両方に機能する

ことが報告されている。また、幹細胞において特異的に発現し、分化した細胞では発

現していないことが報告されている(Sock et al., 2004; Zhou et al., 1995)。 

胎生中期で高発現している N-myc 及び Hmga2 を、これら因子の発現の低い胎生後

期神経幹細胞にレトロウィルスを用いて発現させ、神経幹細胞の分化傾向にどのよう

な影響を与えるかを検討した。その結果、これら因子の発現により神経幹細胞のアス

トロサイト分化の抑制が観察された。胎生後期神経幹細胞においては、Gfap プロモー

ター上の STAT3 認識配列は脱メチル化されているため、これら因子の発現によって

STAT3 認識配列周辺が再びメチル化された可能性が考えられたが、bisulfite sequence

の結果から、メチル化状態は変化していなかった。そのため、神経幹細胞のアストロ

サイト分化能獲得には、発生段階依存的な DNA 脱メチル化だけでなく、それに伴っ

て変化する転写調節因子の発現も関与している事が示唆された。 

 一方で、神経幹細胞のアストロサイトへの分化には、アストロサイト特異的遺伝子

の脱メチル化が必須である。発生過程において、神経幹細胞から最初に分化・産生さ

れる細胞がニューロンであることから、このニューロンが残存する神経幹細胞に作用

し、次に産生されるべき細胞系譜であるアストロサイトへの分化能獲得に重要な役割

を果たしていると考えられた。アストロサイトへの分化能を獲得していない胎生中期

神経幹細胞を先に産生された胎生期ニューロンと共培養した結果、LIF に応答したア

ストロサイト分化が見られることが判明した。ニューロンとの共培養で変化が見られ

たことから、細胞接着によって活性化される Notch シグナルの関与が考えられた。隣

り合う細胞間で作用する細胞間情報伝達分子である Notch は、一回膜貫通型タンパク

質でリガンドの結合により細胞内領域が切断され、核内へ移動し標的遺伝子の転写を

活性化する(Nakayama et al., 2008)。胎生期ニューロンの作用が Notch の活性化阻

害剤によって阻害されたことから、胎生期ニューロンが Notch シグナルを介して、残

存する神経幹細胞に次に産生されるべき細胞系譜であるアストロサイトへの分化能

の獲得を促していることを明らかにした。また、この Notch シグナルが誘導する脱メ

チル化は、Notch シグナルによって発現が誘導される転写因子である NFIA の、アスト

ロサイト特異的遺伝子プロモーターへの結合により、維持メチル化酵素である DNMT1

のゲノム DNA 上からの解離を誘導し、結果的に脱メチル化を促進するという新規メカ

ニズムを明らかにした(Namihira et al., 2009)。 

しかし、神経幹細胞がアストロサイトへの分化能を獲得するといった性質変化にお

いて、このような DNA 脱メチル化がゲノム全体でどの程度起こっているのかは明らか

にされていない。そのため、神経幹細胞の性質変化の完全な理解には至っていない。

それらをより詳細に理解するために、細胞全体でメチル化がどの程度変化するのか、
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またその変動と遺伝子発現がどの程度相関するのかを把握する必要がある。そこで、

本研究では神経幹細胞特異的発現が認められる Sox2 遺伝子プロモーターの下流に

EGFP 遺伝子を組み込んだ（Sox2-EGFP）トランスジェニックマウス(D'Amour and Gage, 

2003)を用いて解析を行った。この Sox2-EGFP マウスを用いることにより、神経幹細

胞を GFP の蛍光を指標にセルソーターを用いて生体内より直接単離できるため、今ま

で困難であった神経幹細胞の生体脳での変化をより正確に解析できる。予備的実験と

して、各胎生期Sox2-EGFPマウス脳より単離した神経幹細胞からゲノムDNAを回収し、

アストロサイト特異的遺伝子プロモーターのメチル化状態を解析した結果、胎生中期

（E11.5）神経幹細胞では高頻度にメチル化されているものの、発生段階の進行に伴

う DNA 脱メチル化が観察された。このことは、生体内でもエピジェネティックな修飾

が神経幹細胞の多分化能獲得に重要な役割を果たしていることを示唆している。 

 前述のように、神経幹細胞は発生段階の進行に伴い DNA 脱メチル化が生じ、胎生

後期神経幹細胞では多分化能を持った神経幹細胞として成熟するが、最終的にアスト

ロサイトへの分化を誘導するシグナルがどこから来るのかについては解明されてい

ない。アストロサイト分化に必須である STAT3 活性化サイトカイン（IL-6 ファミリ

ーサイトカイン）の発現については、神経幹細胞自身が IL-6、LIF、CNTF を発現し

ているという報告やニューロンが CT-1（Cardiotrophin-1）を発現しているという報告

もあるが、実際に in vivo でどのような細胞がアストロサイト分化誘導に働いている

のかは不明な点が多い(Ohno et al., 2006; Uemura et al., 2002 {Barnabe-Heider, 2005 

#61) 。アストロサイトへの分化能を獲得した胎生後期の神経幹細胞は放射状（ラジ

アル）グリアという形態をとり、ラジアルファイバーを伸ばして髄膜に接している。

髄膜形成不全のマウスではラジアルグリアの形成に異常が起こることや神経幹細胞

の増殖が減少することから、髄膜がラジアルグリアに作用している可能性が示唆され

ている(Zarbalis et al., 2007)。このことは、最近、髄膜が RA を分泌し神経幹細胞のニ

ューロン分化を制御していることが報告されたことからも示唆される(Siegenthaler et 

al., 2009)。そこで、本研究ではアストロサイトへの分化を誘導する因子として終脳を

覆う髄膜に着目し、神経幹細胞の分化制御における髄膜の役割を解明することを目的

とした。髄膜細胞と E14.5 マウス終脳由来神経上皮細胞を共培養した結果、髄膜細胞

と共培養した神経幹細胞においてはアストロサイト分化が誘導されることを発見し

た。髄膜の培養上清(CM)を用いた場合にも神経幹細胞のアストロサイト分化が観察さ

れたため、髄膜細胞が分泌している因子が重要と考えられた。さらに髄膜細胞より回

収した CM にどのような因子が含まれているかを検討するため、ルシフェラーゼ遺伝

子の上流に GFAP プロモーターを組み込んだレポーターコンストラクトを用いたル

シフェラーゼアッセイを行ったところ、CM によりプロモーター活性の上昇が確認さ

れた一方、優性抑制型 STAT3 及び IL-6 ファイミリーサイトカインの共通信号伝達受

容体である gp130 の特異的阻害抗体によってその効果が抑えられた。この結果から、
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髄膜細胞が分泌している IL-6 ファミリーサイトカインがラジアルグリアに作用し、

最終的なアストロサイトへの分化を誘導していることが示唆された。これらの示唆を

もとに、本論文では、細胞内及び細胞外因子による神経幹細胞の分化制御機構につい

て考察する。 
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材料と方法 

 

1：実験動物及び細胞培養 

1-1：実験動物 

業者によるプラグ確認日を胎生 0.5 日とした、妊娠 11.5 および 14.5 日の ICR マウ

スを日本エスエルシーまたは日本クレアから購入した。 

 

1-2：使用細胞 

胎生中期神経幹細胞：胎生 11.5 日目マウス終脳から神経幹細胞を単離し、bFGF 存

在下で 1 日間単層培養後、各種アッセイに用いた。 

胎生後期神経幹細胞：胎生 14.5 日のマウス終脳から神経幹細胞を単離し、bFGF 存

在下で 4 日間単層培養を行い増殖させた後、各種アッセイに用いた。 

 

1-3：神経上皮細胞の単離・培養 

胎生中期神経幹細胞：妊娠マウス（妊娠 11.5 日）を頚椎脱臼後、開腹し、子宮を取

り出し氷上に置いた培養皿中の PBS に移した。子宮から胎仔を取り出し、氷上に置い

た 60mm 培養皿中の HBSS に移した。実体顕微鏡下でピンセットを用いて胎仔から脳

を摘出し、チップの先端をカットした1ml用ピペットマンを用いて氷上に置いた1.5ml

チューブに移した。Trypsine-EDTA (GIBCO)を 200ml 加え室温で 10 分間静置後、

Trypsine Inhibitor (SIGMA)を 200l 加え氷上に置いた。チップの先端をカットした 1ml

ピペットマンを用いて脳を氷上に置いた 60mm 培養皿中の HBSS に移した。実体顕微

鏡下でピンセットを用いて終脳のみを分離するために髄膜を取り除き、15ml チュー

ブに移した。1ml 用ピペットマンを用いて 15ml チューブに入っている終脳を全量

900l の HBSS でピペッティングすることにより細胞を分散させた後、1,300rpm で 5

分間遠心した。上清を吸引除去し、1ml ピペットマンを用いて細胞を 1ml の bFGF

（10ng/ml）含有 N2/DMEM/F12 培地に懸濁させた。細胞数を計測し、必要細胞数を各

種アッセイ用に O/F コートした培養皿等に播種した。 

胎生後期神経幹細胞：頚椎脱臼し、開腹した妊娠マウス（妊娠 14.5 日）から子宮を

取り出し、氷上に置いた培養皿中の PBS に移した。子宮から胎仔を取り出し、氷上に

置いた 60mm 培養皿中の HBSS に移した。実体顕微鏡下でピンセットを用いて胎仔か

ら脳を摘出し、終脳のみ（図 4 の点線で囲んだ部分）を分離した。終脳を HBSS とと

もに 1ml 用ピペットマンで 15ml チューブに移し、全量 900l の HBSS を用いてピペ

ッティング（～5,6 回）することにより細胞を分散させた後、1,300rpm で 3 分間遠心

した。上清を吸引除去し、10l ピペットを用いて細胞を 6l の bFGF（10ng/ml）含有

N2/DMEM/F12 培地に懸濁させ、O/F コートした 90mm 培養皿に播種した（培養 0 日
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目）。神経上皮細胞の未分化状態と増殖能を維持するため、培養液への bFGF の継続

的添加を行った（培養 1 日目と 3 日目に bFGF（5ng/ml）を追加）。培養 2 日目には新

しい 10ng/ml bFGF 含有 N2/DMEM/F12 培地に交換した。本研究の神経上皮細胞はす

べて 37℃、CO2 濃度 5％のインキュベータにて培養した。培養 4 日目に培養皿に付着

した神経上皮細胞を HBSS で 2 回洗浄後に、再度 HBSS を 3ml 加え、CO2 インキュベ

ータ内で数分間インキュベートした。ピペットマンで HBSS を吹き付けることで細胞

を培養皿からはがし、15ml チューブに回収した。回収した細胞は 1,500rpm で 5 分間

遠心し上清を吸引除去した後、bFGF（10ng/ml）含有 N2/DMEM/F12 培地に懸濁させ、

細胞数を計測し、必要細胞数を各種アッセイ用に培養皿等に播種した。 

 

1-4：培養皿のコーティング 

培養皿をオルニチン/ファイブロネクチンコート（O/F コート）することにより神経

上皮細胞の接着性を増強させた。滅菌水で 15g/ml に希釈したポリ‐L－オルニチン

（SIGMA）溶液を培養皿に加え、37℃の CO2 インキュベータ内で 2 時間以上インキ

ュベートした。ポリ‐L－オルニチン溶液を培養皿から吸引除去し、リン酸緩衝生理

食塩水（Phosphate buffered saline ; PBS）（TaKaRa）で 3 回洗浄後、PBS で 1g/ml に希

釈したフィブロネクチン（SIGMA）溶液を培養皿に加え、CO2 インキュベータ内で 2

時間以上インキュベートした。フィブロネクチン溶液を培養皿から吸引除去し、乾燥

を防いだ状態で使用するまで 4℃で保存した。チャンバースライド（Nunc）のコーテ

ィングも同様に行った。 

 

1-5：培地及び緩衝液 

神経上皮細胞の N2/DMEM/F-12 培地を以下の工程で作成した。滅菌水に

DMEM/F-12（GIBCO）を攪拌溶解し、DMEM/F-12 培地とした。D-MEM/F-12 培地に

NaHCO3（nacalai tesque）、insulin（SIGMA；25mg/ml）、apo-Transferrin（SIGMA；100mg/ml）、

putrescin（SIGMA；100mM）、sodium selenite（SIGMA；30nM）、progesterone（SIGMA；

20nM）を添加しよく攪拌後、NaOH 溶液で pH7.2 に調整した。培地を 0.22m のフィ

ルターで濾過し、4℃で保存した。使用直前には、bFGF（PEPRO TECH EC；10ng/ml）

と Antibiotic-Antimycotic [penicillin G sodium；10mg/ml、streptomycin sulfate；25mg/ml、

amphotericin B (GIBCO)]を添加した。bFGF はあらかじめ 0.1%BSA/PBS にて 10g/ml

に調整したものを使用した。 

緩衝液として使用したハンクス平衡緩衝塩溶液（Hank's Balanced Salt Solution；

HBSS）を以下の工程で作成した。滅菌水に HBSS（SIGMA）を攪拌溶解し、NaHCO3

を添加後、HCl で pH7.2 に調整した。調整後、HBSS 溶液を 0.22m のフィルターで濾

過し、4℃で保存した。 
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2：コンストラクト作成 

2-1：RNA の抽出 

胎生中期神経幹細胞を培養した培養皿を PBS で 2 回洗浄後、Sepazol（nacalai tasque）

を 500l 加えた。次に、Cell Lifter (Corning)を用いて細胞を剥がし、1.5ml チューブに

回収後、ボルテックスミキサーを用いて激しく撹拌及びシリンジを用いて細胞をホモ

ジナイズした。室温で 5 分間静置後、クロロホルムを 200l 加え軽く転倒攪拌し室温

で3分間静置した。15000rpmで15分間遠心後、回収した水層に2-プロパノールを500l

加え混合し、転倒攪拌した。室温で 10 分間静置後、15000rpm、4℃で 10 分間遠心し

た。上清を除去し 70%エタノール 1ml を加え、15000rpm、4℃で 5 分間遠心した。上

清を除去し RNA ペレットを 5 分間風乾させ、滅菌水 40l で溶解した。さらに、この

サンプルに DNase 処理（Promega）を行うことでゲノム DNA の混入による結果への

影響を排除した。 

 

2-2：逆転写反応 

パーソナルスペクトルモニターGene Quant pro (Amersham Biosciences)にて RNA の濃

度測定を行い、5ug 分の total RNA を用いて逆転写反応を行った。まず、5ug 分の total 

RNA 溶液に 0.5ug 分の Oligo dT primer（Invitrogen）溶液および 10mM dNTP (Invitrogen)

を加え、全量 12l になるよう RNase free 水を加え、70℃で 10 分間加温後、氷中に静

置した。さらに、5×1st strand buffer を 4l、0.1M DTT を 2l、40 unites RNase OUT 
TM

 

Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen)を加え 42℃で 2 分間加温し、さらに逆転

写酵素 SuperScript Reverse TranscriptaseⅡ(Invitrogen）を 1l 加え 42℃で 1 時間加温す

ることで逆転写反応を行った。逆転写酵素を 70℃で 15 分間加温することで失活させ、

滅菌水を 40l 加えたこの cDNA 溶液を以下の実験で用いるまで－20℃で保存した。 

 

2-3：遺伝子クローニング 

 各遺伝子特異的プライマーを設計し、KOD-Plus-DNA Polymerase (TOYOBO)を用い

て PCR 増幅を行った。cDNA 2l、10×PCR buffer 2.5l、2.0mM dNTPs 2.5ml、25mM 

MgSO4 1.5 ml、20mM forward プライマー、20mM reverse プライマーそれぞれ 0.75ml、

DMSO 1.0ml、Taq 0.5 ml、滅菌水 14.5ml を混合し、合計 25ml で PCR 反応を行った。

PCR 反応は iCycler (Bio Rad)を用いて、95℃ 4 分の後、94℃ 15 秒、60℃ 20 秒、68℃ 

3 分のサイクルを 40 回行い、最後に 68℃ 7 分の反応を行った。増幅サンプルを 1.2％

アガロースゲルにて電気泳動し、増幅 DNA バンドを切り出した。切り出したゲルは

1.5ml チューブに移し、NaI (Q-BIOGENE)を 500ml 加え、60℃で静置し完全に溶解さ

せた。その後、Wizard Minipreps DNA Purification Resin (Promega)を 1ml 加えてよくピ

ペッティングし、 Wizard minicolumn (Promega) をセットした 2.5ml シリンジ 

(TERUMO) に Resin 混合溶液を全量入れ、カラム精製を行った。その後、Column Wash 
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Solution (Promega)を 2ml シリンジに入れてカラムを洗浄し、カラムからシリンジをは

ずした。カラムを 1.5ml チューブに載せた状態で、室温、12000rpm で 1 分間遠心する

ことにより、カラム内に残留していた Column Wash Solution を除去した。その後、新

しい 1.5ml チューブにカラムを載せ、65℃の滅菌水 20 l をカラムに注ぎ、室温、

12000rpm で 1 分間遠心することで DNA 溶液を回収した。回収した DNA および目的

のベクター (pMYs IRES GFP)を制限酵素で処理し、制限酵素処理後、1.2％アガロー

スゲルにて電気泳動し、目的 DNA バンドを切り出した。DNA の精製は、上記方法と

同様に行い、回収した。回収した DNA 増幅溶液をインサート液とし、制限酵素処理

した pMYs IRESGFP vector を 1l インサート液を 3l、Ligation High (TOYOBO)を 2 ml

ずつ 1.5ml チューブに入れ、16℃の水槽で 3 時間ライゲージョン反応を行った。コン

ピテントセル DH5α（TOYOBO）10l にライゲーション液を 1l 加え、氷上で 20 分

間静置した。その後、42℃で 45 秒間ヒートショックを与え、すぐに氷上に移して 2

分間静置した。そして LB 培地(1%トリプトン、0.5%酵母エキス、0.5%塩化ナトリウ

ム)を 120 ml 添加し、37℃で 10 分間インキュベートした。インキュベート中に LB 寒

天培地 (+Ampicillin)に X-gal を 50l 塗布し、インキュベートした菌液を全量プレーテ

ィングし、37℃で一晩培養した。 

 

2-4：コロニーのピックアップ及びプラスミドの抽出 

 前日培養したプレートから、白色コロニーを 20 個ずつピックアップし、2ml の LB

培地 (+Ampicillin)の入ったユニットチューブ中で、37℃で一晩培養した。プラスミド

の抽出は、KURABO 社の Automatic DNA Isolation System PI-200 と、そのプロトコル

に従った。抽出したプラスミドを制限酵素処理し、電気泳動によってインサートチェ

ックを行った。その後、インサートが挿入されている事が確認されたものを Sequence

解析した。 

 

2-5：Sequence 解読 

 Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)を 2.5l、Big Dye 

Terminator v1.1, 3.1 5×Sequencing Buffer (Applied Biosystems)を 2 l、2 mM Primer 

(GFm2-3’)を 1.6 l、Plasmid DNA を 2 l、滅菌水 1.9 l の合計 10 l で PCR 増幅を行

った。PCR 反応は iCycler (Bio Rad)を用いて、96℃ 2 分の後、95℃ 10 秒、50℃ 5 秒、

60℃ 4 分のサイクルを 25 回行い、その後 4℃で保存した。PCR 反応後、3M 酢酸ナ

トリウムを 1l、0.125M EDTA を 1l、100%エタノールを 50l 加え、ボルテックスで

撹拌後、4℃、15000rpm で 15 分間遠心した。上清除去後、70%エタノールでリンス後、

室温で 5 分間乾燥させた。その後、ホルムアミドを 15l 加え、95℃で 2 分間熱変性

を行った後すぐに氷冷した。サンプルを 96 穴プレートに移した後、3100 Genetic 

Analyzer (HITACHI)で解析を行った。Sequence データは、付属ソフトである 3100 Data 
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Collection により解析した。 

 

3：PlatE 細胞の培養とレトロウィルスの調整・感染 

 レトロウィルスの作成に使用した PlatE 細胞は、東京大学医科学研究所の北村俊雄先

生より供与頂いた(Morita et al., 2000)。 

3-1：PlatE 細胞の継代 

 培地  [DMEM (SIGMA)、10% Fetal Bovine Serum (GIBCO)、1ug/ml Puromycin 

(SIGMA)、10ug/ml Brasticidin (Invitrogene)、0.1% Gentamicin (nacalai tesque) ]を吸引し、

3ml の PBS で 2 回洗浄した。次に、0.05%Trypsin-EDTA (GIBCO)を 90mm 培養皿に対

して 2ml 添加し、培養皿全体に馴染ませた直後に吸引し、37℃で 5 分間インキュベー

トした。培養皿の周りを叩いて細胞を剥がし、培地を 5ml 加えピペッティングするこ

とで細胞を剥がした。また、細胞液を上下にピペッティングすることで細胞を完全に

バラバラにした。新しい 90mm 培養皿に培地を 5.5l 入れ、懸濁した細胞液を 0.5ml

滴下して合計 6ml で培養し、継代とした。また、90mm 培養皿に培地 DMEM / 10%FBS 

/ 0.1%Gentamycine を 4.5ml 入れ、細胞懸濁液を 1.5ml 滴下して合計 6ml としたものを

Transfection 用とし、その翌日に使用した。 

 

3-2：PlatE 細胞へのコンストラクトの導入 

 コンストラクトの導入には、TransIT-293 (Mirus)のプロトコルに従った。血清使用量

低減培地 Opti-MEM（GIBCO）800l と、カチオン性脂質遺伝子導入試薬 TransIT-293 

12l をよく混合し室温で 5 分間静置した。次に transfect するコンストラクトを 6g 分

加え、転倒混和し 15 分間静置した。前日に播種しておいた PlatE 細胞の培地交換を行

い、そこに混合溶液を添加後一晩 37℃で培養した。翌日、培地を吸引し、PBS で 2

回洗浄後、bFGF(10ng/ml)を含む N2/DMEM/F-12 培地を加えた。さらに一晩培養し、

ウィルス液の回収に移行した。 

 

3-3：ウィルス液の回収及び濃縮 

 PlatE 細胞の上清を回収し、0.45m のフィルター (Pall)でウィルス溶液を遠心管に

filtrate し、6000g、4℃で 16 時間遠心した。遠心後、1ml だけ残して上清を除去し、残

りの 1ml の溶液で沈殿を懸濁後、15ml チューブに入れて-80℃で保存した。 

 

3-4：ウィルスの感染 

 ウィルス溶液に 37℃に温めた bFGF (10ng/ml)を含む N2/DMEM/F-12 培地を加え、

軽くピペッティングした。そして、神経幹細胞の培養液をウィルス溶液に交換し、37℃

で 4 時間インキュベートすることによりウィルスを感染させた。その後、bFGF 

(10ng/ml)を含む N2/DMEM/F-12 培地に交換し一晩培養した。翌日、レポーターにより
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感染が確認されてから、実験に用いた。 

 

4：免疫染色 

4-1：免疫染色法 

4% paraformaldehyde (SIGMA)で細胞を固定し、室温で 20 分間静置した後に、PBS

で１回洗浄し、ブロッキング溶液（0.1% triton-X100、3% FBS / PBS）を加え、室温で

20 分静置した。次にブロッキング溶液で倍希釈した一次抗体液に交換し、室温で 1

時間半もしくは 4℃で一晩 1 次抗体反応を行った。一次抗体反応後、PBS で 3 回洗浄

し、ブロッキング溶液で希釈した二次抗体を用いて、室温で 1 時間半 2 次抗体反応を

行った。二次抗体反応後、PBS で 3 回洗浄し、PBS で 1000 倍希釈した Hoechst33258

（1mg/ml）を用いて、室温で 15 分間静置し核染色を行った。PBS で 1 回洗浄後、イ

ムノマウント液 [shandon Immu-Mount（Thermo electron）]で包埋し、マニキュアで封

入した。作成したスライドは、蛍光顕微鏡（OLYMPUS 社の BX50 または Carl Zeiss

社の Axiovert 200M）で観察した。 

 

4-2：使用抗体 

一次抗体 

GFAP [Rabbit IgG 1:2000 (DAKO #Z0334)]、GFP [Chicken IgY 1:500 (Aves labs #GFA)]、

Sox2 [Rabbit IgG 1:1000 (CHEMICON #AB5603)]  

二次抗体 

Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG (Invitrogen #A21206) 

FITC-conjugated donkey anti-chicken-IgY (Jackson ImmunoReserch #703-096-155) 

Cy3-conjugated donkey anti-rabbit-IgG (Jackson ImmunoReserch #711-166-152) 

核染色 

Bisbenzimide H33258 Fluorochrome Trihydrochloride 1:1000 (nacalai tesque) 

 

5：GeneChip 解析 

5-1：細胞回収と DNA 測定 

各胎生期神経幹細胞を培養した培養皿を PBS で 2 回洗浄後、2-メルカプトエタノール 

(SIGMA)を 100 倍希釈した RLT Lysis buffer (QIAGEN)を 500l 培養皿に添加し、5 分

間室温で静置した。その後、細胞液を 1.5ml チューブに移し、-80℃で保存した。各サ

ンプルから溶液を 10l ずつ回収し、DNAse-free RNase A (Nippon Gene)により 37℃で

30 分間インキュベートし、その後、Proteinase K (Roche)を加えて 55℃で 3 時間インキ

ュベートした。それらサンプルを 96-well black plate に移し、PicoGreen fluorescent dye 

(Molecular Probes)を各 well に加え、10 秒間の震とうを 4 回行い、30℃で 2 分間インキ

ュベートした。その後、DNA の濃度を fluorescence plate reader を用いて測定した。こ
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の際、コントロールとして lamda phage DNA を使用した。 

 

5-2：GeneChip analysis 

 適当量の spike RNA cocktail を各サンプルに加え、RNeasy mini Kit (Qiagen)とそのプ

ロトコルに従ってRNAを抽出した。その後、5 mgのRNAと200UのSuperScript Reverse 

TranscriptaseⅡ(Invitrogen)、100pM T7-(dT)24プライマーを用いて逆転写反応を行った。

二本鎖の合成後、二本鎖 cDNA を Gene Chip Sample Cleanup Module (Affymetrix)を用い

て精製し、BioArray HighYield RNA transcript labeling kit (Enzo Dianostics)を用いて in 

vitro 転写反応を行うことによりラベルされた cRNA を合成した。合成した cRNA は、

Gene Chip Sample Cleanup Module 及び 1×fragmentation buffer (40mM acetate, 100mM 

KOAc, 30mM MgOAc)で精製し、94℃で 35 分間インキュベートした。GeneChip Mouse 

Expression 430 Array (Affymetrix)とハイブリット形成させるため、15mg の cRNA プロ

ーブ、50pM control oligonucleotide B2、eukaryotic hybridization control (1.5pM BioB, 5pM 

BioC, 25pM BioD, 100pM Cre)、 0.1mg/ml herring sperm DNA、0.5mg/ml acethlated BSA

及び hybridization buffer の混合溶液を、45℃で 16 時間反応させた。洗浄及び染色は

GeneChip Fluidic Station (Affymetrix)とそのプロトコルに従った。アレイデータのスキ

ャン及び解析は、GeneChip Operating Software (Affymetrix)を用いて行った。 

 

6：RT-PCR 

6-1：RNA の抽出及び逆転写反応 

胎生期神及び胎生後期経幹細胞より、2-1 と同様に RNA を抽出し、2-2 と同様の方

法で逆転写反応を行った。 

 

6-2：PCR（ポリメラーゼ連鎖反応） 

Real Time PCR：SYBR Premix Ex Taq (TAKARA)を使用した。cDNA 1l、2×Premix 

12.5l、20M forward プライマー、20M reverse プライマーそれぞれ 0.25l、DMSO 

1.0l、ROX DyeⅡ 0.5l、滅菌水 9.5l を混合し、合計 25l で PCR 反応を行った。PCR

反応は STRATAGENE 社の Mx 3000p を用いて、95℃ 20 秒の後、95℃ 10 秒、62℃ 30

秒のサイクルを 40 回行い、解析ソフト Max Pro (STRATAGENE)を用いて RNA の発現

を解析した。 

 

7：In situ hybridization 

7-1：脳切片の作成 

 胎生 11.5、14.5 日マウス脳切片：頚椎脱臼し、開腹した妊娠マウスから子宮を取り

出し、氷上に置いた 90mm 培養皿中の PBS に移した。子宮から胎仔を取り出し、氷

上に置いた 60mm 培養皿中の PBS に移した。実体顕微鏡下でピンセットを用いて脳
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を取り出し、氷上に置いてある 15ml チューブの 4%PFA 中に移した。 

胎生 17.5 日マウス脳：頚椎脱臼し、開腹した妊娠マウスから子宮を取り出し、氷上

に置いた 90mm 培養皿中の PBS に移した。子宮から胎仔を取り出し、氷上に置いた

60mm 培養皿中の PBS に移した。まず、胎仔を開腹し、注射器を用いて PBS、4%PFA

の順に適量を心臓に入れ、還流固定を行った。その後、断頭し、ピンセットを用いて

終脳を取り出し、氷上の 4%PFA 中に移した。 

上記の方法によって取り出した脳を、4%PFA、10%Sucrose (nacalai tesque)、

20%Sucrose の順に一晩ずつ 4℃で rotate した。その後、OCT Compound (Tissue-Tek)の

入った Cryomold (Tissue-Tek)に固定した脳を入れて凍結ブロックを作成し、-80℃で保

存した。CM 1800 (Leica)を用いて凍結ブロックを厚さ 12 m に切り、脳スライスをス

ライドガラス(MATSUNAMI)に貼り付けた。スライドガラスは 37℃で一晩乾燥させ、

その後-80℃で保存し、その後の実験に使用した。 

 

7-2：プローブの作成 

 各々の遺伝子の目的配列を PCR により増幅後、pT7Blue vector (Novagen)に挿入した。

その後、制限酵素サイトから切り出し、pBluescriptⅡKS vector に移した。まず、10g

のプラスミド DNA を制限酵素を用いて合計 300l で直鎖化し、1.2％アガロースゲル

にて電気泳動を行い、直鎖化できているかどうかを確認した。その後、Proteinase K 

(10mg/ml) 2l、10%SDS 3l を加え、55℃で 30 分間インキュベートした。PCI (フェノ

ール･クロロホルム･イソアミルアルコール、25:24:1)を等量加え、ボルテックスで撹

拌後、室温、15000rpm で 10 分間遠心した。上清を 250l 回収後、3M 酢酸ナトリウ

ム 25l、100%エタノール 650l を加え、4℃、15000rpm で 15 分間遠心した。析出し

た DNA を 70%エタノールでリンスし、室温で 5 分間乾燥後、DEPC 水を 14l 加え、

in vitro 転写反応に使用した。直鎖化した plasmid DNA は-30℃で保存した。 

 In vitro 転写反応：1g のプラスミド DNA を用い、合計 20l で in vitro 転写反応を

行った。直鎖化した plasmid DNA 1g、10×buffer (Roche) 2l、DIG RNA labeling mix 

(Roche) 2l、T3及びT7 RNA polymerase (Roche) 1.5lに滅菌水を加えて合計 20lにし、

37℃で 90 分間インキュベート後、0.8%アガロースゲル電気泳動にてプローブの合成

状態を確認した。確認後、3M 酢酸ナトリウム 2l、100%エタノール 80l を加え、4℃、

15000rpm で 15 分間遠心した。上清を除去し、70%エタノールでリンス後、250ng/l

になるように DEPC 水で希釈した。合成したプローブは-80℃で保存した。 

 

7-3：In situ hybridization 

＜Day1＞ 

凍結切片を 37℃で 30 分間インキュベートし、完全に乾燥させた。以降の操作は、

基本的に染色バット中で、反応は室温で行った。また、緩衝溶液の組成は下に記した。 
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脱包埋剤処理：スライドガラスを PBT の入った染色バットに入れ、15 分間の脱包埋

剤処理を 2 回行い、その後、PBS で 5 分間洗浄した。 

固定１：4%PFA / PBS により 10 分間固定し、その後、PBS で 5 分間の洗浄を 3 回繰

り返した。 

プロテアーゼ処理：10mg/ml Proteinase K / PBS で 3 分間処理し、その後、0.2% Glysine 

/ PBS に移し、プロテアーゼ反応をとめた。 

固定 2：4%PFA / PBS により 10 分間固定し、その後、PBS で 5 分間の洗浄を 3 回行っ

た。 

Prehybridization：Hybridization buffer で、70℃で 60 分間インキュベートした。 

Hybridization：Hyridization buffer にプローブを 300ng/ml になるように調製し、70℃で

16 時間インキュベートした。 

 

＜Day2＞ 

洗浄：Wash solution1 により 70℃で 20 分間の洗浄を 3 回行い、Wash solution3 により

30 分間の洗浄を 2 回行った。その後、buffer を TBST に交換した。 

ブロッキング：ブロッキング溶液 (10% sheep serum を含む TBST)で 30 分間ブロッキ

ングし、抗体反応に移った。 

抗体反応：ブロッキング溶液で希釈した抗体反応液(anti-DIG 抗体 1:1000)に交換し、

4℃で一晩抗体反応を行った。 

 

＜Day3＞ 

洗浄：TBST により、15 分間の洗浄を 4 回行った。 

発色：NTM で 15 分間前処理後、発色液に移し、発色反応を行った。 

固定：シグナルが検出できることを顕微鏡を用いて確認し、確認後、4%PFA で 20 分

間固定した。その後、PBS で 5 分間洗浄し、イムノマウント液 [shandon Immu-Mount

（Thermo electron）]で包埋後、マニキュアで封入した。 

 

＜緩衝溶液の組成＞ 

20×SSC (pH4.5)：[3M NaCl, 0.3M Na3 citrate 3H2O] 

Hybridization buffer：[50% Formamide, 50mg/ml tRNA, 1% SDS, 50mg/ml Heparin, 25% 20

×SSC (pH4.5)] 

Wash solution1：[50% Formamide, 1% SDS, 25% 20×SSC (pH4.5)] 

Wash solution3：[50% Formamide, 10% 20×SSC (pH4.5)] 

TBST：50mM Tris-HCl (pH7.5), 150mM NaCl, 0.1% Tween20 

NTM：100mM NaCl, 100mM Tris-HCl (pH9.5), 50mM MgCl2 

発色反応液；NBT 45ml, BCIP 35ml を 10ml の NTM で希釈 
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8：蛍光セルソーターを用いた細胞回収 

8-1：細胞の準備 

＜Sox2-EGFP マウスからの回収＞ 

 各胎生期 Sox2-EGFP マウスより終脳を 15ml チューブに回収した。1ml の HBSS で

ピペッティングし、回収した細胞を室温、1500rpm、で 7 分間遠心し、上清除去後、

HBSS (2% FBS) 1ml でピペッティングし、フィルターキャップ付 5ml チューブ 

(FALCON)にうつした。さらに 1ml の HBSS (2% FBS)を添加し、フィルターに残って

いる細胞を通過させ、氷上に静置した。 

＜レトロウィルス感染細胞の回収＞ 

 90mm 培養皿で培養した細胞を、4ml の HBSS で 2 回洗浄し、0.05%Trypsin-EDTA 

(GIBCO)を 2ml 加えて 37℃で 5 分間インキュベートした。その後、Tripsin Inhibitor を

2ml 加え、1ml 用ピペットマンを用いてピペッティングすることにより、細胞を培養

皿から剥がし、15ml チューブに移した。さらに、1ml の HBSS でピペッティングする

操作を 2 回繰り返し、培養皿に残っている細胞を完全に回収した。15ml チューブに

回収した細胞を室温、1500rpm、で 7 分間遠心し、上清除去後、HBSS (2% FBS) 1ml

でピペッティングし、フィルターキャップ付 5ml チューブ (FALCON)にうつした。さ

らに 1ml の HBSS (2% FBS)を添加し、フィルターに残っている細胞を通過させ、氷上

に静置した。 

 

8-2：セルソーティング 

GFP 陽性細胞のソーティングを行う際には、BECTON DICKINSON 社の FACS 

Vantage SE および解析ソフト Cell Quest とそのプロトコルに従った。また、PI 染色に

より、死んでいる細胞を除外した。回収した細胞は、氷上で保存し、Bisulfite Sequence

解析用のサンプルとして使用した。 

 

9：Bisulfite Sequence 

9-1：ゲノム抽出 

 細胞の入ったチューブを 4℃、3000rpm で 5 分間遠心し、上清除去後、Tail Lysis buffer 

(100mM Tris-HCl, 5mM EDTA, 200mM NaCl, 0.2% SDS)を 500ml 加え、55℃で 30 分間

撹拌した。等量の TE 飽和フェノールを加え、2 分間撹拌後、4℃、15000rpm で 5 分

間遠心した。上清を 1.5ml チューブに回収し、PCI (フェノール：クロロホルム：イソ

アミルアルコール、25:24:1)を等量加え、2 分間撹拌後、4℃、15000rpm で 5 分間遠心

した。上清を 1.5ml チューブに回収後、70%エタノールでリンスした。室温で 5 分間

乾燥後、TE を 100ml 加え、65℃で 10 分間静置した。その後、DNA の濃度を測定し、

1g/l になるように TE で希釈し、4℃で保存した。 
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9-2：Bisulfite 処理 

Bisulfite 処理は、Methylamp DNA modification Kit (EPIGENTEK)を用い、そのプロト

コルに従った。具体的には、1g のゲノム DNA に滅菌水を加え、合計 24l にした。

そこに、R1 を 1ml 加え、37℃で 10 分間インキュベートした。その間に、1.1ml の R3

を R2 に加え、vortex で 2 分間撹拌し、さらに R1 を 40l 加え軽く vortex で撹拌した。

インキュベート後、R1, R2, R3 混合液 125l を加え、vortex 後、65℃で 90 分間インキ

ュベートした。インキュベート後、300l の R4 をインキュベートしたサンプルに加え、

その全量を collection tube に載せた spin column に移し、室温、12000rpm で 15 秒間遠

心後した。200l の R5 を spin column に加え、室温、12000rpm で 15 秒間遠心した。

R1 10ml と 1.1ml の 90%エタノールを混合し、そのうち 50l を spin column に加えて

室温で 8 分間静置後、室温、12000rpm で 15 秒間遠心した。90%エタノール 200l を

spin column に加え、室温、12000rpm で 15 秒間、さらに、90%エタノール 200l を spin 

column に加え、室温、12000rpm で 35 秒間遠心した。その後、spin column を 1.5ml

チューブに載せ、R6 を 10l 加え、室温、12000rpm で 20 秒間遠心することにより DNA

溶液を回収した。 

 

9-3：Bisulfite 処理したゲノム DNA のクローニング 

 GFAP プロモーター上の STAT3 認識配列およびその周辺の CpG サイトを含むよう

にプライマーを設計し、8-2 で回収した DNA をテンプレートにして PCR 増幅を行っ

た。PCR 反応液は、AmpliTaq Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems)を用いて、ゲ

ノム DNA 5l、2×Master Mix 25l、20M forward プライマー (GFm2-5’: GGG ATT TAT 

TAG GAG AAT TTT AGT AAG TAG)、20M reverse プライマー (GFm2-3’: TCT ACC 

CAT ACT TA ACT TCT AAT ATC TAC)それぞれ 2.0l、DMSO 2.0l、滅菌水 14l を混

合し、合計 50ml で PCR 反応を行った。PCR 反応は iCycler (Bio Rad)を用いて、95℃ 9

分の後、94℃ 20 秒、58℃ 20 秒、72℃ 60 秒のサイクルを 40 回行い、最後に 72℃ 3

分の反応を行った。増幅サンプルを 1.2％アガロースゲルにて電気泳動し、増幅 DNA

バンドを切り出した。切り出したゲルは 1.5ml チューブに移し、NaI (Q-BIOGENE)を

500l 加え、60℃で静置し完全に溶解させた。その後、Wizard Minipreps DNA Purification 

Resin (Promega)を 1ml 加えてよくピペッティングし、Wizard minicolumn (Promega)をセ

ットした 2.5ml シリンジ (TERUMO) に Resin 混合溶液を全量入れ、カラム精製を行

った。その後、Column Wash Solution (Promega)を 2ml シリンジに入れてカラムを洗浄

し、カラムからシリンジをはずした。カラムを 1.5ml チューブに載せた状態で、室温、

12000rpm で 1 分間遠心することにより、カラム内に残留していた Column Wash 

Solution を除去した。その後、新しい 1.5ml チューブにカラムを載せ、65℃の滅菌水

20lをカラムに注ぎ、室温、12000rpmで 1 分間遠心することで DNA溶液を回収した。
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回収した DNA 溶液をインサート液とし、T-vector (pT7Blue vector: Novagen)を 1l、イ

ンサート液を 3l、Ligation High (TOYOBO)を 2l ずつ 1.5ml チューブに入れ、16℃の

水槽で 3 時間ライゲージョン反応を行った。コンピテントセル DH5α（TOYOBO）

10l にライゲーション液を 1l 加え、氷上で 20 分間静置した。その後、42℃で 45 秒

間ヒートショックを与え、すぐに氷上に移して 2 分間静置した。そして LB 培地(1%

トリプトン、0.5%酵母エキス、0.5%塩化ナトリウム)を 120l 添加し、37℃で 10 分間

インキュベートした。インキュベート中に LB 寒天培地 (+Ampicillin)に X-gal を 50l

塗布し、インキュベートした菌液を全量プレーティングし、37℃で一晩培養した。 

 

9-4：コロニーのピックアップ及びプラスミドの抽出 

 前日培養したプレートから、白色コロニーを 20 個ずつピックアップし、3ml の LB

培地 (+Ampicillin)の入ったユニットチューブ中で、37℃で一晩培養した。プラスミド

の抽出は、KURABO 社の Automatic DNA Isolation System PI-200 と、そのプロトコル

に従った。抽出したプラスミドを用いて制限酵素処理を行い、電気泳動によってイン

サートチェックを行った。そのうち、16 個を Sequence 解析のサンプルとして使用し

た。 

 

9-5：Sequence 解読 

 Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)を 2.5l、Big Dye 

Terminator v1.1, 3.1 5×Sequencing Buffer (Applied Biosystems)を 2l、2M Primer 

(GFm2-3’)を 1.6l、Plasmid DNA を 2l、滅菌水 1.9l の合計 10l で PCR 増幅を行っ

た。PCR 反応は iCycler (Bio Rad)を用いて、96℃ 2 分の後、95℃ 10 秒、50℃ 5 秒、

60℃ 4 分のサイクルを 25 回行い、その後 4℃で保存した。PCR 反応後、3M 酢酸ナ

トリウムを 1l、0.125M EDTA を 1l、100%エタノールを 50l 加え、ボルテックスで

撹拌後、4℃、15000rpm で 15 分間遠心した。上清除去後、70%エタノールでリンス後、

室温で 5 分間乾燥させた。その後、ホルムアミドを 15l 加え、95℃で 2 分間熱変性

を行った後すぐに氷冷した。サンプルを 96 穴プレートに移した後、3100 Genetic 

Analyzer (HITACHI)で解析を行った。Sequence データは、付属ソフトである 3100 Data 

Collection により解析した。 

 

10：Luciferase assay 

 神経上皮細胞を O/F コートした 12Well プレートに 1Well あたり 4×105 の細胞数で

播種した。翌日、レポーター及び優性抑制型 STAT3 を TransIT-LT1 を用いて遺伝子導

入した。レポーターとして、Gfap 遺伝子プロモーターの転写開始点上流約 2.5 kb 

(GF1L) (Nakashima et al., 1999b)の下流にホタルルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだレ

ポーターを用いた。内部コントロールとして、ヒト elongation factor１a の遺伝子発現
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制御領域の下流にウミシイタケのルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだレポーター

（R-luc）を同時に遺伝子導入した。翌日、LIF(50ng/ml)及び各細胞より調整した培養

上清で刺激し、その翌日 Dual Luciferase reporter assay system(Promega)を用いてルシフ

ェラーゼ活性を測定した。測定機器として Wallac 1420 ARVO/Light(PerkinElmer Life 

and Analytical Science) を使用した。 
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結果 

1. 胎生中期特異的発現遺伝子の同定 

 まず本研究で用いる各胎生期マウス終脳より調整した細胞が、本培養条件において

どの程度神経幹細胞を含んでいるのかを検討した。アストロサイトへの分化能を獲得

していない胎生中期（胎生 11.5 日目）およびアストロサイトへの分化能を獲得した胎

生後期（胎生 14.5 日目）のマウス終脳より神経幹細胞を調製し、神経幹細胞特異的発

現タンパク質である SOX2（SRY-box containing gene 2）に対する抗体を用いて免疫染

色法を行った。その結果、胎生中期、胎生後期どちらの条件においても、8 割程度が

SOX2 陽性の神経幹細胞であることが観察され、本培養条件下において多くの胎生中

期、胎生後期神経幹細胞が含まれていることを確認した。 

 

 そこで次に、上述培養条件で得られた各胎生期の神経幹細胞を多含する細胞集団よ

り RNA を抽出し、Affymetrix 社製 GeneChip (Mouse Expression Set 430 arrays)を用いて

遺伝子の発現レベルを網羅的に解析した(Kanno et al., 2006)。胎生中期と胎生後期の細

胞集団における発現量を比較し、信頼性の得られる値として各胎生期で発現量が少な

くとも 5 倍以上変化している遺伝子群に着目した。その際、発現量が 5 倍以上変化し

ている遺伝子においても、発現量が極端に低い遺伝子については解析から除外した。

それにより、胎生中期で高発現している遺伝子 194 個、胎生後期で高発現している遺

伝子 55 個をそれぞれ同定した (図 2)。さらに、これら遺伝子をその機能によりカテ

ゴリーごとに分類し、その中でも DNA に直接結合でき、DNA メチル化変動に関与し

得ると考えられる転写調節因子群を抽出した。その結果、胎生中期神経幹細胞で高発

図 1：胎生中期および胎生後期神経幹細胞の培養 

(A)実験条件の模式図。胎生中期の神経幹細胞は調製・bFGF 存在下で培養開始 1 日後、胎生

後期の神経幹細胞は調製・bFGF 存在下に 4 日間培養後再播種し、その翌日に細胞を染色お

よび Gene Chip に用いるサンプルとして回収し RNA を抽出した。(B)サンプル回収時の免

疫染色。Sox2(緑)に対する抗体を用いて免疫染色を行った。(C)B においてそれぞれの抗体陽

性細胞数をカウントした。 
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現している転写調節因子 21 個、また、胎生後期神経幹細胞において高発現している

転写調節因子を 5 個同定した (図 2, 表 1)。今回、これらの転写調節因子群の中から、

他の幹細胞において細胞増殖や分化、クロマチンリモデリングに関与すると報告のあ

る因子（N-myc, Hmga2, Bcl11a, Sox11, Bhlhb5）に着目した(Brunelli et al., 2003; Knoepfler 

et al., 2002; Saiki et al., 2000; Sawai et al., 1990; Sock et al., 2004; Zhou et al., 1995)。 

  

 胎生中期および胎生後期神経幹細胞より RNA を抽出し、各々の遺伝子に特異的な

プライマーを用いて RT-PCR を行った（図 3）。その結果、マイクロアレイの結果と同

様な各胎生期特異的な発現が認められた。これら転写調節因子の発現時期および発現

領域をさらに詳細に検討するために、胎生 11.5, 14.5, 17.5 日目マウス脳切片を作成し、

in situ hybridization を行った。その結果、N-myc および Hmga2 は胎生 11.5 日目の神経

幹細胞が局在する脳室周囲部に高発現していた（図 3）。それに対し、Bcl11a, Sox11, 

Bhlhb5 は脳室周囲部だけでなく胎生 14.5 日目以降のニューロンが存在する領域にお

いても発現が確認された（図 3）。この結果より N-myc および Hmga2 は胎生中期の脳

室周囲部に高発現していたことから、少なくとも胎生中期神経幹細胞において何らか

の役割を果たしているものと推察された。 

図 2：マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析 

各胎生期神経幹細胞での全遺伝子の発現レベルを比較し、発現量が 5 倍以上変化している遺

伝子に着目した。また、発現量が極端に少ない遺伝子については解析から除外した。胎生中

期および胎生後期の神経幹細胞における全遺伝子の発現レベルを比較し、胎生中期において

胎生後期よりも発現量が 5 倍以上(A)、または胎生後期において胎生中期よりも発現量が 5

倍以上の変化が認められた遺伝子を示した(B)。さらに、それら遺伝子をその機能によりカテ

ゴリーごとに分類した。  
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Probe set ID  Genbank ID Gene symbol E11.5 NPCs E14.5 NPCs E11.5/E14.5 

1433919_at AV302111 Asb4 9.8  0.5  19.6  

1419406_a_at NM_016707 Bcl11a 13.8  1.8  7.7  

1418271_at NM_021560 Bhlhb5 10.6  1.2  8.8  

1452207_at Y15163 Cited2 16.7  2.6  6.4  

1449470_at NM_010053 Dlx1 13.8  2.4  5.8  

1448877_at NM_010054 Dlx2 9.8  1.8  5.4  

1449863_a_at NM_010056 Dlx5 11.2  0.7  16.0  

1459211_at AW546128 Gli2 8.0  1.5  5.3  

1456067_at AW546010 Gli3 20.6  2.1  9.8  

1422851_at X58380 Hmga2 25.5  0.5  51.0  

1450723_at BQ176915 Ils1 8.6  0.1  86.0  

1427300_at D49658 Lhx8 10.5  0.1  105.0  

1417155_at BC005453 N-myc 8.2  1.2  6.8  

1415811_at BB702754 NP95 12.6  2.1  6.0  

1421193_a_at NM_016768 Pbx3 12.3  1.6  7.7  

1417400_at NM_030690 Rai14 11.0  1.6  6.9  

1435856_x_at AV310148 Smarcb1 8.0  1.6  5.0  

1431255_at BB656631 Sox11 38.7  6.2  6.2  

1450034_at AW214029 Stat1 9.6  1.8  5.3  

1416711_at NM_009322 Tbr1 9.8  0.2  49.0  

1423424_at BB732077 Zic3 11.2  0.5  22.4  

 

表 1；胎生中期神経幹細胞特異的発現遺伝子 

 

胎生中期特異的発現を示す 194 遺伝子のうち、転写関連因子 21 個を抽出した。また、既に他

の幹細胞で増殖や分化に関与するものを太字で示した。 
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2. 胎生中期特異的発現遺伝子による神経幹細胞のアストロサイト分化の抑制 

 今回同定した N-myc および Hmga2 が高発現している胎生中期神経幹細胞は、ニュ

ーロンへは分化するもののアストロサイトへは分化しない。そこで、これら因子が神

経幹細胞の分化傾向にどのような影響を与えるのかを検討した。レトロウィルスを用

いてこれらの因子を、その発現が低い胎生後期神経幹細胞に異所的に発現させ、免疫

染色法により分化傾向を観察した(図４)。コントロールとして GFP のみを発現させた

細胞では、LIF 刺激により GFAP 陽性のアストロサイトへと分化した細胞が多く観察

されたが（42%）、N-MYC や HMGA2 を発現させた細胞においては、コントロールと

比較して GFAP 陽性細胞への分化の抑制が認められた（N-MYC: 0.5%, HMGA2: 3%）。

アストロサイトへの分化能を獲得している胎生後期神経幹細胞においては、GFAP プ

ロモーター上の STAT3 認識配列は脱メチル化されているが、N-MYC や HMGA2 の高

発現する胎生中期神経幹細胞においてその領域は高頻度メチル化されている。そのた

め、N-MYC 及び HMGA2 がアストロサイト分化を抑制するメカニズムとして、これ

ら因子が高メチル化状態を作り出している可能性が考えられた。 

 

図 3：胎生中期特異的発現遺伝子

の発現領域の確認 

(A)胎生中期及び胎生後期神経幹

細胞より RNA を抽出し、各転写

関連因子の発現量を定量的 PCR

法により比較した。 

(B)胎生11.5, 14.5, 17.5日目マウ

ス脳切片を作成し、 in situ 

hybridization を行うことにより

各遺伝子の発現時期、発現パター

ンを解析した。N-myc および

Hmga2 においては、Gene Chip

の 結 果 と 同 様 に 胎 生 中 期

（E11.5）の脳室周囲部に発現が

認められたが、胎生後期（E14.5, 

E17.5）においてはほとんど検出

されなかった。Bcl11a, Bhlhb5, 

Sox11 については、神経幹細胞が

存在する脳室周囲部だけではな

くニューロンの存在する領域に

おいても発現が認められた。

Scale bars = 1mm  
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3. N-myc 及び Hmga2 のメチル化への関与 

そこで、N-MYC 及び HMGA2 の発現とメチル化状態の関与を検討するために、こ

れら因子を発現させた神経幹細胞を GFP の蛍光を指標にセルソーターを用いて回収

し、それら細胞からゲノム DNA を回収後、bisulfite sequence 法によって STAT3 認識

配列のメチル化状態を解析した。その結果、N-myc や Hmga2 を発現させた細胞とコ

ントロールとして GFP のみを発現させた細胞において、メチル化状態に差は認めら

れなかった(図 5)。この結果より、これら転写調節因子の異所的な発現により、Gfap

プロモーターの STAT3 認識配列が脱メチル化された状態にある胎生後期神経幹細胞

においても、アストロサイトへの分化が抑制されることが示された。 

 

図 4：胎生中期特異的発現因子による神経幹細胞のアストロサイト分化抑制作用 

(A)胎生後期の神経幹細胞を bFGF 存在下で 4日間培養後、胎生中期特異的発現遺伝子のうち、

N-myc および Hmga2 を gfp と共にレトロウィルスを用いて発現させた。さらに、LIF 存在

下で 4 日間培養し、固定後 GFP と GFAP に対する抗体を用いて二重染色を行った。コントロ

ールの GFP のみ（Control, 最上段）を発現させた細胞は LIF に応じた GFAP 陽性細胞（赤）

への分化が多く認められたが、N-myc および Hmga2 を過剰発現させた細胞においては LIF

存在下でも GFAP 陽性細胞への分化が抑制された。 (B)A において、GFAP 陽性細胞数/GFP

陽性細胞数をカウントした。 
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4. Notch シグナルは神経幹細胞のアストロサイト特異的遺伝子プロもターターの脱

メチル化を誘導する 

一方で、神経幹細胞の多分化能獲得においては、アストロサイト特異的遺伝子プロ

モーターの DNA 脱メチル化が必須である。この発生段階依存的な DNA 脱メチル化

のメカニズムに関して、波平昌一助教らと協同して、Notch シグナルによる以下のモ

デルを報告した（図 6）。神経中期幹細胞は非対称分裂により、神経幹細胞とニュー

ロンを産生するが、ニューロンは Notch のリガンドである Dll1（Delta-like 1）や Jag1

（Jagged 1）を発現している。そのため、近接する神経幹細胞に Notch シグナルを

入れ、その下流で転写因子 NFIA の発現を誘導する。最終的に NFIA が神経幹細胞の

アストロサイト特異的遺伝プロモーターの DNA 脱メチル化を誘導することで、多分

化能を持った神経幹細胞として成熟する。 

図 5：N-myc 及び Hmga2 の発現によるメチル化状態への影響 

胎生中期神経幹細胞を bFGF 存在下で培養開始 1 日後、レトロウィルスを用いて N-myc 及び

Hmga2 を gfp と共に発現させた。その後、ｂFGF 存在下で 4 日間培養し、蛍光セルソーター

を用いて GFP 陽性細胞をソーティングした。回収細胞からゲノム DNA を抽出し、Bisulfite 

Sequence 解析を行った結果、コントロールとして GFP のみを発現させた神経幹細胞と N-myc

及び Hmga2 を発現した細胞で有意な差は観察されなかった。(A)メチル化されている CpG サ

イトを●、脱メチル化されている CpG サイトを○で示した。(B)A におけるメチル化の割合を

示した。 
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5. 生体内より直接回収した神経幹細胞におけるメチル化解析 

 このように、神経幹細胞は発生過程の進行に伴い Notch シグナルを介してアストロ

サイト特異的遺伝子の脱メチル化を誘導するが、この DNA メチル化の変化がゲノム

全体でどの程度生じているのかについては分かっていない。神経幹細胞の未分化性維

持や多分化能獲得といった性質変化を詳細に捉えるためには、ゲノム全体における

DNA のメチル化状態の変化を把握し、その変化が遺伝子発現とどの程度関連してい

るかを解析する必要があると考えられる。また、その変化が実際に生体脳でどう変化

するかを解析するために、神経幹細胞を生体脳から直接抽出する必要がある。そこで、

本研究ではSox2プロモーター制御下にEGFPを組み込んだSox2-GFPトランスジェ

ニックマウス(D'Amour and Gage, 2003)を用いて解析を行った。胎生 11.5, 14.5, 18.5

日目及び生後 3 日目マウス脳より終脳を単離し、FACS Vantage を用いて GFP 陽性細

胞を回収することにより各胎生期神経幹細胞を調整した。それら細胞からゲノム DNA

を抽出し、bisulfite sequence 法によりメチル化状態を解析した結果、胎生中期

（E11.5）神経幹細胞では Gfap プロモーターの転写調節領域は高頻度にメチル化され

ているものの、発生の進行に伴い脱メチル化が生じ、出生後３日目においては完全に

脱メチル化された状態になっていることが分かった（図 7）。この Gfap プロモーター

のメチル化状態の変化は大脳皮質形成過程において神経幹細胞がアストロサイトへ

の分化能を獲得するタイミングと一致しており、生体内においても実際にエピジェネ

図 6：神経幹細胞の発生段階依存的変化 

 神経幹細胞から早期に生まれたニューロンが残存する神経幹細胞に働きかけ、次に産生

されるべきアストロサイトで特異的に発現される遺伝子の脱メチル化を誘導することによ

り、神経幹細胞のアストロサイトへの分化能を付与する。その後、神経幹細胞はニューロ

ンから分泌された CT-1 の刺激に応じてアストロサイトへ分化する。  
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ティクス機構が神経幹細胞の性質変換に関与することが示唆された。現在、特定領域

のメチル化ではなく、ゲノム全体での変化を解析するため、東京大学理学系研究科の

伊藤隆司教授との共同研究により bisulfite 処理したゲノム DNA をショットガン・シ

ークエンス法を用いて全ゲノム配列のメチル化状態の解析を進めている。さらに、そ

のメチル化の変化と遺伝子発現の変化を解析するため、同様の神経幹細胞から抽出し

た RNA を用いてマイクロアレイ解析を行っている。 

 

     

6. 髄膜細胞による神経幹細胞のアストロサイト分化 

前述結果より、神経幹細胞の脱メチル化機構は解明されつつあるものの、脱メチル

化された神経幹細胞において、アストロサイト分化を誘導する IL6-FC がどこから分

泌されているのかという問題が残されている。アストロサイトへの分化能を獲得した

胎生後期の神経幹細胞は放射状（ラジアル）グリアという形態をとり、ラジアルファ

イバーを伸ばして脳を覆っている髄膜に接しているが、髄膜形成不全のマウスではラ

ジアルグリアの形成に異常が起こることやラジアルグリアの増殖能力が低下するこ

とが報告されている(Zarbalis et al., 2007)。IL6-FC（IL-6 family cytokine）が神経

幹細胞の増殖にも関与している(Hatta et al., 2002)ことから、髄膜がラジアルグリア

に作用している可能性が考えられた。そこで、神経幹細胞の分化制御における髄膜細

胞の関与を検討した。髄膜細胞と E14.5 マウス終脳由来神経上皮細胞を共培養した結

果、髄膜細胞と共培養した神経幹細胞においてはアストロサイト分化が誘導されるこ

とを発見した（図８）。 

図７：Gfap プロモーターの生体内でのメチル化変動 

各ステージの Sox2 マウス脳より神経幹細胞を単離し、bisulfite sequence 法を用いて DNA

メチル化状態を解析した結果、発生段階の進行に伴う脱メチル化が観察された。 
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7. 髄膜培養上清は IL6-FC を分泌し、アストロサイト分化を誘導する 

前述の作用が髄膜細胞と神経幹細胞の接触が重要なのか、髄膜細胞が分泌している

因子が重要なのかを検討するため、髄膜細胞の培養上清（CM: conditioned medium）

を用いて神経幹細胞の分化傾向を観察した。その結果、髄膜細胞の CM を用いた場合

にも神経幹細胞のアストロサイト分化が観察されたため、髄膜細胞が分泌している因

子が重要と考えられた（図 9）。現在までに、ニューロンや神経幹細胞自身がアスト

ロサイト分化誘導サイトカインである IL6-FC を分泌している事が報告されている。

そこで、神経幹細胞やニューロンを培養し、それら細胞より調整した CM を用いてア

ストロサイト分化を検討した。しかしながら、ニューロンや神経幹細胞より調整した

CM では神経幹細胞のアストロサイト分化が観察されなかった（図 9）。 

 

図８：髄膜細胞による神経幹細胞のアストロサイト分化 

 胎生 14.5 日目マウスより回収した髄膜細胞と神経幹細胞を共培養した結果（右）、LIF

刺激（中）と同様に、GFAP 陽性アストロサイトへの分化が観察された。 
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次に、ルシフェラーゼ遺伝子の上流に Gfap プロモーターを組み込んだレポーター

コンストラクト（GF1L）を用いたルシフェラーゼアッセイを行ったところ、免疫染

色法で得られた結果同様、髄膜細胞の CM によりプロモーター活性の上昇が見られた

（図 10）。しかし、免疫染色の結果同様、ニューロンや神経幹細胞から調整した CM

ではプロモーター活性の上昇は観察されなかった（図 10）。 

     

図 10 で得られた結果が IL6-FC によるものかを確認するため、優性抑制型 STAT3

及び IL6-FC の共通信号伝達受容体である gp130 の特異的阻害抗体（RX435）を使い、

GF1L を用いたルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、プロモーター活性の上

昇が抑制されたことから髄膜細胞の CM による作用は IL6-FC による可能性が示唆さ

れた（図 11）。 

 

図９：髄膜培養上清による神経幹細胞のアストロサイト分化 

 髄膜細胞、神経幹細胞、ニューロンを培養し、それら培養上清を用いて神経幹細胞の分化

傾向を検討した。髄膜培養上清は LIF と同様に神経幹細胞のアストロサイト分化を誘導した

が、神経幹細胞やニューロンの培養上清ではアストロサイト分化は観察されなかった。 

図 10：髄膜培養上清は gfap プロモーターを活性化する 

 ルシフェラーゼ遺伝子上流に gfap プロモーターを組み込んだコンストラクト

（GF1L-pGL3）を用いてルシフェラーゼアッセイを行った。コンストラクトを神経幹細胞

にトランスフェクション後、髄膜、神経幹細胞、ニューロンより調整した培養上清で刺激

し、翌日にルセフェラーゼ活性を測定した。 

図 11：DN-STAT3 及び RX435 は、髄膜-CM によるプロモーター活性を抑制する 

GF1l-PGL3 と同時に DN-STAT3 を発現させた場合(A)、及び、IL6-FC の共通伝達受容体

である gp130 の特異的阻害抗体（RX435）で処理することにより(B)、髄膜-CM によって

観察された Gfap プロモーターのプロモーター活性が抑制された。 
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そこで、髄膜細胞がどのような IL6-FC を分泌しているのか、また、神経幹細胞や

ニューロンと比較してどの程度発現しているかを検討するため、各細胞より RNA を

抽出し、RT-PCR 法により IL6-FC の発現量を解析した。その結果、IL6-FC のうち LIF、

CNTF、CLC が髄膜細胞で高発現していることが観察された（図 12）。一方で、既に

ニューロンで発現していることが知られている CT-1(Barnabe-Heider et al., 2005)は、他

のサイトカインと比較して発現量が低いことが示唆された。 

 

   

これらの結果から、神経幹細胞のアストロサイト分化に関して、Notch シグナルが

神経幹細胞のアストロサイト特異的遺伝子プロモーターの脱メチル化を誘導し、その

神経幹細胞に対して髄膜から分泌された IL6-FC がアストロサイト分化を誘導する可

能性が示唆された。 

   

図 12：髄膜細胞は IL6-FC を高発現している 

髄膜、神経幹細胞、ニューロンを培養後、それら細胞より RNA を回収し、IL6-FC の各種

プライマーを用いて定量的 PCR を行った。 
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考察 

 

 本研究は、神経幹細胞の性質変化を制御するメカニズムを解明することを目的とし

て実験を行った。その手法として、マイクロアレイによる網羅的解析法を用いて、胎

生中期および胎生後期のマウス終脳から得られた細胞を培養し、各胎生期に特異的に

発現する遺伝子を複数同定した（図２）。しかし、マイクロアレイの解析に用いた細

胞は、わずかではあるがニューロンが混在しているため(図 1)、マイクロアレイ解析

の結果得られた遺伝子が必ずしも神経幹細胞のみに特異的に発現している遺伝子で

あるとは限らなかった。そこで今回は、神経幹細胞特異的に発現している遺伝子を同

定するために、in situ hybridization によって発現部位を検討し、結果として N-myc と

Hmga2 を同定した。 

 今回の GeneChip 解析では、各 Array 間での遺伝子発現を percellome 法(Kanno et al., 

2006)により用いて補正した。percellome法では、各サンプルに grade-dosed spike cocktail 

(GSC)を加えることにより、サンプルに含まれる細胞数を測定することを可能として

おり、細胞１つ当たりでの遺伝子の発現量を推測できる。そのため、percellome 法を

用いることにより、サンプルおよび platform の異なるデータにおいても比較解析が可

能である。 

胎生中期に高発現している転写調節因子 N-myc と Hmga2 がアストロサイト分化を

抑制するという結果を得たが、それら因子がどのようなメカニズムで神経幹細胞のア

ストロサイト分化を抑制するのかは分かっていない。神経幹細胞のアストロサイト分

化能獲得制御機構として、STAT3 活性化と Gfap プロモーターの STAT3 認識配列の

DNA 脱メチル化が必須であることが知られている(Takizawa et al., 2001)。そのため、

本研究で得られた転写因子群によるアストロサイト分化抑制機構としては、STAT3 の

機能の抑制もしくはGfapプロモーターのメチル化による制御の２通りが考えられる。

しかし以前に、これら転写調節因子が高発現している胎生中期の神経幹細胞において

も、LIF に応じた STAT3 の活性化が観察されることが報告されているため、STAT3 活

性化阻害によるアストロサイト分化抑制機構は考えにくい(Takizawa et al., 2001)。

N-myc や Hmga2 の高発現する胎生中期神経幹細胞においては、STAT3 認識配列は高

頻度メチル化されていることからも、これら因子の発現とメチル化状態の関与が考え

られた。しかしながら、N-myc や Hmga2 を発現させ培養した神経幹細胞においても

STAT3 認識配列の脱メチル化が観察され、コントロールと比較して差は見られなかっ

た。以前にアストロサイト分化を抑制する転写因子として、Ngnが報告されている(Sun 

et al., 2001)が、本研究室の解析から、この Ngn を発現させた神経幹細胞においては、

アストロサイト特異的遺伝子 Gfap のプロモーター領域が高頻度にメチル化された状

態に保たれることが判明している。そのため、今回アストロサイト分化抑制作用を示
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した N-myc および Hmga2 は、神経幹細胞のアストロサイト分化制御機構において、

STAT3 の活性化や DNA のメチル化といった今まで知られているメカニズムの他に、

新たな制御機構が存在する可能性を示唆している。近年、N-myc や Hmga2 が、がん

抑制遺伝子である p16
INK4a や p19

ARFの発現を制御することが報告された(Nagao et al., 

2008; Nishino et al., 2008)。N-myc が p19
ARF、Hmga2 が p16I

NK4a と p19
ARFの発現を抑制

することにより、神経幹細胞の自己複製能を維持し、結果として分化を抑制すること

が示されている。神経幹細胞の増殖と分化の関係に関しては、薬剤投与により細胞周

期を止めることで分化が促進されることや(Misumi et al., 2008)、逆に CDK（cyclin 

dependent kinase）抑制因子である p27
kip1 を抑制することで未分化状態が保たれ増殖を

続けることが知られていることから(Mitsuhashi and Takahashi, 2009)、N-myc や Hmga2

が神経幹細胞の増殖を促進させることによりアストロサイト分化を抑制した可能性

が考えられる。 

本研究では、胎生中期と胎生後期神経幹細胞での発現量の差が 5 倍以上あるものに

注目した。すでにアストロサイト分化抑制能を持つ Ngn の変化は 3 倍程度であったた

め、それ以上変化している遺伝子に注目するために 5 倍以上としたが、実際にどの程

度の発現変化が神経幹細胞の分化制御に影響するかは断言できない。そのため、2 倍、

3 倍での発現変化についても解析も必要があると考えられる。また、胎生中期特異的

発現遺伝子として、転写調節因子に焦点を絞った。その結果、DNA のメチル化変化

だけでなく、転写調節因子 N-myc や Hmga2 の発現によってもアストロサイト分化が

抑制されることを示した。文献的に、神経幹細胞の分化制御には、Wnt などの様々な

細胞外来性因子も関与することが知られている(Hirabayashi and Gotoh, 2005)。そのた

め、転写調節因子だけでなく、胎生中期神経幹細胞に特異的に発現している細胞外来

性因子についても検討する必要があると考えられる。それらの結果をもとに、細胞外

来性因子、転写調節因子、そしてエピジェネティクス機構がどのようにクロストーク

して発生段階依存的な神経幹細胞の多分化能獲得制御機構を制御しているかを体系

的に明らかにする必要がある。 

神経幹細胞のアストロサイト特異的遺伝子プロモーターの脱メチル化機構は、

Notch の下流で転写因子 NFIA の発現が誘導され、NFIA が神経幹細胞のアストロサ

イト特異的遺伝プロモーターのDNA脱メチル化を誘導することが分かったが、NFIA

がどのように脱メチル化を誘導するかについては解明されていない。また、何故アス

トロサイト特異的遺伝子プロモーターだけ脱メチル化されるのかという領域特異性

に関しても不明な点が多い。メチル化を抑制する機構としては、NFIA の発現によっ

てメチル基転移酵素である Dnmt1 がプロモーター領域から解離することから、クロ

マチン状態を変化させている可能性が考えられる。今後、NFIAがどのような機構で、

神経幹細胞の脱メチル化を誘導するのか、そらに、その際どうやって領域特異性を生

んでいるのかを明らかにする必要がある。 
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それらを解明するためには、発生段階の進行に伴う DNA 脱メチル化がゲノム全体

でどの程度変動しているのかを把握する必要があるが、メチル化の変化と同時に遺伝

子発現を比較し、メチル化と遺伝子発現にどの程度相関があるのかを検討することで、

神経幹細胞の性質変化をより詳細に解析できると考えられる。その際に、解析対象の

神経幹細胞として、各胎生期神経幹細胞を生体内より直接単離する事が望まれる。現

在まで、発生段階の進行に伴う神経幹細胞の性質変化を解析した報告は数多くあるが、

そのほとんどが増殖・成長因子により培養下で増殖させた神経幹細胞を解析対象とし

ているため、実際の生体内に存在する神経幹細胞の性質の詳細な把握には至っていな

い。 

本研究では神経幹細胞のマーカーである Sox2 遺伝子のプロモーター制御下に

EGFP を組み込んだ Sox2-GFP トランスジェニックマウス(D'Amour and Gage, 

2003)を用いて、各胎生期マウス脳より直接神経幹細胞を単離した。それら細胞より

抽出したゲノム DNA を用いて Gfap プロモーターのメチル化状態を解析した結果、

発生段階依存的な DNA 脱メチル化が観察され、生体内においてもエピジェネティク

スな機構が神経幹細胞の性質変化に関与していることが分かった。今後は、特定領域

のみの DNA メチル化変化だけでなく、ゲノム全体の変動を解析する。メチル化をゲ

ノムワイドに解析する方法としては、抗メチル化シトシン抗体を用いてクロマチン免

疫沈降法を行い、その配列を全ゲノム領域をカバーしたタイリングアレイを用いて

ChIP on Chip 解析があるが、この方法では CpG アイランドのように CpG サイトを

多含する領域しか検出できないといった問題点がある。しかし、Gfap 遺伝子のよう

にGCリッチでないプロモーター中に起こる機能的に重要なメチル化を見落とし無く

解析するために、本研究ではバイサルファイト処理したゲノムを次世代シークエンサ

ーを用いて全配列解読するバイサルファイト・ショットガン・シークエンス法（BSS）

を用いる。この方法を用いてすべての CpG サイトのメチル化を定量的に解析し、そ

の変化と遺伝子発現が相関する遺伝子を中心に今後解析を進めたい。 

残された問題として、前述したように NotchシグナルはDNA脱メチル化を誘導し、

神経幹細胞のアストロサイトへの分化能獲得に重要な役割を果たすが、最終的にアス

トロサイトへ分化するためのシグナルがどの細胞から分泌されているのかは不明の

ままである。アストロサイト特異的遺伝子である Gfap の発現制御機構の解析から、

転写因子 STAT3 の活性化とその調節領域への結合がアストロサイト分化に必須であ

ることが報告されているが、生体内で STAT3 活性化サイトカインである IL6-FC がど

の細胞から分泌されているかについての報告は数少ない(Barnabe-Heider et al., 2005; 

Takizawa et al., 2001)。本研究では、アストロサイトへの分化能を獲得した胎生後期の

神経幹細胞が脳を覆う髄膜と接触していることや、髄膜形成不全マウスで神経幹細胞

の増殖能が低下するといった報告から、髄膜が神経幹細胞の性質変化に関与している

可能性を考えて実験を行った(Zarbalis et al., 2007)。髄膜細胞と神経幹細胞の共培養の
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結果、神経幹細胞のアストロサイト分化が誘導されたが、この作用は髄膜細胞と神経

幹細胞の接触による影響と、髄膜が分泌している因子による影響の両方が考えられた。

細胞の接触による可能性として、Notch シグナルが DNA 脱メチル化を促進すること

によりアストロサイト分化を誘導する可能性が考えられたが、胎生中期（E11.5）の

神経幹細胞と髄膜細胞を共培養してもアストロサイト分化が誘導されないことから、

髄膜細胞の作用は細胞の接触ではなくアストロサイト誘導サイトカインを分泌した

結果と考えられた。実際に、髄膜細胞より調整した CM でアストロサイト分化が誘導

されたことや、Gfap プロモーターをレポーターとしたルシフェラーゼアッセイの結果、

優性抑制型 STAT3 や IL6-FC の共通信号伝達受容体である gp130 の特異的阻害抗体で

髄膜細胞の効果が抑制されたことから、髄膜細胞の作用が IL6-FC の分泌を介したも

のであることが示唆された。RT-PCR 法により髄膜細胞が IL6-FC のち LIF, CNTF, CLC

を発現していることを同定でき、その発現量は既に発現が報告されている神経幹細胞

(Uemura et al., 2002)やニューロン(Barnabe-Heider et al., 2005)と比較して非常に高いこ

とが分かった。 

 近年、髄膜細胞がレチノイン酸を分泌し、胎生中期において神経幹細胞のニューロ

ン分化に関与していることが報告された(Siegenthaler et al., 2009)。今回の実験ではレ

チノイン酸が分泌されているかは検討していないが、IL6-FC とレチノイン酸が協調的

に働き神経幹細胞のアストロサイト分化を効率よく誘導することを当研究室の浅野

らが報告していることから(Asano et al., 2009)も、髄膜細胞が IL6-FC とレチノイン酸

の両方を分泌し、協調的に働いている可能性がある。今後、これらが実際に生体内で

働いているかを検討する予定である。 

 これまでの結果に基づき、神経幹細胞のアストロサイト分化能獲得から実際に分化

するまでをモデル図に示した（図 13）。神経中期幹細胞は非対称分裂により、神経幹

細胞とニューロンを産生するが、ニューロンは Notch のリガンドである Dll1 や Jag1

を発現している。そのため、近接する神経幹細胞に Notch シグナルを入れ、その下流

で転写因子 NFIA の発現を誘導する。最終的に NFIA が神経幹細胞のアストロサイト

特異的遺伝プロモーターの DNA 脱メチル化を誘導することで、多分化能を持った神

経幹細胞として成熟する。その神経幹細胞に対し、髄膜から分泌された IL6-FC が作

用し、STAT3 の活性化に応じてアストロサイトへ分化する。 
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図 13：神経幹細胞のアストロサイト分化のモデル図 

発生段階の進行に伴い、神経幹細胞のアストロサイト特異的遺伝子プロモーターの脱メチ

ル化が生じ、胎生後期には多分化能を持った神経幹細胞として成熟する。髄膜が IL6-FC を

分泌するため、神経幹細胞は STAT3 の活性化に応じてアストロサイトへ分化する。 
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